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54) Menetelm3 uusien psykofarmakologisesti vaikuttavien peptidien
valmistamiseksi - F&rfarande f&r framstdllning av nya psyko-
farmakologiskt verkande peptider

Keksintd koskee menetelmédid nuusien psykofarmakologisesti vaikutta-
vien peptidien valmistamiseksi. N&ill&4 peptideilld on arvokkaita psyko-
farmakologisia ominaisuuksia. Erityisesti ne estdvidt v&lillisen ajatus-—
reaktion hdvidmisen, mink&d seurauksena ne ovat erityisen sopivia hoidet-
taessa tiettyjd mielenterveydellisid sairauksia, joissa aivotoiminnan
stimulointi on toeivottavaa, kuten vanhuuden oireita hoidettaessa.

Julkaisusta Eur.J.Pharmacol.2, 1L (1967) tunnetaan, ettd luonnol-
listen adrenokortikotrooppisten hormonien (ACTH) tietyt peptidi-frag-
mentit hidastavat v&dlillisen ajatusreaktion heikkenemistd. Erityisesti
peptidi, Jjoka koostuu ACTHE:n aminohapposarjasta L4L-10, on oscittautunut
pienimméksi peptidiosaseksi, joka on tédssd suhteessa vaikuttava.

Mainittujen psykofarmakologisten ominaisuuksien lis&dksi on pepti-
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dill4, Jjossa on ACTH:n aminohapposarja 4-10, lievi MSH-vaikutus,
kuten tédmén tyyppisille ACTH-osasille on tavallista. Vaikkakaan
peptidin, jolla on MSH-vaikutusta, pienen annoksen vaikutusta ei
vield téaysin tunneta, on siitid huolimatta tutkittu peptideja, Joil-
la on ainakin sama pPsykofarmakologinen vaikutus, mutta ei lainkaan
tai suuresti vihentynyt MSH-vaikutus.

US-patenttijulkaisussa 3 853 836 esitetiddn, etta aminohappo-
sarja L4-10 ACTH ei ole oleellinen psykofarmakologisen vaikutuksen
kannalta, ja ettid tama vaikutus on katsottava aiheutuvaksi paljon
lyhyemméstd peptidistd, nimittdin L-6 ACTH. Lisdksi k&y ilmi, etta
N-terminaalinen aminohappo L-Met voidaan aktiivisuuden vihentymiatta
korvata ryhmilli D-Met, L- tai D-Met(=0), L- tai D—Met(~aoe>, desa-
mino-Met, desamino-Met(==0) tai desaminO*Met(*Eog), tai ryhmélisa
H2N~§-C—, Jossa B on haarautunut tai suoraketjuinen alkeeniryhmi,

0
Jossa on 1-6 hiiliatomia.

US-patenttijulkaisussa 3 856 770 esitetasn edelleen, ettd C-
terminaalisen peptiditihteen ~L-Trp-Gly-OF korvaamisests alkuperédises-
sd 4-10 ACTH-peptidissi yhdelld tai useammilla ryhmistd -L-Phe OH,
L-Phe-Gly-0H, fenyylialkyyliaminoryhméllé tai (3—indolyyli)alkyyli—
aminoryhmidlli on seurauksena psykofarmakologisen vaikutuksen lis&dén-
tyminen.

US-patenttijulkaisussa 3 8L2 Q€L on lisdksi esitetty, etti
saadaan psyxofarmakologisen vakutuksen huomattava lisdys korvaamalla
L-arginiini alkuperdisessi b-10 ACTH-peptidissi tai Jossakin modifi-
ciduista Pepticdsistd, joita on kuvattu edelléd mainituissa julkaisuis-
sa, D-lysiinilli.

Tissd Jjalkimmiisessa Julkaisussa on kuvattu kaikkein aktiivisim-
mat pepiidit, nimit+tiain peptidit, jotka vastaavat vyleistd kaavaa:

A—L—Glu—L—His—L—Phe—D—Lys-L—Phe—(Gly)—OH,

Jcesa A tarkoittaa samasz kuin edelld. Ndiden peptidien aktiivisuuden
on todettu clevan n. I 000 kertas voimakkaampi kuin alkuperdisen L-10
ACTH:n.

Ylldttden on nyt havaittu, etti aminohappotdhteet Glu Ja His,
Joita t&h&n asti on pidetty oleellisina aktiivisuudelle, voidaan kor-
vata 1lman aktiivisuushiaviots alemmilla alifaattisilla aminohappotih-
teilld, kuten ryhmilli Ala, Leu, Val ja Ile, Joita voidaan kayttasa
hyvaksi paljon yksinkertaisemnin ja halvemmin xuin t&dhteitid Glu Jja

His peptidisynteesissi.
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On myds varmistettu, etti aminohappo L-Phe alkuperdisen L-10
ACTH:n T-asemassa voitaisiin korvata muilla vasemmalle kiertavilli
aminohapoilla, kuten edells nimetyilléd alemmilla alifaattisilla ami-
nohapoilla.

Keksinndn kohteena on t#iten menetelmsi uusien psykofarmakologi-

sesti aktiivisten peptidijohdannaisten valmistamiseksi, joilla on

kaava
A-NH-CH-CO-NH-CH-CO-L-Q-D-Lys-Z% (1)
Rl R2
jJossa
A on H-L-Met- H-L-Met(—>0), H—L—Met(e;OQ), desamino-Met, desamino-Me%-
(=0), desamino—Met(4>02) tal ryhmé E, N-B-CO,

B on haaroittunut tai suoraketjuinen 1-6 hiiliatomis 51saltava al-
kyleeni tai 1-6 hiiliatomia sisiltiavi alkylideeni,

Q on aminohappotéhde -NH-CHR-CO, jossa R merkitsee 1-4% hiiliatomisa
sisdltavad alkyylii, p-hydroksifenyylimetyylii, 3-indolyylimetyylia
tai fenyylimetyylia, Rl Jja R2 merkitsevat vetyid tai 1-L4 hiiliatomia
sisdltévdd alkyylid, ja

Z on N(fenyylietyyli)amino, N-( /2 -indolyylietyyli)amino, L-Trp-0H,
L-Phe-0OH, L-Trp-Gly-OH tai L-Phe-Gly-OH,

tai niiden toiminnallisten johdannaisten valmistamiseksi, joita ovat
farmaseuttisesti hyvaksyttadvat happoadditiosuolat, alifaattisesti
01_6—karboksyylihaposta johdetut asyylijohdannaiset, substituoimat-
tomat tai alemmalla alkyylilld (1-6 C) substituoidut amidit, 1-8
hiiliatomia sis&ltavista alifaattisista alkoholeista johdetut este-
rit, sek& metallikompleksit, jotka on saatu saattamalls peptidi kos-
ketukseen koboltin, nikkelin, kuparin, raudan tai edullisesti/sinkin
niukkaliukoisen suolan, hydroksidin tai oksidin kanssa.

Zin méd&ritelmidssd N(fenyylietyyli)-amino ja N(/3—indolyylietyy—
li)amino poikkzavat samanasukuisista aminohappotidhteisti siind, etti
niissd ei ole karboksyyyliryhmé4.

N(fenyylietyyli)amino- ja N(/3—indolyylietyyli)aminoryhmillé

ymmédrretddn ryhmig

R
v~ '3
AP ) .
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jossa R, on vety, halogeeni, hydroksi, alkyyliryhmi, jossa on 1-L

hiiliatimia, tai alkoksiryhmi, Jossa on 1-L4 hiiliatomia.

Yleisen kaavan I mukaisia peptidejad ja peptidijohdannaisia
valmistetaan t&llaisille yhdisteille tavallisilla tavoilla. Tavalli-
simmin k&8ytetyt menetelmit ndiden peptidien valmistamiseksi voidaan
pd&kohdittain esittad seuraavasti:

a) kondensoimalla kondensoimisalneen l&snidollessa yhdiste
(aminohappo, peptidi), Jjoka sisidlt#i vapaan karboksyyliryhmén jJa
jossa muut reaktiiviset ryhmit on suojattu, yhdisteen kanssa (amino-
hanpo, peptidi tai amiini), joka sisdltdid vapaan aminoryhmén Jja jossa
muut reaktiiviset ryhmidt samoin on sucjattu,

b) kondensoimalla yhdiste, (aminohappo, peptidi), joka sisdltiia
aktivoidun karboksyyliryhmidn ja jossa muut reaktiiviset ryhmit on va-
linnaisesti suojattu, yhdisteen {aminohappo, peptidi, amiini) kanssa,
Joka sis&dlt&di4 vapaan aminoryhmi&n ja Jjossa muut reaktiiviset ryhmét on
sucjattu; mink& j&lkeen suojaryhmidt, jos niin halutaan, voidaan pois-—
taa.

