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Sposéb wytwarzania

1

Przedmiotem wynalaalkh Jjest sposéb wytwarza-
nia nowych peptydéw o ogélnym wzorze przed-
stawionym na rysunku w ktérym R oznacza atom
wodoru, A oznacza wugrupowanie D-aminokwasu,
to jest D-Ala, Ry ozmacza atom wodoru, X ozna-
cza atom bromu, jodu Tub chloru albo grupe me-
tylowa, grupe tréjfluorometylowsg lub grupe me-
toksylowa, B oznacza N-/CHg/- Met lub NH-PgI,
a Z oznacza grupe CONH,, a takze farmakologicz-
nie dopuszczalnych addycyjnych soli tych zwigz-
kow z kwasami. ’

Zwigzki o wzorze przedstawionym na rysunku
dziatajg silnie przeciwbélowo, a ponadto wyka-
zujg duze powinowactwo do receptoréow /d/enke-
faliny w poréwnamiu z ich zdolno$ciag do wigzania
sie z receptorami /w/ morfiny. Tak wigc, zwigzki
te dharakteryzuje zmmniejszony poziom morfinopo-
dobnych efektow ubocznych. Zwiekszona zdolnosé
wigzania sie¢ z receptorami enkefaliny stamowi o
wielkiej przydatnosci omawianych zwigzkéow w le-
czeniw schizofrenii.

Zwiazki wytwarzane sposobem wediug wymalaz-
ku sa analogami enkefalin o podstawfionym piers-
cieniu fenyloalaniny. Rodzaj i pozycja podstawie-
nia sg $cisle okreslone, a mianowicie w pozycji 4
peptydu znajduje sfe ugrupowanie L-fenyloalaminy
podstawionej w polozeniu meta.

ZwiagzZki wytwarzane sposobem wedlug wymna-
lazku s cennymi Srodkami przeciwhbdlowymi.

Ostatnio z moézgow i plynu mozgowo-rdzenio-

131 156

10

15

30

nowych peptydow

2
wego ssekow wyekstrahcwano endogenne substan-
cje o dzialaniu morfinozodobnym. Substancje te,
zwane enkefalinami, zidentyfikowali Hughes i in-
ni (Nature, 238, 577 (1975) jako pentopeptydy o na-
stepujgcych sekwencjaich:
H-Tyr-Gly-Gily-Phe-Met-OH
H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH

Zwigzkom tym nadano nazwy odpowiednio me-
ticninoenke‘alina i leucynoenkefalina. Zwigzki te
wykazujg wprawdzie dzialanie przeciwboOlowe przy
podawaniu do komér médzgowych myszom (Buscher
i inni, Nature, 261, 423 (1976)), jednak sg one
praktycznie pozbawione tego dziatania przy poda-
waniu pozajelitowym.

Od chwili odkrycia enkefalin prowadzono wie-
le badan nad wytwcrzeniem ich analogéw w na-
dziei opracowania zwigzkéw o wzmozonym dzia-
laniu i uzytecznosci w praktyce przy podawaniu
pozajelitowym lub doustnym.

Dutta. i inni (Life Sciences, 21, str. 559—562
(1977)) dokonali pewnych modyfikacji struktural-
nych, ktére ich zdaniem zwickszaja sile dziatanmia.
Autorzy sugeruja, iz silniejsze dziatamie uzyskuje
sie dzieki dowolnej =z ponizszych modyfikacji,
wazglednie wszystkich tych modyfikacji:

a) podstawienie Gly w pozycji 2 pewnymi D- lub
a-aza-amino-kwasami,

b) przemiana koncowej grupy karboksylowej
ester metylowy lub amid, :
¢) modyfikacja Phe w pozycji 4 drogg podstawie-

w
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nia o-aza, N-metylowania lub uwodornienia piers-
cienia aromaltycznego.

Roemer i inni (Nature, 268, str. 547—549 (1977))
sugerujg modyfikacje Met’ do odpowiedniego kar-
binolu oraz utlenienie przy atomie siarki w Met
do sulfiotlenku. - '

Z belgijskiego opisu patentowego nr 859 026 zna-
ne jest wprowadzanie ugrupowania D-aminokwa-
su w pozycje 2 analogow enkefaliny, przeprowa-
dzenie kohcowej grupy karboksylowej w amid i
N-zalkilowanie ugrupowania aminokwasu w po-
zycji 5. Zabiegi te majag wzmagaé site dziatamia
i polepsza¢ bioprzyswajalnosé.

Podstawione w pier§cjeniu analogi 4-fenyloala-
nyloenkefaliny znane sg z literatury.

IA. R. Day i inni opisali w- Res. Comm. in Chem,
Path. and Pharmacol., 14 (4), 597—603 (1976) H-
-Tyr-Gly-Gly-p-Cl-Phe-Nile-OH.

R. J. Miller i inni opisali w Vitamins and Hor-
mones, 36, 297—382, Academic Press (1978) H-Tyr-
-D-Ala-Gly-p-Cl{Phe-D-Leu-OH, H-Tyr-D-Ala-Gly-
-p-Cl-Phe-D-Leu-OMe i H-Tyr-D-Ala-Gly-p-Ol-
-Phe-D-Leu-~NHet. .

W referacie zatytulowanym ,,Opioid Activity of
Enkephalin Amnalogues” zaprezentowanym przez
Pless’a i innych na XV Sympozjum Europejskim
na temat peptydéow, 4—9 wrzednia 1978 r. Gdansk,
PRL, omoéwiono H-Tyr-D-Ala-Gly-p-Cl-Phe-Met
.JO/-ol. )

Z pracy D. H. Coy’a i innych opublikowanej
w BBRC, 83, (3), 977—983 (19'78) znany jest H-Tyr-
-D-Alla-Glly-F sPhe-Met-NH,.

W opisie patentowym Rep. Pid. Afryki nr 77/0579
ujawniono pentapeptydowe amalogi enkefaliny o
réznych podstawnikach w pier§cieniu reszty feny-
loalaminy.

Z belgijskiego opisu patentowego nr 886 677 zna-
ne sa pentapeptydowe analogi enkefaliny, w kto-
rych pier$cien fenyléaﬂaumilny jest podstawiony w
polozeniu para atomem fluoru.

Na 176th Amer. Chem. Soc. National Meeting,
11—14 wrzesnia 1978 r., Miami Beach, St. Zjedn.
Ameryki, R. Miller w swym referacie zatytuto-
wanym ,,Structural Pharmacology and Neurobiolo-
gy of the Enkephalins and Endomorphins” ujaw-
nit pewne analogi enkefaliny o p- podstawionej
reszcie fenyloalaniny w- pozycji 4, a mianowicie
zwigzki podstawione atomem chloru lub bromu.

Meltzer i inni opisali w Life Sciences, 22, 1931—
—1933 (1978) kilka analogéw enkefaliny, a mia-
nowicie ‘zwigzki podstawione atomem chloru lub
grupa metoksylowa w polozeniu para pierscienia
fenyloalaniny.

Cecha sposobu wedlug wynalazku jest to, ze
z odpowiednio zabezpieczonego zwigdku o ogdl-
nym wzorze przedstawionym na rysunku, w kto-
rym wszystkie symbole majg wyzej podane zna-
czenie, odszczepia sie grupy zabezpieczajgce przy
uzyciu $rodka odszczepiajgcego, po czym powstaty
zwigzek wyodrebnia sie ewentualnie w postaci
-farmakologlicznie dopuszczalnej sold.