Menetelmit karboksyyliryhmé&n aktivoimiseksi k#dsitt&v&t téAmén
ryhm&n muuttamisen happchalogenidiksi, -atsidiksi, -anhydridiksi,
-imidiatsolidiksi tail aktivoiduksi esteriksi, kuten N-hydroksi-sukkii-
ni-imidiesteriksi tai p-nitrofenyyliesteriksi. Aminoryhm& voidaan ak-
tivoida muuttamalla tdmé& ryhm#é fcsfiittiamidiksi tai k&yttam&dlld "fos-
foratso'"-menetelmis.

Tavallisimmat menetelmidt edelld mainittuja kondensaatioreakti-
oita varten ovat: karbodi-imidi -menetelmi, atsidi-menetelmi, seka-
anhydridi -menetelmé ja aktivoitu esterimenetelmiZ, kuten on kuvattu
t2oksessa "The Peptides", osa I, 1965 (Academic Press), E. Schréder
J2 K. Libke. Ns. Merrifieldin "jihmeifaasi"-menetelmidd, joka on kuvat-
tu julkaisussa J.Am.Chem.Soc. 85, 21L9 (1963) voidaan lisiksi kiAytt#i
keksinndn mukaistien peptidien tai peptidi-johdannaisten valmistamiseksi.

Reaktiiviset ryhmAt, Joiden csaanotto kondensaatioreaktioon
tédytyy estéid, suojataan tehokkaasti, ns. suojaryhmilli, jotka voidaan
helposti Jdlleen poistaa, esimerkiksi hydrolyysillid tai pelkistam&llid.
fisimerkixsi karboksyyliryhmé& voidaan tehokkaasti suocjata esterdimilla
metanolilla, etanolilla, tertid&riselld butanolilla, bentsyylialkoho-
1illa tail p-nitrobentsyylialkoholilla, tai muuttamalla amidiksi. T&mi
Jalkimmdinen suojaryhmé on kuitenkin hyvin vaikea poistaa, niin ettd on
suocclteltavaa, ettd tiatd ryhmidd kidytetdin vain C-terminaalisen amino-

hapon karboksyyliryhmdn suojaamisecn lopulllisessa peptidissi.
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T&dss& tapauksessa peptidisynteesi johtaa suoraan kaavan I mu-
kaisen peptidin amidiin. Ryhmié&, jotka voivat tehokkaasti suojata
aminohapporyhmin, ovat tavallisesti happoryhmét, esimerkiksi happo-
ryhm&, joka on johdettu alifaattisesta, aromaattisesta, aralifastti-
sesta tal heterosyklisesti karbonihaposta, kuten asetyyli-, bentsoyy-
1i- tai pyridiini—karboksyyliryhmé, tal happoryhmd, joka on johdettu
karboksyylihaposta, kuten etoksikarbonyyli-, bentsyylioksikarbonyyli-,
t-butyylioksikarbonyyli- tai p—metoksibentsyyli-oksikarbonyyliryhmé,
tai ryhmid, joka on Johdettu sulfonihaposta, kuten bentseeni-sulfonyy-
li- tai p—tolueeni—sulfonyyliryhmé, mutta voidaan kdytt3i myds muita
ryhmid, kuten substituoituja tai substituoimattomia aryyli- tai aral-
kyyliryhmid, esimerkiksi bentsyyli- jJa trifenyylimetyyliryhmid, tai
sellalsia ryhmii Xuin o-nitrofenyylisulfenyyli- ja 2-bentsoyyli-1-me-
tyylivinyyliryhmdt. Usein on suositeltavaa, ettd lysiinin E-aminoryh-
m& ja valinnaisesti tyrosiinin fenolihydroksyyliryhmi myds suojataan.
Tam& jdlkimmidinen sucjauc ei kuitenkaan aina ole olennzinen. Tavalli-
sla suojaryhmii tdssi yhteydessid ovat tertidirinen butyylioksikarbo-
nyyli tai tosyyliryhmi lysiinin &-aminoryhmille Ja bentsyyliryhmid ty-
rosiinin fenolihydroksyyliryhmalle.

Suojaryhmét voidaan lohkaista erilaisin tavallisin menetelmin,
riippuen kysessi olevan ryhmén luonteesta, esimerkiksi trifluorietik-
kahapon avulla tai lievéasti pelkistdmidlli, esimerkiksi vedyllsd ja
katalyytilla, kuten palladiumilla, tai HBr:lla jddetikassa.

Keksinndén mukaisia peptidejd, joissa or (L tai D)Met(—>0) tai
desamino-Met( =0) N-terminaalisena tédhteend, voidaan valmistaa vas-
taavasta Met- tai desamino-Met-peptidisti lievidsti hapettaen tunnetul-
la tavalla, esimerkiksi laimealla vetyperoksidilla tai jollakin per-
hapolla. Tdllaisen hapettamisen seurauksena saadaan S- ja R-sulfoksi-
dien secs, joka voidaan hajottaa antamaan erilliset diastereo-isomee-
rit sindnsi tunnctullsa tavalla, esimerkiksi selektiivisesti kiteytta-
mélld. Erilliset diasterco-isomeerit saadaan myds suoraan yhdistémal-
14 (L tai D)-metioniini-gltai R-)-sulfonsidi tai sen vastaava desami-
no-johdannainen peptidi-osasen tdhteen kanssa.

T&mén keksinndn mukaisia peptidejd, joissa on (L tai D)-Met
(-> 2) tal desamino-Met( ;OE) N-terminaalisena osana, veoidaan saada
hapettamalla (desamino)Met-peptidi I tai yhdistdm&l1l4 (desamino)Met-
sulfoni peptidi-osasen tidhteen kanssa.

Yiecisen kaazvan I peptidien toiminnallisilla Johdannaisilla ynmmir-

retiin;
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1. Happoadditiosuoloja tai metallisuoloja, edullisesti alkalime-
tallisuoloja, kuten natriumsuoloja;

2. Yleisen kaavan I peptidejid, Jjoissa yksi tai useampi vapaista
aminoryhmistd on substituoitu asyyliryhmé&lld, joka on johdettu alifaat-
tisesta karbonihaposta, jossa on 1-6 hiiliatomia, esim. asetyylilla,
propionyylilléd, butyryylilléd jne.,

3. Ndiden peptidien amideja, valinnaisesti alkyyli-substituoi-
tuja, kuten substituoimattomia amideja tai mono- tai di-alkyyli(1-6C)
amideja, esim. mono- tai dimetyyliamideja,

L. N&iden peptidien estereitd, jotka on johdettu alifaattisista
tal aralifaattisista alkoholeista, joissa on 1-18 C-atomia,

5. Metallikomplekseja, jotka on muodostettu saattamalla tisséi
tarkoitettuja peptidejd kosketukseen metallin, edullisesti sinkin,
niukasti liukenevan suolan, hydroksidin tai oksidin kanssa.

Happoadditiosuolat saadeaan saattamalla tidssid tarkoitetut pepti-
dit reagoimaan farmaseuttisesti hyvidksyttivadn hapon, kuten halogeeni-
vedyn, fosforihapon, etikkahapon, maleiinihapon, viinihapon tai sit-
ruunahapon kanssa.

Tadmén keksinndén peptidejid Jja edellid miAriteltyjid johdannaisia
voidaan antaa sekd suun kautta ettd ruoansulatuskanavan ulkopuolisesti.
Peptidejad ké&ytet&d&n edullisesti ruiskeena annettavina valmisteina, jo-
ta tarkoitusta varten ne liuotetaan, suspendoidaan tai emulgcidaan so-
pivaan nestevdliaineeseen. Sekoitettuna sopivien kantajien tai t&yte-
aineiden kanssa, ne voidaan saattaa myds muotoon, joka on sopiva suun
kautta annettavaksi, kxuten pillerit, tabletit tai rakeet. Tdssid tar-
koitestuja peptidejd voidaan antaa myds perdpuikon tai suihkeen muodossa.

Keksinndén mukaisia peptideja tal peptidi-johdannaisia kdytetdin

dullisestl ruocansulatuskanavan ulkopuolisesti paivitt&isen annoksen ol-

valiltd 0,01 pg - 1 mg ja suun kautta piivittiisenid annoksena vi-

1i1td4d 0,1 mg - 50 mé/kg kehon painoca, riippuen peptidin vaikutustasosta.
Erityisen arvokkaita valmisteita saadaan, kun n#dméd peptidit k&-
sivellddn muotoon, jossa valkutusaikaa on pidennetty. Téssid yhteydessi
tarkoltetaan erityisesti peptidien metallikomplekseja. N&itd metalli-
komplekseja voidoan saada saattamalla peptidit kosketukseen niukkaliu-
kolisten metallisuolojen, metallihydroksidien tai metallioksidien kans-
sa. Metallifosfazatteja, metallipyrofosfaatteja metallipolyfosfaatteja
kdytetddn yleensd niukkaliuokolsina metallisuoloina.

Metalleja, joita voidaan k&ytt&& té&sséa kAsittelyssid, ovat metal-
lit, jotka kuuluvat siirtymialkuaineiciin, esimerkiksi koboltti, nik-

kell, kupari, rauta ja edullisesti sinkki sek# myds metallit, Jjotka
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kuuluvat jaksottaisen jadrjestelmin pé&ryhmiin ja Jotka pystyv&t muodos-
tamaan komplekseja, kuten magnesium ja alumiini. N&iden metallikomplek-
sien valmistusbtapahtuu tavalliseen tapaan.

Metallikompleksi voidaan esimerkiksi saada lis&&md&ll& peptidid
ja niukkaliukoista metallisuolaa, metallihyroksidia tai metallioksidia
vesipitoiseen véliaineeseen. Metallikompleksi saadaan myds lis@&mdlla
alkalinen vdliaine peptidin ja liukoisen metallisuolan vesipitoiseen
liuokseen, minki& tuloksena muodostuu liukenematon peptidi-metallihyd-
roksidikompleksi.

Metallikompleksi voidaan lis#ksi saada lis&dm&lld peptidi, liu-
koinen metallisuola ja muu liukoinen suola vesipitoiseen, edullisestl
alkaliseen vidliaineeseen, Jjolloin muodostuu in situ liukenematon pepti-
di-metallisuolakompleksi.

Metallikompleksit voidaan v&littdmidsti k&ytt&& suspersioina, tal
voidaan esimerkiksi kuivata j&4dyttden tal mydhemmin suspendoida uudes-
taan.

A:n miiritelmd kasittdd tahteet Met, desamino-Met, tédhteiden Met
ja desamino-Met vastaavan sulfoksidin ja sulfonin sek& myds aminohappo-
tadhteen HQN—B—CO, jossa B on haarautunut tali haarautumaton alkeeni- tail
alkylideeni-osa, jossa on 1-6 hiiliatomia, ja edullisesti 1-5 hiiliato-
mia. Jilkimmiinen aminohappotihde k#sitt#i edullisesti luonnolliset X~
aminohappotédhteet Gly, Ala, Val, Leu ja Ile, sekd mySs muita tahteiltéd,
kuten P—Ala tai (™ -Me)Ala.

Aminohappotdhteet HN-CHRl—CO Jja HN—CHRE—CO timdn keksinndn mu-
kaisissa peptideissd edustavat samoja tal eri alifaattisia A-aminohap-
patihteiti. Edullisia aminohappot&hteitd tédssé yhteydessd ovat ne,
Joissa R, Jja R, ovat vety tai alkyyli (1-4 C) ja erityisesti luonnon
aminohapgotéht;et Gly, Val, Leu, Ile ja erityisesti Ala.

Ch-aminotédhde Q, joka on méAf#ritelty HN-CHR-CO:ksi, keksinndn
peptideissd, kdsittdid luonnolliset aminohapot Ala, Val, Leu, Ile, Tyr,
Trp ja Phe. Aminohappotdhteet Phe, Leu ja ne tdhteet, jolssa R on alem-
pi alkyyliryhm& (1-4 C), erityisesti Ala (R = CH3) ovat edullisia.

Keksinndén peptidien esterit johdetaan edullisesti alkanolelsta,
joissa cn 1-8 hiiliatomia, ja erityisesti 1-4 hiiliatomia, kuten metano-
lista, etanolista, propanolista ja butanolista ja niité voidaan valmls-—
taa esterdim&lld lopullinen peptidi tai ester6imédlld kyseess& oleva
1&ht8aminohappo, jolloin esteriosa voi toimia suojaryhménéd peptidisyn-
teesin aikana. Amideja valmistetaan samalla tavalla jocko lopullisen
esterin aminolyysilli tai aloittamalla peptidisynteesi kyseess& ole-

van aminohapon amidista.
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Yleisen kaavan I peptideistid ovat edullisia ne peptidit, joissa Rl
Ja R2 edustavat samanlaisia ryhmii, esimerkiksi metyylidi (joka antaa ami-
nohappotihteen Ala), isopropyylii (joka antaa aminohappotdhteen Val) tai
2-metyylipropyylii (joka antaa aminohappotihteen Leu).

Yleisessi kaavassa I on "A" edullisesti L-Met tai desamino-Met,
tai ndistd kahdesta happotihteesti johdettuja sulfoksideja tai sulfoneja.

Symboli "Q" yleisessd kaavassa I edustaa edullisesti jompaakumpaa
aminohappotdhteisti L-Phe tai L-Ala.

Symboli "Z" yleisessid kaavassa I on edullisesti aminohappotihde
L-Phe~OH tai valinnaisesti peptiditdhde L-Phe-Gly-OH, vaikkakin tidmi j&l-
kimmZinen vapaa valinta edustaa lisdystd ketjun pituudessa ilman muuta
aktiivisuuden lisdintymisti.

Tédssd mainituista keksinnon peptideistd ovat erityisen edullisgia

seuraavat:

H-L-Met-L-Ala-L-Ala-L-Phe-D-Lys-L-Phe-0H,
H-L—Met(O)-L-Ala-L-A1a-L-Phe-D-Lys-L~Phe-OH,
H—L-Met(oz)—L-Ala-L—Ala-L-Phe-D—Lys-L—Phe—OH,
H-Met-L-A1a-L—Ala-L-Ala-D-Lys-L-Phe-Gly~OH,
H-L-Met(o)-L-Ala-L-Ala-L—Ala-D-Lys~L-Phe—Gly-OH,
H-L-Met(02)-L-Ala-L-Ala—L-Ala-D-Lys-L-Phe-OH.
desamino-Met-L-Ala-L-Ala-L-Phe—D-Lys-L-Phe-OH,
desamino-Met(02)-L-Ala-L-A1a-L-Phe-D-Lys—L-Phe-OH,
desamino-Met(0)-Ala-L-Ala~L-Phe-D-Lys-L-Phe-Gly-0H,

Seuraavat huomautukset on tehty mydhemmin seuraavia esimerkkeji

varten,

I. Jos optista muotoa ei ole annettu, tarkoitetaan L-muotoa.

II. Seuraavat lyhennykset on annettu kdytetyille suoja- ja aktivoi-

misryhmille:
Boc = tertidérinen butyylioksikarbonyyli
tBu = tertiddrinen butyyli
Me = metyyli
ONP = p-nitrofenyylioksi
Bzl = bentsyyli
ONB = nitrobentsyylioksi
OSu = sukkiiniamidi-N-oksi

Z = bentsyylioksikarbonyyli.



? 67366

ITI. Seuraavat lyhennykset on annettu kidytetyille liuvottimille tai

reagensseille:

Bz
To
EtOH
Bu
Py
Ac
EtOAc
Fo
Am
iPro
DMF
THF
DCCI
DCHU
TAA
TFA
Wa
NEM
HOBt

bentseeni

tolueeni

etanoli

butanoli

pyridiini

etikkahappo
etyyliasetaatti
muurahaishappo
amyylialkoholi
isopropanoli
dimetyyliformamidi
tetrahydrofuraani
disykloheksyylikarbodi-imidi
disykloheksyyliurea
trietyyliamiini
trifluori-etikkahappo
vesi

N-etyylimorfoliini
N-hydroksibentstriatsoli

IV. Seuraavia lyhennyksii on kidytetty aminohapporyhmille:

Met
Met(=0)
Met(=> 02)
Phe

Tyr

Lys

Trp

Gly

Val

Leu

Ala

Ile
B-Ala-
(a=Me)Ala

metionyyli
metionyylin sulfoksidi
metionyylin sulfoni
fenyylialanyyli
tyrosyyli

lysyyli

tryptofyyli
glysyyli

valyyli

leusyyli

alanyyli
isoleusyyli
B-alanyyli
a-metyylialanyyli.
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V. Seuraavia lyhennyksiid on kdytetty ryhmistd, jotka ovat sukua
aminohappotihteille:

PPA = N-(3-fenyylipropyyli)amino

PEA = N-(2-fenyylietyyli)amino

HPEA = N-(p-hydroksifenyylietyyli)amino

Amf = N-(2-fenyyli-isopropyyli)amino, johdettu
amfetamiinista

Tra = N—(B-indolyylietyyli)amino, johdettu trypt-
amiinista

desamino-Met = desamino-metionyyli

desamino-Met(=>0)

desamino-metionyylin sulfoksidi

(tai 4-metyylisulfinyylibutyryyli)

[l

desamino-Met(—>O2) desamino-metionyylin sulfoni
(tai 4-metyylisulfonyylibutyryyli).