Grupy zabezpieczajagce mogg by¢ obecne na kaz-
dym z aminokwas6ow lub mna zywicznym nosniku
stosowanym podczas syntezy w fazie stalej. Gru-
py te sa grupami powszechnie stosowanymi w syn-
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tezie peptydéw dla ochrony aminokwaséw w pro-
cesie sprzegania, z wigczeniem zywicznego nosni-
ka stosowanego w syntezie w fazie stalej.

Farmakologicznie dopuszczalnymi nietoKsycznymi
addycyinymi solami peptydow wytwarzanych spo-
sobem wedlug wynalazku i kwasé6w sg sole kwar
sOw nieorganicznych i orgamicznych, takie jak np.
s0l kwasu solnego, siarkiowego, - sulfonowego, Wwi-
nowego, fumarowego, bromowodorowego, glikolo-
wego, cytrynowego, maleinowego, fosforowego,
bursztynowego, mréowkowego, octowego, azotowego,
benzoesowego, askorbinowego, p-toluenosulfonowe-

go, benzenosulfonowego, naftalenosulfonowego, pro- )

pionowego, itp. Korzystne sg sole kwasu solnego,
octowego i bursztyncwego. Sole wytwarza sie zna~-
nymi metodami. o

Jak wynika ze wazoru przedstawionego na ry-
sunku, nowe peptydy s3g pentapeptydami.

Wazng cechg nowych peptydow je's‘t ich konfi- -

guracja stereochemiczna. Dila uproszczenia, reszty

‘aminokwaséw ponumerowano kolejno poczynajac

od reszty z koncows funkcja aminowsg. Chiral-
no$¢ reszt aminokwaséw od pozycji 1 do 4 jest
nastepujaca: L, D, brak, L. Reszta w pozycji 3
pochodzi' od glicyny, zatem chiralnoéé¢ w tym przy-
padku nie wystgpuje. W pozycji 5 (pozycja C-
-konicowa) chiiralno§é odpowiada chiralnoéci odpo-
wiedniego domniemanego L-aminokwasu Ilub D-
-aminokwasu wzglednie ich mieszaniny racemicz-
nej.

Ponizej podano pewme warunki dla poszczegodl-
nych pozycji peptydaw wytwarzanych sposobem
wediug wynalazku.

A. Pozycja 1. Pozycja ta odpowiada amino-kon-
cowej rczesci peptydu. Reszta jest tu reszta po-
chodzaca z L-tyrozyny. Reszta ta jest N-niepod-
stawiona (R=H). Zwiazki takie przy podawaniu
pozajelitowym wykazuja wyjatkowo silne dziata-
nie przeciwhbdélowe. }

B. Pozycja 2. Resztg aminokwasowg (A) obecng
w pozycji 2 peptydow wytwarzanych sposobem
wedlug wynalazku musi by¢ stereoizomer D, i jest
nig D-Alla.

IC. Pozycja 3. Resztg aminokwasu obecna w tej

- pozycji ‘jest reszta glicyny.

D. Pozycja 4. Resztg aminokwasu obecng w tej
pozycji jest reszta pochodzaca z m-podstawione]
L-fenyloalaniny /Phe/X/. Podstawnikiem X w po-
lozeniu meta jest atom bromu, jodu lub chloru
albo grupa metylowa, trojfluorometylowa lub me-
toksylowa. Korzystnie X oznacza atom bromu, jo-
du lub chloru, a najkorzystniej atom bromu lub
chiloru.

E. Pozycja 5. Reszta -B-Z w C-koncowej pozycji
peptydow wytwarzanych sposobem wediug wyna-
lazku jest reszta aminokwasu przeprowadzonego
w amid /Z= -C/O/NHy/. Chiralnosé tej reszty od-
powiada konfiguracji L, D lub DL, przy czym:
korzystnie jest to L. Grupa B jest N/CHg — Met
lub NH — Pgl

W opisie i zastrzezeniach stosuje sie powszechnie
uzywane w chemii peptydow skroty, a miano-
wihicie:

"
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Alla — alanina
Gly — glicyna
Leu — leucyna
Met — metionina
Pgl — fenyloglicyna
Phe — fenyloalaninal
Tyr — tyrozyna'
. Me — metyl
Et — etyl
Boc — t-butyloksykarbonyl
Bzl -— benzyl :
DCC — N,N ’-‘dwucylk‘lohdklsy\lolklan”ﬂa'odeuwimi\d
HBT — 1-hydroksybenzotiriazol :
DMP — N,N-dwumetytoformamid
TFA — kwas tréjfluorooctowy
DIEA — dwuetyloaminoetyl

Zwiazki wyjsciowe, to jest zwigzki o wzorze
przedstawionym na rysunku z ochronjonymi gru-
pami funkcyjnymi wytwarza sig istosujac techmike

-znang w syntezie peptydow. W trakcie wytwa-

rzania niektorych tych zwigzkéw moze zaj$é czes-
ciowa racemlizacja, przy czym jednak stopien tej
racemizacji nie jest wystarczajacy ma to, by za=
klocié w znaczgcym stopniu dziatanie przeciwhbdélo-
we tych zwigzkow.

Zwigzki wyjsciowe syntetyzuje sie w procesie
prowadzonym w d¢azie stalej lub w klasycznym
procesie w roztworze. W procesie w fazie stalej
laticuch peptydu tworzy sie stopniowo;, stostijagc
zywiczny noénik, mna og6ét zywice benzhydrylo-
aminowg llub chlorometylowang zywice polistyre-
nows. Produkt odszczepia sie¢ od nosnika za po-
moca HF w temperaturze 0°C lub za pomocg. kwa-
su octowego, a mnastepnie oczyszcza, .zazwyczaj
chromatograficanie. W procesie realizowanym w
roztworze laficuch peptydowy wytwarza sie pod-
dajgc reakcji rézne zaktywowane i zabezpieczone
aminokwasy w |prawie dowodlnej kolejnosdci, po
czym wiszelkie obecne jesicze grupy zabezpiecza-
jate usuwa sie za pomocy Srodka odszczepiajace-
go, takiego jak kwas, np. kwas trojfluorooctowy
(TFA), p-toluenosulfonowy (TSA), benzenosulfono-
wy (BSA), metanosulfonowy MSA), lodowaty kwas
octowy wespél z gazowym HOQOl lub kwas mrow-
kowy. Zazwyczaj stosuje sie takze $rodek odszcze-
piajacy jon karboniowy, taki jak amizol, tioanizol
lub trojetylosilan, korzystnie amizol. Wiszystkie wa-
runki powyzsgych reakcji sg ‘dobrze znane spec-
jalistorn z dziedziny chemii peptydow. Przyklado-
wo, temperatura reakcji z TFA wynosi od okoto
—10°C do 30°C.