Lihtbaineiden valmistus

I. N-terminaalinenosa

1. Boc-Met-Ala—Ala-NzH3

a). Boc-Ala-Ala-OMe: 20,79 g Boc-Ala-OH liuotetaan 150 ml:aan DMF.
Jadhdyttdmisen jilkeen -lOOC:seen, lisdtddn 15,84 ml TAA, miti seuraa
10,45 ml etyyliklooriformiaattia. Seosta sekoitetaan 10 minuuttia -10°C:
ssa, minkd jdlkeen lisdtddn liuos, jossa on 13,9 g H-Ala-OMe.HC1l 150 ml:ssa

DMF ja 14,4 ml:ssa TAA, reaktioseokseen Ja seosta sekoitetaan vieli 15 mi-
nuuttia -IOOC:ssa, kaksi tuntia OOC:ssa ja lopuksi kahdeksan tuntia huo-
neen limpdtilassa. Jiihdyttidmisen jilkeen -10°C:seen, TAA.HC1l suodatetaan
erilleen ja suodos haihdutetaan kuiviin. Jidinnés liuotetaan 250 ml:aan
metyyliasetaattia ja pestiin perdkkdin vedelld, HC1l:114 (0,05N), K200 -

3
liuoksella (5 %) ja NaCl-liuoksella (30 %). Kuivaamisen jilkeen Na.SO :114

2774
suodos haihdutetaan ja jiidnnss kiteytetdin eetteri/petrolieetteristi.
Saalis 19,3 g; sulamispiste 108/110°C.

Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,50 $i0,:11a.

b). H-Ala-Ala-OMe.HCl: 18,75 g Boc-Ala-Ala-OMe ((a):sta) liuote-

taan 150 ml:aan meteenikloridia Ja HC1l johdetaan liuokseen 45 minuuttia

Jatkuvasti jidvedessi jiazhdyttien.
Suvojaamattoman tuotteen saanto 14,3 g.
Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,01 $10,:11a.
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c). Boc-Met-Ala-Ala-OMe: 15,8 g Boc—Met-N2H3, liuotettuna 150 ml:aan
DMF, aktivoidaan -20°C:ssa 28,0 ml:1la 4,2N HC1l THF:ssa Ja 8,10 ml:11a

isoamyylinitriittid. 20 minuutin aktivoinnin jédlkeen -15°C:ssa livos neut-

raloidaan 14,5 ml:1la NEM, minki Jdlkeen lisdtddn livos, jossa on 14,3 g
H-Ala-Ala-OMe,HC1 ((b):sta) 75 ml:ssa DMF, ja leq. NEM. Sen jdlkeen, kun
pH on sédadetty 7,2:een NEM:1lla reaktioseosta pidetdin 48 tuntia noin
4OC:ssa. 48 tunnin kuluttua NEM.HC1l suodatetaan erilleen Jja suodos haihn-
dutetaan, Jd&nnds liuotetaan 300 ml:aan etyyliasetaattia, minki Jdlkeen
se pestddn vedelld, 0,005N HC1l:11i, S-prosenttisella NaHCOB:lla Ja jilleen
vedells,

Kuivaamisen jilkeen Na2SO4zllé suodos haihdutetaan kuiviin ja jiin-
nos kiteytetdidn etyyliasetaatti/petrolieetteristi (1:1).

Saanto. 16,2 g; sulamispiste 128-129°¢C.

Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,46 $10,:1la.

d). Boc-Met—Ala-Alg-N2§5: 15,9 & Boc-Met-Ala-Ala-OMe (kohdasta c)
livotetaan 160 ml:aan metanolia Ja lis8@t&d&n 16,0 ml hydratsiinihydraattia.

3,5 tunnin sekoittamisen Jdlkeen lisitddn 200 ml kuivaa eetterii. Jiih-
dyttdmisen jilkeen 0°C: seen suodatetaan jihmeid aine erilleen.

Saanto 12,6 g; sulamispiste 207-208°C.

Rf Am:iPro:Wa:ssa (10:4:5) 0,41 $10,:11a.

Seuraavat peptidit valmistetaan samalla tavalla kuin I.l:ssa esi-

tettiin:

2. Boc-Ala—Ala—Ala-Nsz;

Rf Am:iPro:Wa:ssa (10:4:5) = 0,44
3. Boc-Val-Ala-Ala—NzHB;

Rf Am:iPro:Wa:ssa (10:4:5) = 0,40
4. Boc-Ala—Leu—Leu-NzHB;

Rf Am:iPro:Wa:ssa (10:4:5) = 0,38
Se Boc-Met-Ala—Leu-NzHB;

Rf Am:iPro:Wa:ssa (10:4:5) = 0,39
6. Boc-Met—Val-Val—N2H3;

Rf Am:iPro:Wa:ssa (10:4:5) = 0,38
7. Boc-Met(02)-Ala-Ala-NgHg;

Rf Am:iPro:Wa:ssa (10:4:5) = 0,30
8. Desamino-Met—Ala-Ala—NzHB;

Rf Am:iPro:Wasssa (10:4:5) = 0,34
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9. Desamino-Met(02)-Ala-Ala-N2H3;
Rf Am:iPro:Wa:ssa (10:4:5) = 0,23

II. C-terminaalinenosas

1, H-Phe-D-Lys(Boc)-Phe-0tBu:n synteesi

1) Z-D-Lys(Boc)-Phe-0tBu

10,03 g Z-D-Lys(Boc)-ONP liuotetaan 50 ml:aan DMF Ja liuvos lisdtdin
jddhdyttdmisen jdlkeen -20°C: geen liuokseen, jossa on 4,1 g H~Phe-0tBu
75 mlissa DMF. Yhden tunnin sekoittamisen jdlkeen OOC:ssa ja vield 20 tun-
nin sekoittamisen jilkeen 20°C: ssa reaktioseos haihdutetaan. Keltainen
jd4nnds liuotetaan etyyliasetaatti/veteen ja pestddn 5-prosenttisella
kaliumkarbonaatilla, vedelld, S-prosenttisella sitruunahapolla ja j&l-
leen vedelld. Orgaaninen faasi kuivataan ja haihdutetaan. Jiinnds liuote-
taan etyyliasetaattiin ja lisatdin petrolieetterii (40-60) kunnes liuos
samenee. Syntynyt saostuma suodatetaan sen jilkeen erilleen.

Rf To:EtOH:ssa (9:1) = 0,63 (Si02).

2) H-D-Lys(Boc)-Phe-OtBu

5 g dipeptidid liuotetaan 60 ml:aan metanolia. Sen jilkeen, kun
on lisdtty 10-prosenttista palladium/hiilti johdetaan vetyi, kunnes CO2:n
kehittyminen lakkaa (kaksi tuntia). Suodattamisen jilkeen hyflolla suodos
haihdutetaan, jolloin saadaan vaahto.

Rf To:EtOH:ssa (9:1) = 0,21 (Si02).

3) Z-Phe-C-Lys(Boc)-Phe-0tBu

2,18 g Z-Phe-ONP liuotetaan 15 ml:aan DMF. Sen jilkeen, kun on 1li-
sdtty liuos, jossa on 2,24 g H-D-Lys(Boc)-Phe-OtBu (kohdassa 2) 30 ml:ssa
DMF, seosta sekoitetaan 1% minuuttia 2OOC:ssa.

Keltaisen liuoksen kuiviin haihduttemisen jilkeen jHiinnte liuote-
taan 15 ml:aan etyyliasetaattia, minkd jidlkeen lisiti#in 50 ml petroli-
eetterii. Seoksen annetaan tdmidn jilkeen seistd kahdeksan tuntia OOC:ssa,
mink# jadlkeen muodostunut saostuma suodatetaan erilleen. Sulamispiste
135-138°¢C,

4) H-Phe-D-Lys(Boc)=-Phe-0tBu

2,5 g kohdassa 3) saatua tripeptidii hydrataan kohdassa 2) kuva-

tvulla tavalla,

Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,38 (8102).
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2. H-Leu-D-Lys(Boc)~Phe-0tBu

1) z-Leu-D-Lys(Boc)-Phe-0tBu

Z-Leu-ONP (3,2 g) liuotetaan 40 ml:aan DMF. 3,6 g H-D-Lys(Boc)-Phe-
OtBu lisdtddn sitten liuokseen, minki Jdlkeen seosta sekoitetaan 20 tun-
tia huoneen limpStilassa. Reaktioseoksen haihduttamisen Jdlkeen jd&nnds
liuotetaan 100 ml:aan etyyliasetaattia Ja saatu liuos pestidin 10-prosent-
tisella K2003-liuoksella, 30-prosenttisella NaCl-liuoksella, sitruunahap-
poliuoksella ja jilleen 30-prosenttisella NaCl-liuoksella. Etyyliasetaat-
tilivos kuivataan sitten ja haihdutetaan pienempddn tilavuuteen, minki
Jdlkeen vikeviitteeseen lisitidin petrolieetterii. Muodostunut saostuma
suodatetaan erilleen. Sulamispiste 102-10500.

Saanto 4,8 g.

2) H-Leu-D-Lys(Boc)-Phe-0tBu
Kohdassa 1) saatu tripeptidi hydrataan Pd/C (10 %) ketalyyttini
kohdalla II.1l.2. kuvatulla tavalla.

Rf To:EtOH:sea (8:2) = 0,41 SiO,.:1lla.

2
3. H-Ala-D-Lys(Boc)-Phe-OtBu

2,8 g Z-Ala-ONP liitet#dn 3,6 g:aan H-D-Lys(Boc)-Phe-OtBu samalla
tavalla kuin kohdassa 2 kuvattiin ja saatu suojattu tripeptidi hydrataan.

Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,37 $i0,:11a.

4. H-Leu-D-Lys(Boc)-Tra

1. Z-Leu-D-Lys(Boe)-Tra

Z-Leu-D-Lys{Boc)-Tra saadaan II.1l.3:s8a kuvatulla tavalla lihtien
3,1 g:sta Z-Leu-ONP ja 3 g:sta H-D-Lys(Boc)-Tra (valmistettu Z2-D-Lys(Boc)-
Tra:sta).

Saanto 65 %.

Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,72 SiO.:1la.

2
2. B-Leu-D-Lys(Boc)-Tra
2 g peptidii (kohdasta 1) liuotetaan 25 ml:aan metanolia ja hydra-
taan 10-prosenttisen palladium/hiilen lédsniollessa II.1.2:ssa kuvatulls
tavalla. Kuiviin haihduttaminen antaa vaahdon.

Saanto 9% %.
Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,47 (3102),
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5, H-Phe-D-Lys(Boc)-Tra
Samoin kuin 4:ssi.

Rf To:EtOH:ssa (B8:2) = 0,33,

6., H-Ala-D-Lys(Boc)-Tra
Samoin kuin 4:ssi.
Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,35.

7. H-Tyr-D-Lys{Boc)-Tra
Samoin kuin 4:ssid.
Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,24.

8. H-Leu-D-Lys(Boc)-Trp-OMe; H-Leu-D-Lys{Boc)-Trp-0H

1. Z-Leu-D-Lys(Boc)=-Trp~-OMe

5,57 & Z-Leu-0OH liuotetaan 50 ml:aan DMF ja liuoksen jaZhdyttdmisen
Jjidlkeen OOC:seen lisdtdidn 3,0 ml TAA ja 2,0 ml etyyliklooriformiaattia.
Reaktioseosta sekoitetaan 15 minuuttia, minkd jidlkeen lisitdin 8,64 g
H-D-Lys(Boc)-Trp-OMe 50 ml:ssa DMF -10°C: ssa ja seosta sekoitetaan tédssd
18impdtilassa 30 minuuttia. Vield kaksituntisen sekoittamisen jdlkeen 0%C:sea
ja sen jdlkeen noin viiden tunnin sekoittamisen jdlkeen huoneen lampoti-
lagsa seos suodatetaan ja suodos haihdutetaan, JZidnnds liuotetaan sitten
etyyliasetaattiin ja saatu liuos pestdidn perdkkdin vedellid, 5-prosentti-
sella NaHCOB—liuoksella, vedelld, C,1N HCl:11l8 ja 30-prosenttisella NaCl-
liuvoksella.

Liuos kuivataan sitten ja haihdutetaan (&ljy).

Saanto 12,5 g.

Rf To:EtOH:ssa (9:1) = 0,41 SiO,:1la.

2
2. Z-Leu-D-Lys(Boc)-Trp~0H
Tripeptidiesteri kohdasta 1 (5 g) liuotetaan 100 ml:aan dioksaa-

nia, minkd jdlkeen lisdtdin 15,3 ml 0,94N NaOH. Reaktioseosta sekoitetaan

kaksi tuntia huoneen lidmpstilassa ja pi sédddetéddn T:4&n 2N HCl:114.

Dioksaani poistetaan sen jidlkeen haihduttamalla ja jddnnokseen lisédtddn

etyyliasetaatti/vetti. Seos (vesipitoinen kerros) tehdiin sitten happamek-

si (pH 2) erottamatta kerroksia. Orgaaninen faasi pestiin 10-prosentti-
sella NaCl-liuoksella ja kuivataan sitten. Poistamalla liuotin tislaamal-
la saadaan vaahto.

Saganto 3,0 g.

Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,38 §i0,:1la.
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3. H-Leu-D-Lys(Boc)-Trp~OH
3,15 g kohdassa 2 saatua tripeptidid liuvotetaan 50 ml:aan DMF ja
1,67 ml:aan 4N HCl. Sitten liuokseen lisitiin 50 mg PA/C (10 %) ja sen
ldpi johdetaan vetyid nelji tuntia. Katalyytti suodatetaan sitten eroon
ja suodos haihdutetaan (613y).
Rf To:EtOH:ssa (9:1) = 0,10 8i0,:11a.

4. H-Leu-D-Lys(Boc)-Trp-OMe
Peptidiesteri kohdasta 1 hydrataan kohdassa 3 kuvatulla tavalla,
Jolloin saadaan 5ljy.

Rf Am:Py:Wa:ssa (5:3:2) = 0,29 8i0,:11a.

9. H-Leu-D-Lys(Boc)-fenyylialkyyliamidien valmistus

1. Z2-D-Lys(Boc)-PPA

10,33 g (20,6 mmoolia) Z-D-Lys(Boc)-ONP liuotetaan 80 ml:asan me-
teenikloridia n. OOC:ssa. Sitten lisdtidin 2,7 g 3-fenyylipropyyliamiinia
tdh&n liuokseen, minkid jilkeen seosta sekoitetaan 1,5 tuntia OOC:ssa ja
vield 18 tuntia huoneen limpdtilassa. Liuotin poistetaan haihduttamalla
Ja j&&nnds liuotetaan 200 ml:san etyyliasetaattia. Etyyliasetaattiliuos
pestddn nyt perZkk#in natriumkarbonaattiliuoksella (10 %), NaCl-liuoksel-
la (30 %), 0,1N HC1:114 ja 30-prosenttisella NaCl-liuoksella, minki j&l-
keen etyyliasetasttikerros kuivataan Ja haihdutetaan n. 80 ml:n tilavuu-
teen. Sitten lisHtdin riittivisti eetterii aikaansaamesan samentuminen ja
S€0s pannaan jéddkaappiin. Muodostunut sakka suodatetaan pois kahden tun-
nin kuluttua,

Rf Bz:EtOH:ssa (9:1) = 0,50 Si0O.:1la.

2

2. H-D-Lys(Boc)-PPA

8,75 g kohdassa 1 saatua Yhdistettd liuotetaan 120 ml:aan metano-
lis, johon on lisdtty 1,2 g 10-prosenttista palladium/hiilti. Sitten joh-~
detaan liuoksen 1lipi vetyd 3,5 tuntia sekoittaen, minki Jédlkeen katalyyt-
ti suodatetaan pois, Suodoksen haihduttamisen jilkeen saadaan miltei viri-
tén ©ljy, joka vilittémisti kdytetddn jatkoreaktioita varten.

Rf Am:Fo:Wa:ssa (7:2:1) = 0,54 $10,:11a.

3. Z-Leu-D-Lys(Boc)-PFA
6,39 g kohdassa 2 saatua suojattua aminohappojohdannaista liuote-
taan 68 ml:aan dimetyyliformamidia ja lisdtddn livos, jossa on 7,0 g Z-Leu-

ONP 20 ml:ssa dimetyyliformamidia. Seosta sekoitetaan huoneen linpbtilassa
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20 tuntia, minki jidlkeen liuotin poistetaan haihduttamalla tyhjdssd. Jidn-
nés liuotetaan 170 ml:aan etyyliasetaattia ja pestddn peridkkdin 5-prosent-
tigella kaliumkarbonaattiliuoksella, 30-prosenttisella NaCl-liuoksella,
0,1N HCl:114 ja 30-prosenttisella NaCl-liuoksella. Etyyliasetaattikerros
kuivataan sitten Na2SO4:115 ja haihdutetaan.