Bez wzgledu na stosowang metode, wytwarza-
nie zwigzkéw wyjéciowych obejmuje sprzeganie
aminokwasow lub fragmentéw peptydowych w re-
akcji grupy amiriowej jednego z nich z grupg
karboksylowg nzstgpnego. W reakeji tej powstaje
wigzahle amidowe. Dila uzyskania elutecznego
sprzezenia haleiy najpierw wzabezpieczyé wszystkie
grupy funkcyjne nie biorgce bezposredniego udzia-
W w reakeji sprzegania, stosujac odpowiedniie gru-
py zabezpieczajace, a nastepnie odpowiednio za-
ktywowacé grupe karboksylows, ktéra ma braé u-
dzial w sprzeganiu, Wymaga to staranmego dobo-
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ru kolejnosci reakcji i warunkoéw reakeji oraz od-
powiednich grup zabezpieczajgcych. Kaady z ami-
nokwasow wzytych do wytworzenia pepiydow za-
wierajacych odpowiednie grupy zabezpieczajace
ilub odpowiednio zaktywowane grupy funkcyjne
otrzymuje sie metodami znanymi w .chemii pep-
tydow.

W kazdym etapie syntezy zwigzkow wyjscio~
wych stosuje sie wybrane kiombinacje grup za-
bezpieczajagcych, a mianowicie te kombinacje, w
przypadku ktérych stwierdzono najkorzystniejszy

przebieg Teakecji. Modliwe jest takze stosowanie -

innych kombinacji, przy czym ich dzialanie moze

" sie okazaé mniej korzystne. Przykladowo jako

grupy zabezpieczajace grupy aminowe moima sto-
sowaé wgrupe benzyloksykarbonylowsg III-butoksy-
karbonylows IIl«rz.amyloksykarbonylows, p-meto-
ksybenzyloksykarbonylowa, adamantyloksykarbony-
lowg 1 izobornyloksykarbonylows. Dla zabezpie-
czania grupy hydroksy ugrupcwania tyrozylowegd
stosuje sie na ogdél grupe benzylowsg (Bzl), przy
czym  z rOéwnym (pawodZemJilém mozna stosowad.

- grupe p-nitrobenzylows /PNBY/, p—«metdkgyibem-zy‘l‘o-

wa JPMBY, itp.
Grupami zebezpieczajgcymi grupe karboksylows
moga by¢é dowolne grupy tworzgce ugrupowania

"estrowe, np. grupa metylowa, etylowa, benzylowa,

p-nitrobenzylowa, [p-metoksybenzylowa, 22-tréj-
chloroetylowa, itp.

Sprzeganie odpowiednio N-zabezpieczonych ami--
nokwaséw lub fragmentéw peptydow polega mna
uaktywnieniu wolnej grupy karboksylowej amino-
kwasu lub fragmentu peptydu na reakeje . sprze-

gania. Aktywacje prowadzi sig fjednym =ze zna--
‘nych sposoboéw. Jeden z takich sposobow polega

na przeprowadzeniu grupy karboksylowej w wu-
grupowanie mieszanego bezwodnika. Wolng grupe
karboksylowa aktywuje sie poddajac ja reakeji
z innym kwasem, na o0gé! pochodng kwasu we-
glowego, np. chlorkiem kwasu weglvego. Przy-
kiadami chlorkéw kwasowych stosowanych do wy-

‘twarzania mieszanych bezwodnikéw s3 chlore-

mréwczan etylu, chloromréwczan fenylu, chloro-
mroweczan II-rzbutylu, chloromréwezan izobutylu,
chlorek piwaloilu, itp., korzystnie chloromséwczan
izobutylu. v

Inny sposdb aktywowania grupy karhoksylowej
na reakcje sprzegania wpalega na jej przemianie
w ugrupowanie aktywnego estru, takiego jak ester
2,4,3-tréjchlorofenylowy, pigeiochlorofenylowy, ,p-'
-mitrofenyllowy, itp.

Innym sposobem sprzggania jest dobrze znana
reakicja sprzegania azydkow.

Korzystny sposob sprzegania w syntezie zwigz=

‘kow wyjsciowych polega na stosowaniu N,N’-dwu-

cykiloheksylokarbodwuimidu (DICE) w celu zakty-=.
wowartia walnej funkcji karboksylowej, a zatem
umozliwliienia reakcjli sprzegamnia. W tym ecelu sto-
suje sie rownomolowe ilodci DCC i aminckwasu

lub fragmentu peptydu, w obecnoéci réwmormolos

wej ilo$ci l-hydroksybenzotriazolw (HBT). Obec-
noé¢ HBT zapobiega niepozgdanym reakcjom wu~
boczhym, w -tym ewentualnej recemizacji.

W olkireslonych etapach syntezy zwigzkéw wyjs
$ciowych koniecme jest edszézepienie grup zabeze

.
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pieczajgcych. Fachowiec z dziedziny chemiiy pep-
tydow latwo dobierze takie grupy zabezpieczajace,
ktére wulegaé beds selektywnemu odszczepianiu,
to maczy w przypadku ktérych bedzie mozliwe
odszezepienie jednej lub wiecej miz jednej z tych
grup, ale nie wszystkich griup zabezpieczajacych
obecnych w aminokwasie lub fragmencie pepty-
du. Sposoby odszczepiania grup zabezpieczajacych
sq. znane, patrz np. Schréder i Liibke, The Pep-

" tides, Volume I, Academic Press, Nowy Jork, (1965),

a zwlaszcza tablica na str. 7M2—75.
© Qdszczepiamie grup zabezpieczajacych grupy kar-
boksylowe mozna realizowaé drogg zmydlania al-
kaliami. W celu deestryfikacji zabezpieczonych grup
karboksylowych stosuje sie¢ mocne alkalia, mp.
NaOH, KOH, LiOH, itp. Warunki zmydlania sg
dobrze zname w chemii peptydow. Wiele grup za-
bezpieczajgcych grupy karboksylowe mozna takze
usungé¢ drogg katalizowamej hydrogenolizy, np. z
uzyciem palladu na weglu jako katalizatora. Po-
nadto w przypadku stosowania grupy ip-nitroben-
zylowej lub 222-trojchloroetylowej jako grup za-
bezpieczajacych grupy karboksylowe, odszczepianie
grup zabezpieczajacych mozna realizowaé droga
redukeji w obecnosci cynku i kwasu solnego.
Wiele grup zabezpieczajgcych grupy aminowe
ulega odszczepieniu pod wpltywem kwalséow, np.
kwasu - mrowkowego, kwalku- trojfluorooctowego
(TPA), kwasu p-toluenosulfonowego (TSA), kwasu
benzenosulfonowego (BSA), kwasu naftalenosulfo-
nowego, itp., z wytworzeniem odpowiednich addy-
cyjnych soli z kwasami. Odszczepienia inych grup,
np. grupy benzyloksykarbonylowej, mozna reali-
zowaé dziatajac na zabezpieczony aminokwas lub
fragment peptydu mieszaning HBr i kwasu octo-
wego, z wytworzeniem odpowiedniego bromowo-
dorku, Zastosowany sposéb i odczynnik zalezy za-
wsze od chemicznego i fizycznego charakteru zwig-
zkow podlegajacych reakceji odszczepiania grup
zabezpieczajgcych, Powstalag addycyjng s6l z kwa-

sem mozna przeprowadzi¢é w posta¢ zwigzku la-
© twiej dopuszczalnego farmakologicznie prizez dzia-

lanie zywica jonowymienna, np. DEAE Sephadex
A 25, Amberlyst A 27, itp.