Rf Bz:EtOH:ssa (8:2) = 0,64 §10,:11a.

4, H-Leu-D-Lys(Boc)~PPA

9,0 g kohdassa 3 saatua peptidi-johdannaista livotetaan 300 ml:aan
dimetyyliformamidia, johon on lisdtty 4 ml 4N HC1l ja 1,5 g 1l0-prosenttis-~
ta palladium/hiilté. Sitten johdetaan sekoittaen vetyd 3,5 tuntia, minkd
jidlkeen katalyytti suodatetaan pois ja suodos haihdutetaan antamaan mil-
tei vEriton ©ljy.

Rf Bu:Ac:Wa:ssa (4:1:1) = 0,55 8i0,:1la.

5. Seuraavat valmistetaan vastaavalla tavalla:

1. HB-Leu-D-Lys(Boc)-L-Amf;

Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,50 Si0,:lla.
2. H-Leu-D-Lys(Boc)-PEA;

Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,42 SiO2:11a.
3, H-Leu-D-Lys(Boc)-HPEA;

Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,34 510,:1l1a.

10, H-Fhe-D-Lys(Boc)~-Phe-Gly-OH:n synteesi

8). Z-Phe-D-Lys(Boc)-OMe: 29,9 g Z-Phe-OH ja 14,8 g HOBt liuote-

taan 200 ml:aan DMF., Jadhdyttiamisen jédlkeen -22°C:geen lisitddn perdkkédin

seuraavat: liuos, jossa on 32,6 g H-D-Lys(Boc)-OMe.EC1 210 ml:ssa DMF ja
leq. TAA:ssa, sekd liuos, jossa on 22,7 g DCCI 100 ml:ssa DMF, Seosta se-
koitetaan 15 minuuttia -22°C:ssa, kaksi tuntias 0°C:ssa ja n. 16 tuntia
huoneen limpdtilassa.

Jidhdyttimisen jilkeen muodostunut DCHU suodatetaan pois ja suodos
haihdutetaan. Jiinnds liuotetaan etyyliasetaattiin ja pestddn vedelld,
5-prosenttisella sitruunahapolla, 5-prosenttisella natriumbikarbonagtilla
ja jilleen vedelld, minkd jidlkeen liuos haihdutetaan ja kiteytetddn.

Saanto: 51,6 g; sulamispiste 122-123°¢C,

b). 2-Phe-D-Lys(Boc)-OH: 13,7 g 7-Phe-D-Lys(Boc)-OMe kohdasta a).
liuotetaan 180 ml:aan dioksaani/HQO (9:1) ja lisdt#dn 15 ml 2N NaOH.

Seosta sekoitetaan kaksi tuntia huoneen limpdtilassa, minkd jédlkeen reak-
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tioseoksen pH asetetaan T:ddn NHC1l:114. Reaktioseoksen tilavuus pienenne-
tiin sen jilkeen n. 50 ml:ksi (dioksaani-vapaa) ja lisitiin 250 ml etyyli-
asetaattia. Seos pestddn vedelld ja kuivataan Na2804:11§. Na2804 suoda-
tetaan pois ja suodos haihdutetaan. Jiinnds kiteytetdin eetteri/petroli-
eetteristd (1:3).

Saanto: 11,3 g; sulamispiste 72-75°C.

Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,12 §10,:1la, ja Am:Py:Wa:ssa (5:3:2) =

0,69 8102:113.

c). Boc-Phe-Gly-0Bzl: leq. NEM, jota seuraa liuos, jossa on 25,5 g
Boc-Phe-ONP 100 ml:ssa DMF, lisZtdin liuokseen, jossa on 12,6 g H-Gly-
0Bz1.HC1l 100 ml:ssa DMF. Sekoittamisen jilkeen yli ydn huoneen limpsti-
lassa reaktioseos haihdutetaan. Jddnnss liuotetaan 300 ml:aan etyyliase-
taatti/vettd (5:1) ja pestdin vedelli.

Kuivaamisen jdlkeen Na2504:115 suodoksen tilavuus alennetaan haih-

duttamalla n. 100 ml:ksi, minkd jdlkeen lisdtddn 50 ml petrolieetterii
Ja 250 ml kuivaa eetterii.
Saanto: 16,7 g; sulamispiste 126-127°C.

Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,56 810,:1la.

d). H-Phe-Gly-OBzl.HCl: 8,25 g Boc-Phe=Gly-0Bzl liuotetaan 120 ml:
aan meteenlkloridia ja HCl-kaasua johdetaan liuokseen sekoittaen ja jH#h-
dyttden (jii/vesi) yksi tunti.

Tunnin kuluttua HCl:n johtaminen lopetetaan ja reaktioseos haihdu-

tetaan.
Ssanto: 6,98 g vaahtomaista tuotetta.

Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,33 §10,:11a.

e). Z-Phe-D-Lys(Boc)-Phe-Gly-0Bzl: Menetelmi sama kuin kohdassa a).
kuvattu menetelmd. Tarvittavat reagoivat aineet: 9,25 g Z-Phe-D-Lys(Boc)-
OH (kohdasta b).), 2.92 g HOBt 6,98 g H-Phe-Gly-0Bz1.HC1 ja 4,12 g DCCI.
Kiteyttdminen etyyliasetaatti/petrolieetteristi.

Szanto:12,0 g; sulamispiste 157-159°C.

Rf To:EtOH:ssa (8:2) = 0,39 $10,:11a.

f). H-Phe-D-Lys(Boc)-Phe-Gly-0OH: 4,11 g Z-Phe-D-Lys(Boc)-Phe-Gly-
0Bzl liuvotetaan 75 ml:aan DMF., Pd/C:n lisiimisen jdlkeen johdetaan vetyi
kolme tuntia. Katalyytti suodatetaan pois hyflo/asbestilla ja suodos haih-

dutetaan,
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Saantc 2,9 g.
Rf Bu:Py:Ac:Wa:ssa (4:0,75:0,25:1) = 0,46 510,

Seuraavat peptidit valmistetaan edellisissi esimerkeigsi kuvatulla

:1la,

tavalla:

11. H-Trp-D-Lys(Boc)-Phe~Gly-OH;
Rf Bu:Py:Ac:Wa:ssa (4:0,75:0,25:1)
12. H-Leu-D-Lys(Boc)-Phe-Gly-0H;
Rf Bu:Py:Ac:Wa:ssa (4:0,75:0,25:1)
13. H-Val-D-Lys(Boc)-Phe-Gly-OH;
Rf Bu:Py:Ac:Wa:ssa (4:0,75:0,25:1)
14. H-Ala-D-Lys(Boc)-Phe-Gly-OH;
Rf Bu:Py:Ac:Waissa (4:0,75:0,25:1)
15. H—Tyr-D-Lys(Boc)—Phe-Gly—OH;
Rf Bu:Py:Ac:Wa:ssa (4:0,75:0,25:1)

]

0,52 5i0,:11a,

0,40 Si0,:11a.

]

2

0,42 Siozzlla.

0,37 $i0,:1la.

li

0,48 Si0,:11e.,

2
Egimerkki I
H-Met-Ala-Ala-Ala-D-Lys-Phe~-Gly-0H

a). Boc-Met-Ala-Ala-Ala-D-Lys(Boc)-Phe-Gly-OH (I.1. + 11.14)

1,62 g Boc-Met-Ala—Ala-N2H3 livotetaan 20 ml:aan DMF., JiZhdyttimi-
sen jédlkeen -20°C: seen lis&dtd4n 1,68 ml 4,74N HC1l/THF, miti seuraa 0,60
ml isoamyylinitriittid, ja seosta sekoitetaan 20 minuuttia -15°C:ssa,
minkd jdlkeen lisdtddn 0,6 ml NEM, mitd seuraa liuos, jossa on 2,3 g
HnAla-D—Lys(Boc)-Phe-Gly-OH 20 ml:ssa DMF ja 1,68 ml 4,74N HC1/THF. Reak-
tioseoksen pH =iidetdsn 7,2:een NEM:1la, minki jilkeen reaktioseosta pi-
detdin kaksei piivdi n. 4°C:ssa. NEM.HC1 suodatetaan sitten pois ja suo-
dos haihdutetaan. J#4nnds liuotetaan 125 ml:aan sek.butanoli/CHCl3 (2:3)
Jja 25 ml:aan H20 Ja saatu liuos pestdin perdkkiin vedells, 5-prosentti-~
sella sitruunaheppoliuoksella ja jdlleen vedelli. Kuivaamisen jédlkeen

2
Johon sitten lisdtd&n 160 ml vettd, minki jdlkeen jihmed aine suodate-

Na SO4zllé sucdos haihdutetaan. Jd&nnds liuotetaan 40 ml:aan metanolia,

taan erilleer ja kuivataan.
Saerto 2,6 g; sulamispiste 202-20300 (hajoaa).

Rf Bu:Py:Ac:Wa:ssa (4:0,75:0,25:1) = 0,62 SiO.:1la.

2
b). H-Met-Ala-Ala-Ala-D-Lys-Phe-OH-asetaatti
2,6 g kohdassa a). saatua peptidid liuotetaan 25 ml:aan 90-prosent-
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tista TFA. 45-minuuttisen sekoittamisen jilkeen huoneen lémpstilassa typ-
platmosfdirissi liuvos lisitiin tiputtaen 250 ml:aan kuivaa eetterii. Syn-
tynyt sakka suodatetaan erilleen Ja kuivataan, minki jilkeen kiinted aine
livotetaan 40 ml:aan tert. butanoli/vetti (1:1) ja saatua liuosta sekoi-
tetaan ioninvaihtohartsin kanssa asetaattimuodossa. 30 minuutin sekoitta-
misen jdlkeen ioninvaihtohartsi suodatetaan pois ja suodos haihdutetsan.
J&&nnds puhdistetaan gitten vastavirtaperiaatteella.
Saanto 78 %.

Rf Bu:Py:Ac:Wa:ssa (4:0,75:0,25:1) = 0,25 Si0.:11s.

2
Egimerkki II

Seuraavat peptidit valmistetaan asetaattisuoloinaan tavalla, joka

vastaa esimerkigsi I kuvattua:

1. H-Met-Ala-Ala-Phe-D-Lys-Phe-Gly-OH (I.1 + II.10)
Rf = 0,24

2+ H-Met-Ala-Ala-Trp-D-Lys-Phe-Gly-OH (I.1 + II1.11)
Rf = 0,27

5. H-Met-Ala-Ala-Leu-D-Lys-The-Gly-OH (I.1 + I1.12)
Rf = 0,22

4. H-Met-Ala-Ala-Val-D-Lys-Phe-Gly-OH (I.1 + II.13)
Rf = 0,18

5. H-Met-Ala-Ala-Tyr-D-Lys-Phe-Gly-OH (I.1 + II.15)
Rf = 0,23

€. H-Ala-Ala-Ala~-Phe-D-Lys-Phe-Gly-OH (I.2 + II1.10)
Rf = 0,21

7. H-Val-Ala-Ala-Phe-D-Lys-Phe-Gly-OH (I.3 + I1.10)
Rf = 0,26

8. H-Ala-Ala-Ala-Ala-D-Lys-Phe-Gly-OH (I.2 + II.14)
Rf = 0,20

9+ H-Ala-Leu-Leu-Leu-D-Lys-Phe-Gly-OH (I.4 + I1.12)
Rf = 0,19

10. H-Met-Ala-Leu-Phe-D-Lys-Phe-Gly-OH (I.5 + 11.10)
Rf = 0,18

11. H-Met-Val-Val-Phe-D-Lys-Phe-Gly-OH (I.6 + 11.10)
Rf = 0,22

12. H-Met(02)-A1a—Ala—Phe-D-Lys-Phe-Gly-OH (I.7 + 1I.10)

Rf = 0,16
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13, desamino-Met-Ala-Ala-Phe-D-Lys-Phe-Gly-OH (1.8 + I1I1.10)
Rf = 0,36

14, desamino-Met ( O2 )—Ala-Ala-Phe-D-Lys—Phe—Gly-OH
Rf = 0,28

Egimerkki III

Seuraavat peptidit valmistetaan asetaatti-suoloinaan tavalla, joka

vastaa esimerkissi I kuvattua:

1. H-Met-Ala-Ala-Phe-D-Lys-Phe-OH (1.1 + II1.1)
Rf = 0,27

2, H-Met-Ala-Ala-Leu-D-Lys-Phe-OH (1.1 + II.2)
Rf = 0,28

3, H-Met(02)-Ala—Ala—Ala-D-Lys-Phe—OH (I.7 + II.3)
Rf = 0,18

4. H-Met—(02)-Ala-Ala-Leu-D—Lys-Tra (I.7 + I1.4)
Rf = 0,11

5, desamino-Met-Ala-Ala-Phe-D-Lys-Tra (1.8 + II1.5)
Rf = 0,14

6. desamino—Met(02)—Ala—Ala-Ala—D-Lys-Tra (1,9 + 11,6)
Rf = 0,18

7. H-Met-Ala-Leu-Tyr-D-Lys-Tra (1.5 + II.7)
Rf = 0,17

8, H-Met-Ala-Ala-Leu-D-Lys-Trp-OMe (1,1 + 1I1.8)

' Rf = 0,31

9. H-Met-Ala-Ala-Leu-D~Lys-Trp-OH (1.1 + 11.8.3)
Rf = 0,18

10, H-Met-Ala-Ala-Leu-D-Lys-PPA (1.1 + II1.9.4)
Rf = 0,22

11. H-Met-Ala-Ala-Leu-D-Lys-L-Amf (1,1 + I1.9.5.1)
Rf = 0,24

12. H=Met-Ala-Ala~Leu-D-Lys-PEA (I.1 + I1I.9.5.2)
Rf = 0,21

13. E-Met-Ala-Ala-Leu-D-Lys-HFPEA (1.1 + 1I1.9.5.3)
Rf = 0,26

14. H-Met(02)-Ala-Ala-Phe—D—Lys-Phe—OH (1.7 + II1.1)

Rf = 0,19
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15, H-Ala-Leu-Leu-Phe-D-Lys-Phe-OH (1.4 + 1I1.1)
Rf = 0,32
16. desamino-Met-Ala-Ala-Phe-D-Lys-Phe-0H (I.8 + II.1)
Rf = 0,35

Fllei toisin ole osoitettu, ovat Rf:n arvot, jotka on annettu esi-
merkeissi II ja III, eluentille Bu:Py:Ac:Wa (4:0,75:0,25:1) SiOz:lla.

Esimerkki IV
Sulfoksidit

0,06 mmoolia peptidii liuotetaan 5 ml:aan etikkahappoa ja liuok-
seen lisdtddn 15 pl 30-prosenttista vetyperoksidia ja liuosta sekoitetaan
tunti huoneen l&mp&tilassa. Sitten lisdtdin suspensio, jossa on 20 mg
prlatinamustaa 2,5 ml:ssa jidetikkaa. Seosta sekoitetaan 30 minuuttia, min-
kéd jdlkeen se suodatetaan. Suodos haihdutetaan tyhjossi ja jiinnos lisi-
td4n 10 ml:aan tert.butanoli/vetti. Seos lyofiloidaan sitten. Seuraavien

peptidien asetaatit valmistetaan tZlld tavalla.

1. H-Met(0)-Ala-Ala-Ala-D-Lys-Phe-Gly-OH

Rf = 0,12
2. H-Met(0)-Ala-Ala~-Phe-D-Lys-Phe-Gly~OH
Rf = 0,10
3, HeMet(0)-Ala-~Leu-Phe-D-Lys-Phe-Gly-OH
Rf = 0,11
4., desemino-Met(0)-Ala-Ala-Phe-D-Lys-Phe-Gly-OH
Rf = 0,26
5. H-Met(0)-Ala-Ala-Phe-D-Lys-Phe-0H
Rf = 0,13
6. desamino-Met(0)-Ala-Ala-Phe-D-Lys-Tra
Rf = 0,15
7. H-Met(0)-Ala-Ala-Leu-D-Lys-PPA
Rf = 0,08
8, desamino-Met(0)-Ala-Ala~-Phe~D-Lys-Phe-0H
Rf = 0,19
9. HKH-Met(0)-Ala-Ala-Leu-D-Lys-Trp-OMe
Rf = 0,21

Rf-arvot on annettu Bu:Py:Ac:Wa:lle (4:0,75:0,25:1) SiO,.:1la.