Grupe zabezpieczajgca grupe hydroksylowg moz-
na zachowywaé podczas caltej sekwencji reakcji
syntezy, a usungé dopiero w ostatnim etapie, jed-
noczes$nie z odszczepieniem grup zabezpieczajacych
grupy aminowe. W zalezno$ci jednak od warun-
kéow reakcji odszczepienie grup zabezpieczajacych
grupy karboksylowe, grupe zabezpieczaljacg gru-
pe -CH mozna usungé weczesniej. Gdy grupe za-
bezpieczajaca grupe karboksylowa usuwa sie przez
zmydlanie alkaliami, to woéwezas grupa zabez-
pieczajaca grupe -CH pozostaje nienaruszona, nar-
tomiast w przypadkw katalitycznej hydrogenolizy,
zostaje ona usunigta. Nie stanowi to zadnego pro-
blemu w przypadku wytwarzania zwigzkéw wyj-
$ciowych, gdyz ich wytwarzanie moze przebiegaé
w obecnodci reszty tyrozylowej o wolnej grupie
hydroksylowej, mp. reszty tyrozylowej.

Zgodny z klasyczng metodg syntezy w roztwo-
rze korzystny sposéb- wytwarzania zwizzkow wyj-
Sciowych polega na tym, ze sprzegamniu. poddaje
sig osobno przygotowane tréjpeptydy N-koncowe
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8
i dwupeptydy C-koncowe, po czym wmusuwa sie

‘ewentualnie jeszcze obecne grupy zabezpieczaja-

ce. Oddzielnie wybworzony dwupeptyd C-konco-
wy moze by¢ zsyntezowany tak, by zawierat u-
grupowenie amidu, alkoholu, eteru lub estru. Al-
ternatywnie, moze on zawiera¢ grupe bedacg pre-
kursorem zgdanego wugrupowania C-koncowego.
Wytwarzanie pentapeptydéw ilustruje :schemat, na
ktorym Z oznacza reszte C-koncowg w postaci
ostatecznej lub prekursorowej, AA oznacza reszte
aminokwalsu, a cyfra przyporzgdkowana symbo-
lowi AA oznacza pozycje danego aminokwasu w
sekwencji stanowigcego produkt peptydu.

ISchemat ilustruje jedynie jedng =z mozliwych
sekwencji reakcji prowadzacych do wytworzenia
zwigzkiow wyjscicwych. Inny sposob syntezy w
roztworze polega na stopniowym kolejnym do-
dawaniu aminokwaséw do latoucha peptydowego,
peczynajagec od C-koncowej reszty kwasowej. W
sposobie tym, a takze w innych mozliwych spo-
sobach stosuje si¢ metody preparatywne opisane
powyzej. )

Dla fachowca jest oczywiste, iz w warunkach
silnie alkalicznych, np. takich jak stosowane w
wyzej opisanej reakcji alkilowania, moze zajs¢
na atomie wegla w pozyecji o racemizacja. Stopien
racemlizacji moze byé roézny, w zalezmosci od da-
nego aminokwasu. Zachodzenie racemizacji mozna
zmniejszy¢ do minimum stoswjac naldmiar S$rodka
alkilujgcego i skracajgc maksymalnie czas reakcji.
Jednak nawet w przypadku zaj$cia mnadmiernej
ralcemizacji produkt mozna oczysci¢ przez krysta-
lizacje w postaci soli odpowliedniej chiralnej ami-
ny, np. soli d/v/-a-fenyloetyloaminy.

C-koncowg funkcje wyjsciowych peptydow jest
grupa. karboksylowa, przeprowadzona w ugrupo-
wanie amidu. Przemiane w amid prowadzi sie
drogg. aktywizacji grupy karboksylowej za pomocg
DCC w obecnosci HBT, otrzymujgc ester HBT.
Ester poddaje sie reakcji z bezwodnhym amonia-
kiem otrzymujgc niepodstawiony amid.

Korzystnymi zwigzkami wytwarzanymi s1p0ws‘0*bém
wediug wynalazku sg L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-
-L-m-bromo-fenyloalanylo-L-/Ne-metylo/metionino-
amid, L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-L-m-trdjfluoro-
metylofenyloalanylo-L+/Nea-metylo/metioninoamid, L-
-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-L-m-chlorofenyloalany-
lo-L-/Nea-metylo/metioninoamid i L-tyriozylo-D-ala~
nyilo-glicylo-L-m-metylofenyloalanylo-L-/Nea-mety-
lo/-metioninoamid. Zwiazki te wytwarza sie np.
dziatajac na odpowiednie zabezpieczone zwigzki
cieklym berwodnym HF, a nastepnie kwaisem octo-
wym. o

‘Korzystnymi zwigzkami sa takze L-tyrozylo-D-
-alanylo-glicylo-L-metoksyfenyloalamylo-L-/Na-me-
tylo/metioninoamid, L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-L-
-m-jodofenyloalanylo-L-/No-metylo/metioninoamid i
L-tyrozylo-D-zalanylo-glicylo-L-m-bromofenylo-ala-
nylo-L-/Ne-metylo'glicynamid. - Zwigzki te wytwa~
rzal sie np. dziatajac na odpowiednie zabezpirczo-

‘ne zwigzki wyjSciowe kwasem tréjfluorcoctowym.

ZiwigZki wytwarzane -sposobem wediug wynalaz-
ku sa cennymi lekami, wykazujacymi dziatanie
przeciwbdlowe i neuroleptyczne. Sg one szczegdl-
nie . uzyteczne w lagodzemiu bélu i zmmiejszaniu

R
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zaburzen emocjonalnych przy podawaniu doustnym
lub pozajelitowym ssakom, zwlaszcza Iudziom.

Zwiazki o wzorze przedstawionym na rysunku
mozna podawa¢ same luh wespoél z farmakologicz-
nie dopuszczalnymi zardébkami, przy czym wzajem-
ne proporcje ustala si¢ w zaleznosci od rozpulsiz-
czalno§ci i charakteru chemicznego danego zwigz-
ku, wybranej drogi podawania i zgodnie ze stan-
dardows praktyks farmaceutyczna.

. Korzystnie zwiqzki o wzorze przedstawionym na
\rysuu;ﬂnulrpo‘dawje sie w postaci preparatéw przez-
naczonych 'do podawania pozajelitowego, to jest
domiesniowo, podskérnego lub ~dozylnego. Prepa-
ratami takimi sg jalowe roztwory i zawiesiny do
wstrzyknie¢ oraz jatowe przeznaczone do wstrzyk-
nieé preparaty o przediuzonym uwalnianiu. Szcze-
golnie korzystne jalowe roztwory do wstrzyknigé
sporzgdza si¢ w izotomicznym roztworze soli lub
dekstrozy. Jalowe preparaty do wstrzyknigé moz-
na sporzadzaé¢ i przechowywaé jako takie lub
przygotowywaé je bezpodrednio przed uzyciem
przez dodamie jalowego medium, np. Wody: do o-
kre§lonej odwazki sterylnego skitadnikia ~umiesz-
czonego np. w fiolce Tub ampulce, zapewniajace]j
jatowod§é, Odwazka moze takze zawieraé¢ so6r lub
dekstroze w ilo$ci ‘zapewniajgcej powstamie roz-
tworu izotonicznego po dodamiu jalowego medium.