2
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Esimerkki V
Sulfonit

0,2 mmoolia peptidiid liuotetaan seokseen, jossa on 0,5 ml vettd,
0,1 ml 4N perkloorihappoa ja 0,02 ml 0,5M ammoniummolybdaattia, minki j&l-
keen lisédtddn 0,06 ml 30-prosenttista vetyperoksidia tihin seokseen. Seos-
ta sekoitetaan kaksi tuntia n. 10°C:n limpdtilassa, minkd jilkeen se lai-
mennetaan 25 ml:lla tert.butanoli/vetti. Ioninvaihtohartsi (Dowex X-8
asetaattimuodossa) lisdtiin sitten seokseen, jota sekoitetaan 30 minuut-
tia. Seos suodatetaan sen jilkeen ja suodos lyofiloidaan. THlld tavalla

valmistetaan seuraavat asetaatit:

1. H-Met(02)-Ala—Ala—Phe-—D-Lys-Phe—Gly—OH

Rf = 0,18

2. H-Met(02)—Ala-Ala—Phe-D-Lys-Phe-OH
Rf = 0,20

3, desamino-Met(02)-A1a-Ala—Phe-D-Lys-Phe-0H
Rf = 0,23

Annetut Rf-arvot ovat Bu:Py:Ac:Wa:lle (4:0,75:0,25:1) SiOQ:IIa.

Egimerkki VI
Sinkkikompleksgit

1,5 ml sinkkikloridin liuosta, joka sisiltii 50 mg sinkkii/ml, 1i-
sdtdén liuokseen, jossa on 31,5 mg NazHPO4-2H20 30 ml:ssa tislattua vettd.
Nédin muodostunut sinkkifosfaattisakka liuotetaan uudelleen lisiimilli 4N
HC1l, minkd jilkeen seokseen lisdtdin 175 mg NaCl ja 0,5 g bentsyylialko-
holia. T&hin seokseen liuotetaan sitten 1,5 mg heksapeptidisi H-Met-Ala-
Ala-Phe-D-Lys-Phe-0H (esimerkki III.1) ja sen jilkeen lisdtisin riittivis-
ti ¥ natriumhydroksidia seoksen pH:n s#iitimiseksi 8,5:een. Tilavuus tay-

dennetddn sitten 50 ml:ksi tislatulla vedelli.

1 ml suspensiota sisiltii:
30 ug heksapeptidii

1,5 mg sinkkii

0,63 mg Na2HPO4'2H20

3,5 mg NaCl

10 mg bentsyylialkoholia
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Patenttivaatimus

Menetelmsé uusien psykofarmakologisesti aktiivisten peptidijoh-

dannaisten valmistamiseksi, joilla on kaava

A-NH-CH-CO-NH~-CH-CO-L-Q-D-Lys-% (1)

By Ro

jossa
A on H-L-Met, H-L-Met(—0), H—L—Met(%>o2), desamino-Met, desamino-
Met-(—0), desamino—Met(—;Og) tal ryhmé HQN—B—CO,
B on haaroittunut tai suoraketjuinen 1-6 hiiliatomia sis&ltavad alky-
leeni tai 1-6 hiiliatomia sis&ltédvd alkylideeni,
Q on aminohappotdhde -NH-CHR-CO, jossa R merkitsee 1-k hiiliatomia
sis#ltavad alkyylid p-hydroksifenyylimetyylid, 3-indolyylimetyylid
tal fenyylimetyyliéa, Rl Ja R2 merkitsevdt vetyd tai 1-4 hiiliatomia
sisdltavaid alkyylid, ja
7z on N-(fenyylietyyli)amino, N-(/3—indolyylietyyli)amino, L-Trp-OH,
L-Phe-0H, L-Trp-Gly-OH tai L-Phe-Gly-OH,
tai niiden toiminnallisten johdannaisten valmistamiseksi, joita ovat
farmaseuttisesti hyvaksyttavdt happoadditiosuolat, alifaattisesta
01_6—karboksyylihaposta johdetut asyylijohdannaiset, substituoimat-
tomat tai alemmalla alkyylilld (1-6 C) substituoidut amidit, 1-8
hiiliatomia sis&ltivistd alifaattisista alkoholeista johdetut este-
rit, seki metallikompleksit, jotka on saatu saattamalla peptidi kos-
ketukseen koboitin, nikkelin, kuparin, raudan tai edullisesti sinkin
niukkaliukoisen suolan, hydroksidin tai oksidin kanssa, t unn e t -
t u siit#é, ettd tarvittavat aminohapot, karboksyylihapot, amiinit
tai peptidifragmentit yhdistetdfdn oikeassa Jarjestyksessé

a) kondensoimalla kondensoimisaineen l&sn#dollessa yhdiste
(aminohappo, peptidi), joka sisdltéi vapaan karboksyyliryhmén Jja
jossa muut reaktiiviset ryhm#t on suojattu, yhdisteen kanssa (amino-
happo, peptidi tai amiini), Jjoka sis&ltédd vapean aminoryhmén ja Jjos-
sa muut reaktiiviset ryhmit samoin on suojattu, tai

b) kondensoimalla yhdiste (aminohappo, peptidi), Jjoka sisél-
t44 aktivoidun karboksyyliryhmén ja jossa muut reaktiiviset ryhmét

on valinnaisesti suojattu, yhdisteen (aminohappo, peptidi, amiini)
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kanssa, Jjoka sis&lt&d vapaan aminoryhm&n ja jossa muut reaktiiviset
ryhmét on suojattu; minkid jidlkeen mahdollinen suojaryhmi (mahdolli-
set suojaryhmit) poistetaan, ja sen jilkeen n&in saatu peptidi mah-
dollisestl muutetaan edelld mAdAritellyksi toiminnalliseksi johdannai-
seksi ja/tal saatu peptidi hapetetaan vastaavaksi peptidisulfoksidik-
si tai peptidisulfoniksi, jé&lkimmiiseksi siind tapauksessa, ettd N-

terminaalinen ryhmid A on Met tai desamino-Met.
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Patentkrav

Férfarande for framstillning av nya psyzofarmakologisk®

aktiva peptidderivat med formeln

A-NH-CH-CO-NH-CH-CO-L-Q-D-Lys-Z (1)

Rl R2

vari
A &r H-L-Met, H-L-Met(—=0), H—L—Met(féog), desamino-Met, desamino-

Met(—>0), desamino-Met(-=0_,) eller en grupp HQN-B—CO,

B 4r en fodrgrenad eller raikedjad alkylen inneh&allande 1-6 kolatomer,
eller alkyliden inneh8llande 1-6 kclatomer,
Q@ &r en aminosyrarest -NH-CHER-CO, vari R betyder alkyl med 1-4 kol-
atomer, p-hydroxifenylmetyl, 3-indolylmetyl eller fenylmetyl, Rl och
R, betyder vate eller alkyl med 1-L kolatomer, och
7 &r N-(fenyletyl)amino, N—(/}—indolyletyl)amino, L-Trp-CH, L-Phe-0H,
L-Trp-Gly-OH eller L-Phe-Gly-0H,
eller deras funktionella derivat, vilka utgdrs av farmaceutiskt god-
tagbara syraadditionssalter, acylderivat héarledda fré&n en alifatisk
Cl_6-karboxylsyra, osubstituerade eller med en légre alkyl (1-6 C)
substituerade amider, estrar hirledda frédn alifatiska alkoholer med
1-8 k¥clatomer, samt metallkomplex, vilke har erhdllits genom bringande
av pepticden 1 kontakt med ett svarldsligt salt, hydroxid eller oxid
av kobolt, nickel, koppar, Jarn eller fdretradesvis zink, k & n n e -
t e ¢c X na t ddrav, att de erforderliga aminosyrorna, karboxylsyrorna,
aminerna och peptidfragmenten fdrenas 1 riktig ordning

a) genom att kondensera i nérvaro av ett kondenseringsmedel
en férening (aminosyra, peptid), vilken innehdller en fri karboxyl-
grupp och i vilken de andra reaktiva grupperna ir skyddade, med ern
t5rening (aminosyra, peptid eller amin), vilken inneh&ller en fri
arinogrupp och 1 vilken de andra reaktiva grupperna p& samma s&tt
idr skyddade, eller

b) genom att kondensera en fdrening (aminosyra, peptid),
vilken inneh&ller en aktiverad karboxylgrupp och i vilken de andra
reaktiva grupperna valfritt &r skyddade, med en férening (aminosyra,

peptid, amin), vilken innehé&ller en fri karboxylgrupp och i vilken
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de andra reaktiva grupperna &r skyddade, verefter den eventuella
skyddsgruppen (de eventuella skyddsgrupperna) avldgsnas, och déarefter
omvandlas den s& erh&llna peptiden eventuellt till ett ovan definierat
funktonellt derivat och/eller den erhallna peptiden oxideras till

en motsvarande peptidsulfoxid eller peptidsulfon, till den cenare i

det fall att den N-terminala gruppen A &r Met eller desamino-Met.

Viitejulkaisuja~Anfdrda publikationer
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