[Korzystne sa takze preparaty doustne, takije jak
tabletki, kapsulki, itp. zawierajgce okreslong ilosé¢
sublstancji czynnej. Ponadto preparatom mozna na-
dawaé postaé proszkow, granulatéw, roztwordw lub
zawiesin . 'w S$rodowisku wodnym lub niewodnym
i emullsji.

Tabletki mozna wytwarzaé przez prasowanie
jednego lub wiecej sktaldnikéw w postaci sypkiej,
np. w postaci proszku lub granulatu, na 0got
zmieszanych z jednym lub wigcej niz jednym
skladnikiemn dodatkowym, takim jak 1lepiszcze,
$rodek poslizgowy, -ub-pded:ny rozcienczalnik, Srodek

powierzchniowo ozynny, bufor, $rodek smakowy,
zageszezacz, konserwant, dyspergator, itp.
Najodpowiedniejszg  dawke zwigzkue o wzorze

przedstawionym ma rysunku okresla lekarz w za-
lezno$ci od sposobu podawamia, rodzaju zwigzku,
leczonego pacjenta i rodzaju kuracji. Na ogél -jed-
nak stosuje sie od okblo 10 wg do okolo 2 mg na
1 kg wagi ciala pacjenta, korzystnie okoto 100—509
ug, przy podawaniu domie$niowym lub podskoér-
nym oraz od okolo I ug do okolo 200 ug na 1 kg
wagi ciata pacjenta, korzystnie okoto 3—50 ug,
przy podawaniu dozylnym. Przy podawaniu do-
ustnym zazwyczaj stosuje sie okolo 1—500 mg na
1 kg wagi pacjenta, korzystnie okoto 50—200 mg,
a zwihaszeza okolo 50100 mig.

‘Wytwarzanie i1 dziatanie zwigzkow wytwarza-
nych sposobem wedlug wynalazku ilustrujg pomniz-
sze przyklady, w- kltomy|ch skroty majg wyzej po-
dane znaczenie.

Przyktad I. Wytwarzanie L-tyrozylo-D-alany-
lo-glicylo-L-m-bromofen yloalan ylo-L~/Na-metylo/-
metioninoamidu w postaci octanu.

A. S6] kwasu tréjfluorooctowego i L-tyrozylo-D-
alanylo-glicylo-D,L-m-bromofenyloalanylo-L-/N-me-
tylo/metionylo-zywicy benzhydryloaminowej.

W automatycznym syntetyzatorze do syntezy w

~
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55

. -/N-Me/Met-OH i DCC w chlorku metylenu,

'10.

‘12,

10
fazie statej (Beckmamn 990 Peptide Synthesizer) sym-
tetyzuje sie peptydo-zywice z uzyciem 35 g zy-
wicy benzhydroloaminowej (Beckmam, 0,47 mmo-
li — Nfg). Zywice zobojetnia sie 4%/ roztworem

‘dwulizopropyloetyloaminy (DIEA) w chlorku mety-

lenu, a nastgpnie prowadzi sie sprzeganie z Boc-
0-—
trzymujae zywice podstawiong Boc-/N-Me/-Met-.
Stosujgec program nr 1 sprzegania wstepnego do-
lgcza sie kolejno Boc-D,L~+/m-Br/-Phe-OH, Boc-Gly-
-OH, Boc-D-Ala-OH i Boc-Tyr-OH, a nastepnie
stosujgec. program nr 2 sprzega sie dany amino-
kwas, Program nr 2 realizuje. si¢ raz dla kazde-
go . aminokwaru z wyjatkiem D,L-/m-Br.Phe-OH,
‘dla ktorego program ten prowadzi sig trzykrotnie.
Powstatag Boc-peptydo-zywice poddaje sie odszcze-
pieniu grup zabezpieczajgcych zgodnie z etapami
1—8 programu nr 1, otrzymujac 4,04 g tytutowe-
go zwigzku. Przemywania w programach nr '1
i 2 prowadzi sie stosujac 8 ml nai 1 g Zywicy.

Program nr 1

1. Trzykrotne przemycie za pomocg CHaCl
Dizialdnie mieszaning TFA:EtgSiH:CH,Cl (30:5:65
objetosciowo) w ciggu 5 minut.

. Dziatanie jak w etapie 2 w ciggu 20 minut.

. Dwukrotne przemycie CHyOL.

Przemycie mieszaning CHgOH:CH,Cl, (1:1).

Dwukrotne przemycie metanolem,

Przemycie mieszaning CngO\H:C'HZ»Olz (1:1).

. Dwukrotne przemycie CH,Cly.

Duziatemie 49/ roztwiorem DIEA w CHyCl, czte-

ry razy po 2 minuty.

Powtorzenie etapéw 48,

Dziatanie 2;5 réwnowaznika zgdanej pochodnej

aminokwasu w CH,Cl, i 2,25 réwnowagnika

DCC w CHyCl, w ciggu 120 minut.

Czterokrotne przemycie CH,Cl,.

Powtorzenie etapdéw 5—7.

Trzykrotne przemycie CH,CI,.

[

©®NB U w

1.

13.
14.

Program nr 2

1. Przemycie 49/ roztworem DIEA w CH,CI,
cztery razy po 2 minuty.
2. Dwukrotne przemycie CHyCl,.
3. Przemycie mieszaning CHzOH:CH,Cl, (1:1).
4, Dwukrotne przemycie metanolem.
5. Przemycie mieszaning CHgOHICH,Cl, (1:1).
6, Dwukrotne przemycie CHyCl,. ‘
7. Trzykrotne przemycie mieszaning DMF:CH,CI,
(Tl )y . )
8. Dziatamie 2,5 réwnowaznika zadanej pochod-
nej aminokwasu w mieszaninie DMF:CH,Cl,
(i) i 1,25 rowmowaznika DOC w CHyCl, w
riggu 120 minut. |
9. Czterokrotne przemycie mieszaning
:CHyClLy (1:1Y), ' /
10. Powtérzenie etapow 4—6. )
B. Fluorowodorek L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-
-D L.-m-bromofenyloalanylo-L~/Ne-metylo/metioni-
noamidu.
Peptydo-zywicg z cze$ai A poddaje sie reakcji
z ciekltym bezwodnym HF pod zmniejszonym cis-

 DMF:
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‘nieniem, w temperaturze 0°C w ciagu 60 minut,
stosujac amizol jako $rodek odszczepiajacy. Sktad-
niki lotme usuwa si¢ z mieszaniny reakcyjne] pod
zmniejszonym cignieniem, po czym peptydo-zywice
rozciera sie w eterze i przesgcza w celu usunigeia
reszbtek HF i amizolu. .Peptyd ekstrahuje sie z
‘zywicy przez roztarcie w 108/ kwasie octowym.
Bkstrakt liofilizuje sie, otrzymujac 533 mg suro-
wego zwigzku tytutowego.

C. Chromatograficzne oczyszczanie produktu.

Surowsa mieszaning diastereoizomeréw peptydo-
wych chromatografuje sie ma kolumnie (5 X 72
cm) do chromatografii z odwréconymi fazami, wy-
pelnionej zelem krzemionkowym Cjg. Chromato-
grafowanie prowadzi si¢ pod niskim ci$nieniem
6,3 kGiem?2) stosujgc jako eluent 28% roztwor
acetonitrylu w 0,1 n octanie amonu. Po zebraniu
2000 mil eluatu zbiera sie kolejno otrzymywane
.w ciggu 1,5 mfnuty frakcje o objetosci 17, mi
kazda. Frakcje 79—ll5 lgczy sie i liofilizuje. Zlio-
filizowany produkt chromatografuje sie na kolum-
nie 2,5 ¢ 100 cm) wypelnionej Sephadexem G-lz
za pomocg 0,2 n kwasu octowego, w celu usumnie-
cia resztkowego octanu amonu. Frakcje liofilizuje
sie, otrzymujac 198,7 mg tytulowego zwigzku w
postaci bezpostaciowej biatej substancji statej.

it B+ 204° © = 05, In HCD

Jal g‘gﬁ + 76,4° (c = 0,5, ln EICI)
Anglliza elementarna dla CsqEH3BrNgOgS (739,607)

Obliczono:  C 50,34, H 586, N 11,36, Br.10,80
Stwierdzono: C 50,11, H 5,56, N 111,07, Br 11,03
-Analiza aminokwasow! .

Tyr Ala Gly m-BrPhe NHj 9o peptydu
(1) 1,00 099 0,99 101 0,91 103
@y 1,00 099 1,00 ft oL 0,93 99

Prayktad II. Wytwarzanie octanu L-tyrozylo-
D-alanylo-glicylo-L-m-metokisyfenyloalanylo-L-/Na-
-metylo/metioninoamidu,

A. No-III-rzbutyloksykarbonylo-D,L-m-metoksy-

" fenyloalanylo<l-Ne-metylo/metioninoamid.

Do zawiesiny chlorowodorku Nea-metylometioni-
noamidu (1,20 g, 6,47 mmola) w 7,0 mil zimnego
(0°C) DMF dodaje sie DIEA (1,11 mil, 6,47 mmola).
Nastgpnie do mieszaniny dodaje si¢ kolejno roz-
twor Boc-D,L~m-MeO/Phe-OH (1,91i g, 6,47 mmola)
w 5,0 ml DMF, HBT 1,75 g, 12,9 mmola) i roz-
twor DCC (1,33 g, 6,47 mmola) w DMF (18 mil).
Mieszanine reakcyjng miesza sie w temperaturze
0°C w ciggu 4 godzin, a nastgpnie w temperatu-
rze pokojowej w ciagu 16 godzin, stosujgc osusza-
jaca rurke z CaSOy4. Mieszaning przesgcza sie w
celw usuniecia dwucykloheksylomocznika (DCU), a
przesgcz odparowuje pod zmmniejszonym cisnieniem,
otrzymujac pomaranczows pozasrtalloéé, ktérg roz-
puszcza sie w 100 ml octanu etylu, Warstwe octa-
nowa przemywa sie kolejno wodg (3 X 100 ml),
buforem pH 10 (3. X 100 mi), 01 n HCl 3 X 100

“mil) i wodag (3 X 100 mil), suszy nad siarczanem
magherowym i przesgcza, Z przesaczu usuwa Sie
pod zmniejszonym ci$nieniem rozpuszczalnik, o-

“trzymujage 223 g (wydajno$¢ 81%) tytutowego
zwigrku. Chrometogram cienkowarstwowy wykan-
zuje vbecnosé DCU w produkcie,
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B. Chlorowodorek D,L-m-metoksyfenyloalanylo=-
-L+/Nie-metylo/metioninoamidu.

Do roztworu zwigzku z czeéci A (223 g, 524
mmole) w kwasie octowym (10 ml) dodaje sie
anizol (1,6 ml) i 1,62 n HCOl w kwasie octowym
(162 ml). Roztwor miesza sie stosujagc rurke z
CaSO4 w temperaturze pokojowej w ciggu 1 go-
dziny, a nastepnie rozcieficza 470 mil eteru. Wy-
trgcony osad odsgcza sig, przemywa eterem (3 X
15 mily i suszy pod zmniejszonym ci$nieniem ‘w
temperaturze 25°C, ofrzymujgc 1,58 g (wydajnoéé
819%/) tytutowego zwigzku, ’

C. N-III-rz.butyloksykarbonylo-L-tyrozylo-D-ala-
nylo-glicylo-D,L-m-metoksyfenyloalanylo-L-/No-me-
tylo/metioninoamid.

Do 7,0 ml dwumetyloformamidu (DMF) dedaje
sie 4,2 mmole 2,48 g) soli Boo-L-Tyr-D-Ala-Gly-

. -OH i dwucykloheksyloaminy, po czym mieszani- -

ne chiodzi sie na lagni acetonowo-lodowej do tem-

peratury —10°C i dodaje 0,09 ml (0,84 mmola)

N-metylomorfoliny i 0,55 ml (42 mmola) chloro-
mréwezanu izobutylu, Mieszaning miesza si@ w
ciggu 2 minut, a nastgpnie dodaje do niej ochdo-
dzong do temperatury —10°C mieszanine produktu
z czeSei B (1,51 g, 42 mmola) i N-metylomorfoliny
(0,47 mil, 42 mmola) w DMF (16,5 mil). Powstalg
mieszaning miesza sie z uzyciem rurki z CaSOq4
w ciggu 16 godzin na lazmi lodowo-acetonowej.
Po odsgezeniu sktadnik6w nierozpuszczalnych prze-

" sgcz odparowuje sie pod zmniejszonym cisnieniem,

otrzymujae 26§1ta pozostato§é, do ktorej dodaje sig
50 mil octanu etylu i 50 mil wody. Warstwe wodng
oddziela: sie i przemywa octanem etylw @ X 50
ml), po czym warstwy octanowe lgczy sie i pree-
mywa kolejno 5% NaHCOg (3 X 50 mil), 15 n

‘kwasem cytrynowym (3 X: 50 mi) i wodg (3 X 50

ml), a nastepnie suszy nad siarczanem magnezo-
wym, przesgcza i odparowuje pod zmmniejszohym
ci$nieniem, ofrzymujac 2/84 g (wydajno$¢ 93%)
zwigzku tytulowego, |

D. Tréjfluorooctan L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-
-D,L-m=metoksyfenyloalanylo-L-/Ne-metylo/metio-
ninoamidu. '

Do produktu z czefci C @84 g, 3,89 mmola) do-

daje sie anizol (8,5 mil) i kwas octowy (35 mil). Po-

wstalty roztwodr miesza sie .z uzyciem rurki u,

CaSO4 w temperattirze pokojowej w ciggu 1,25 go-
dziny, a n;alsﬂ:@m‘ié zeteza pod zmniejszonym -cié+
nieniem. Do otrzymanego zéitego oleju dodaje sie
900 mil eteru, po ¢zym wytracony osad odsgcza sie
i suszy pod zmmiejszonym cisnienietn w temperas
turze 25°C, otrzymujac 2,61 g (@0 wydajnosci)
surowego tytutowego zwigzku.

E. Chromatograficzne oczyszczamie produkiu

Stosuje sie tok postgpowania z czefei G przy-
ktadu I w celu rozdzielenia dwoéch diastereoizome-
row. Otrzymuje sie 758 mg tytutowego zwigzku.
@13 + 256° (¢ = 05, n HOL
a3, +929% (c = 05, ln HO -

Analiza elementarna dla C3,H.gNgOp8 (690,822)
Obliczono: C 55,04 H6M N 1217
Stwierdzono: C 5350 H 660 N 1232

‘Analiza aminokwasow
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Tyr Ala Gly m-MeOPhe NHj °qpeptydu
1,000 1,00 1,00 1,12 1,02 96

Przyklad III. Stosujgc tok postepowania z
przykiadu I otrzymuje sie z odpowiednich zwigz-
kow wyjsciowych nastepujace zwigzki,

Octan L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-L-m-tréjfluo-
rometylofenyloalanylo-L-/Na-metylo/metioninoami-
du -
1% + 15,29° (¢ = 05, lln HOL)
lalZ + 56,47° (¢ = 05, 1n HOl

Ansliza elementarna dla CgyHy3F3NgOgS (723,794)

Obliczono: C 52,74 H 593 N 1153 F 7,82
Stwierdzono: C 53,03 H 570 N 1L72 F 7,61
Amnaliza aminokwasoéw

Tyr Ala Gly m-CFgPhe NHj apeptydu

W) 089 L0000 1,02 099 101 98,5

(2) 0,99 1,00 1,00 1,00 0,95. 971
Octann  L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-L-m-chloro-

fenyloalanylo-L-/Ne-metylo/metioninoamidu

[0]1® + 19,67° (¢ = 0,5, In HCI)

)B4+ 6964° (¢ = 05 Im HC)

Amalliza elementarna dla CgiHygCINgOgS (695,241)
Obliczono: C 5359 H 623 N 12,09
Stwierdzono: C 53,84 H 6,17 N 12,31
Analiza aminokwaséw

Tyn Ala Gly m-ClPhe NH; ¢/qpeptydu
M) 1,00 1,00 0,96 1,04 1,01 974
(2) 1,000 1,00 10,99 1,01 1,02 98,1!

Octan = L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-L-m-metylo-
fenyloalanylo-L-/No-metylo/metioninoamidu
[}5 + 1501° (¢ = 05, ln HCH
[al3gs + 5335° (¢ = 05, I HC)

Analiza elementarna dla CgpHgNgOgS (674,823)
Obliczono: C 56,96 H 6,87 N 1247
Stwierdzono: C 57,18 H 658 /N 12,36
Analliza aminokwasow

Tyr Ala Gly m-MePhe NHg %apeptydu

@) 099 088 0,97 1,03 1,01 95
(2) 0,99 0,99 0,99 1,01 0,91 94

Przyktad IV. Stosujagc tok postepowania z
przykladu IT wytwarza sie z odpowiednich zwigz-
kow wyjsciowych nastepujgce zwiagzki.

Octan  LAtyrozylo-D-alanylo-glicylo-L-m-jodofe-
nyloalanylo-L-/No-metylo/metioninoamidu
fa}® + 12,6° (c = 0,5, In HAD
[a}2, + 50,6° (c .= 05, 1n HCI)

Alnaliza. elementarna dla CgiHy3JNgOgS (786,962)
QObliczono: C 47,33 H 551 N 10,68 J 16,13
Stwierdzono: C 47,14 H 553 N 10,57 J 16,31
Analiza aminokwasow

Tyr Ala Gly m-JPhe NH3 9/ peptydu

101 1,00 1401 0,92 1,08 03

Octan  L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-L-m~bromo-
fenyloalanylo-L-fenyloglicynoamidu
[a}® + 78,90° (c = 0,5, In HO)

[a)2s + 29927 (c = 0,5, In HOY

Analiza elementarna dla CygHagBrNgOg (727,618)
Obiliczono: C 5447 H 540 . N 11,59 Br 10,98
Stwierdzono: C 54,29 H 5,12 N 11,32 Br 11,18
Amaliza aminokwasow .

Tyr Ala Gly m-BrPhe Pgl NHj3 %/gpeptyduw

1,00 101 1,00 099 001 1,02 91

'\i‘i’,'-;' i o= .

10

18

30

40

45

50

65

14

Dzialamie znieczulajace zwigzkéw o wzorze
przedstawionym na rysunku wykazywano w pro-
bie gorgcej pilyty ma myszach. W proébie tej sto-
suje sie pionowy cylinder akrylanowy zawierajacy
jako podstawe powierzchinie gorgcej piyty, utrzy-
mywanej w temperaturze 52°C. Myszy podaje sig
przez podskoérne witrzykniecie, wezesniej okreslo-
na ilo§¢ badanego zwiazku, rozpuszczonego lub za-
wieszonego® w odipowiednim no$niku i umieszcza
ja po 15 minutach od chwili podania badanego
zwigzku na powierzchni gorgcej ptyty. Mierzy sie
w sekundach opéznienie, z jakim mysz zeskakuja
z’ powierzchni gorgcej pltyty. Srodek, ktéry wy-
kazuje dziatanie znieczulajace daje zwiekszenie
tego opdéznienia w poréwnaniu z myszamsi kontrol-
nymi, ktére otrzymuja tylko noénik. Musi to na-
stepowaé w granicach dawki nie powodujgcej bra-
ku. koordynacji lub mozliwosci wykonywania tu-
chow. W ponizszej tablicy podano wartodci EDjo
‘otrzymame w tej probie. Pod okresleniem ,EDgg”
rozumie sie dawke, kiéra powoduje znieczulenie
500/ badanych myszy. Znieczulenie okresla sige ja-
ko opo6znienie reakcji ma bodziec w obecnos$ci ba-
danego zwigzku, ktore jest rowne lub wiegksze
niz opdznienie reakcji zwierzat komtrolnych plus
‘dwa odchylenia standardowe. Procentowe damne

" dotyczace « znieczulenia przeksztalca sie na probity

i oblicza sie  EDzg metodg amalizy regresyjnej da-
nych dawka — reakcja na bodziec, Kazda krzywa

‘zalezno$ci dawlki od reakeji na bodziec musi za-
" wieraé co majmmiej cztery punkty, a kazdy punkt

‘olkredla sie ma podstawie damych uzyskamych dila
co najmniej 10 myszy traktowanych badanym
zwiagzkiem i myszy: kontrolnych.

Oprécz dziatania przeciwboélowego zwigzki o wzo-
rze przedstawionym na rysunku wykazujg nie-
spodziewanie silne powinowactwo do receptoréw
(0) enkefaliny, co odrdznia je od zmamych zwigz-
kow wigzacych sie z receptorami (u) morfiny.

' Dziatanie wzgledem receptoréw (d) uwidacznia sie

dobrze znanym teScie ma nasieniowodzie myszy.
Zgodnie z tym testem pojedynczy nasieniowdd po-
brany z dorostej myszy (Cox, 30—40 g), umieszcza
sie w 3 ml zmodyfikowanego roztworu Krebsa
utrzymywanego w temperaturze 37°C i przedmu-
chiwanego mieszaning 95% Oy i 5% CO,. Za po-
Srednictwem przekaznika izometrycznego rejestru-
je -sie na poligrafie drgniecia wywolane . dziata-
niem pola (0,156 Hz, 1 msekunda, 40V). Do kgpieli
dodaje sie 20—30 wl porcje badamego zwigzku, po
czym na podstawie danych uzyskiwanych podczas
kumulatywnego dodawania badanego zwigzku do
kapieli rysuje sie krzywg dawka-reakcja na bo-
dziec. Porownanie wzglednej sity dzialania agoni-
sty prey receptorze O przeprowadza sie przy za-
stosowaniu wskaznika ICzg (stezemie wywolujace
500/p zmniejszenia wywolanego elekirycznie napig-
cia). Dane uzyskane w tym teScie podano w tar
blicy. Ciekawy i niespodziewany jest efekt silne-
go powinowactwa do wceceptor6w (J) enkefaliny
wystepujgcy: w przypadku- zwigzkéw wytwarza-
nych sposobem wediug wynalazku w poréwmnaniu
ze zwigzZkami mniepodstawionymi
(R=H).

w pierscieniu -
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Tablica ‘
H-L-Tyr-D-Ala-Gly-L-/m-R/Phe-L-R1-NH,
Zwigzek
EDjzg'mg/kg ICze/MnMY/
R Ry 50/ 50
Br /N-Me/Met: 0,36 0,49
jcL /N-Me/Met 0,11 0,71
\J /N-Me/Met a 2,10
CFg /N-Me/Met 0,33 1,78
ICHg /N-Me/Met 0,33 2,73
OMe /N-Me/Met 0,150 2,92
1J /N-Me/Met a 2,10
Br Pgl A 0,35
H* /N-Me/Met 0,30 12,2

a nie badano
b préba z uzyciem myszy Harlan NDy
* zwigzek znany

~

Zastrzezaenia pateniowe

1. Sposéb wytwarzania nowyeh peptydéw o ogol-
nym wzorze przedstawionym na rysunku, w kto-
rym R oznacza atom wodoru, A oznacza ugrupo-
wanie D-aminokwalsu, to jest D-Ala, Ry oznacza
atom wodoru, X oznacza atom bromu, jodu lub
chloru albo grupe metylows, grupe trojfluorome-
tylowg 1lub grupe metoksylowa, B oznacza N/
/CHg/ — Met: lub NH — Pgl, a Z oznacza grupeg
CONH,, a takze farmakologicznie dopuszczalnych
nietoksycznych addycyjnych soli tych zwigzkéw ez
kwalsami, znamienny tym, Ze z odpowiednio za-
bezpieczonego zwigzku o ogélnym wzorze przed-
stawionym na rysunku, w ktéorym wiszystkie sym-
bole majg wyzej podane znaczenie, od:zczepia sig
grupy mzabezpieczajgce przy uzyciu srodka, odszcze-
piajacego, po czym powstaly zwigzek wyodrebnia
sie ewentualnie w postaci farmakologicznie do-
puszczalnej addycyjnej soli.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
w przypadku wytwarzania L-tyrozylo-D-alanylo-
-glicylo-L-m-bromo-fenyloalanylo-L-/Na-metylo/
/metioninoamidu, poddaje sig¢ reakcji tréjfluorooc-
tan  L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-L-m-bromofeny-
loalanylo-L-/Na-metylo/metionylo-zywicy  benzhy-
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droloaminowej z cicklym bezwodnym HF, a na-
stepnie z kwasem octowym. .

3. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
w przypadku wytwarzania L-tyrozylo-D-alanylo-
-|g1'ircyllo-L-m-melto[ks‘yrfewnyrl-oallamyﬂo-Lq/Na-meltylo/
/metioninoamidu, poddaje sie reakcji Nea-III-rz.bu-
tyloksykarbonylo-L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-L-
-m-metoksyfenyloalanylo-L-/Ne-metylo-/metioni-
noamid z kwasem trojfiuorooctowym. )

4, Sposdb wedbug zastrz. 1, znamienny tym, ze
w przypadku wytwarzania L-tyrozylo-D-alanylo-
-glicylo-L-m-tréjfluoromet ylofenyloalanylo-L-/No-
-metylo/metioninoamidu, poddaje sie reakcji fréj-
fluorooctan L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-L~m-tr6j-
fluorometylofenyloalanylo-L-/MNe-metylo/metionyilo-
-zywicy benzhydryloaminowej z cieklym bezwod-
nym HF, a nastepnie z kwasem o‘cl.towylm.

5. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze
w przypadku wytwarzania L-tyrozylo-D-alanylo-
-glicylo~L-m-chlorofenyloalanylo-L~Ne-metylo/
/metioninoamidu, poddaje sie reakecji tréjfluorooc-
tan L-fty!rozy!l0-tD-adatnylwo-cglicylvo-L-m—c}nl-aro‘fenleOF
alanylo-L-/Na-metylo/metionylo-zywicy - benzhydry-
loaminowej z cieklym bezwodnym HF, a nastep-
nie -z ktwasem octowym.

6. Sposéb wediug zastrz. 1, _znamienny tym, ze
w przypadku wytwarzania L-tyrozylo-D-alanylo-
-glicylo-L-m-metylofenyloalanylo-L-/Nia-metylo/
/metioninoamidu, poddaje sie reakcji trojfluoro-
octan  L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-L-m-metylofe-
nyloalanylo-L-/No-metylo/metionylo-zywicy  benz-
hydryloaminowej z cieklym bezwodnym HF, a na-
stegpnie z kwasem octowym,

7. Sposdéb wedlug zastrz. 1, znamienny $ym, ze
w  przypadku wytwarzania L-tyrozylo-D-alanylo-
-glicylo-L-m-~jodofenyloalanylo-L-/Na-metylo/me-
tioninoamidu, poddaje sie¢ reakcji Na-III-rz.butylo-
ksykarbonylo-L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-L-m-jo-
dofenyloalanylo-L-/Na-metyloimetioninoamaid z
kwasem tréjfluorooctowym.

8. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, 2e
w przypadku wytwarzania L-tyrozylo-D-alanylo- -
-glicyllo-L-m-bromofenyloalanylo-L-/Na-metylo/gli-
cynamidu, poddaje sie reakcji Na-LIIrz.butyloksy-
karbonylo-L-tyrozylo-D-alanylo-glicylo-L~m-bro-
mofenyloalanylo-L-fenyloglicynamid z kwasem
tréjfluorooctowym,

Rl O
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BOC-D- (AA),-OH + H-Gly- OBzl

JBCF . M iAnL
JNMM BOC-L-Phe(X)-OH + H-(AA)s-Z
-15°C JDCC

P0L D (ARl Gly -0zl BO0C L Prel X/ ARy 2
HelHoag - - e s

[HCI /HOAC
Cl” H,-D -~ (AA)2 -Gly - OBzl
Z ZJZObOﬁz/nﬁme C17 Hg*L*Phe(X)_(AA)S_Z

BOC L-Tyr(0Bzl) - OH + H-D- (AAl,- Gly OBl

' JBCF
l NMM
-15°C

zobojetnienie

Schemat

c.d schematu

|
BOGC L-Tyr (0Bzl) - D-(AA),-Gly-0Bzl
H2
Pd/C
AA),-Gly -OH H-L-Phe(X)-(AA)5 -z
-
DCC
HBT |
BOC- L-Tyr-D-(AA); Gly-L- Phe(x )-(AA)s-Z
1) TFA

BOG L-Tyr-D -

| 2) Chromatografia cieczowa z odwrdco-
" numi fazami na zelu krzemionko-
" o wum C1g

| 3} Sephacex G

ACOHH L5 D- (AL Giy -L-Phelx) - AA)y -2

Schemat
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