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Menetelmd farmakologisesti aktiivisten peptidien valmis-

tamiseksi

Tamd keksintd koskee menetelmdd uusien, analgeettis-
ta aktiivisuutta omaavien yhdisteiden joukon valmistami-
seksi.

. Viime aikoina on imettdvdisten aivoista tai aivo-

selkdydinnesteestd (csf) uutettu endogeenisid aineita,

joilla on morfiinimaiset ominaisuudet. Hughes et al., Na-

ture, 258, 577 (1975) ovat identifioineet ndmd enkefalii-
niksi kutsutut aineet pentapeptideiksi, joissa on seuraavat
ketjut:

H-Tyr-Gly-Gly-Phe—Met-OH
H-Tyxr-Gly-Gly—~Phe-Leu—0H

Nditd yhdisteitd kutsutaan vastaavasti metioniini-

. enkefaliiniksi ja leusiinienkefaliiniksi.

Vaikkakin metioniini—- ja leusiinienkefaliinin on
osoitettu omaavan analgeettista aktiivisuutta hiirissia
aivokammioon tapahtuvassa annossa /Buscer et al., Nature,
261, 423 (1976)/, niiltd kdytdnnbllisesti katsoen puuttuu
kdyttdkelpoinen analgeettinen aktiivisuus parenteraalissa
annossa.

Sen vuoksi on enkefaliinien ld8yté@misestd saakka
uhrattu paljon tydtd enkefaliinien analogien valmistami-
seksi siind toivossa, ettd 1loydettdisiin yhdisteitd, joilla
on suurempi aktiivisuus ja jotka ovat kdyttdkelpoisia kdy-
tdnndssd giksi, ettd ne ovat elimistdn saatavissa parente-
raalissa tai oraalissa annossa.

butta et al., Life Sciences 21, ss. 559-562 (1977)
tekevdt gelkoa tietyistd rakenteen modifikaatioista, joil-
l1a he esittdvit olevan tehoa lisddvd vaikutus. He esittavat,
ettd tehoa voidaan lis&td milld tahansa seuraavista toimen-

piteistd tai kaikilla niillé:
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a) substituoimalla 2-aseman Gly tietyilld D- tai

. X ~atsa~aminohapoilla,

b) muuttamalla pddtekarboksyyli metyyliesteriksi
tai amidiksi,

c) modifioimalla 4-aseman Phe -atsasubstitutiolla,
N-metyloinnilla tai aromaattisen renkaan hydrauksella.

Nyt on keksitty joukko enkefaliinianalogeja, joilla
on korkea analgeettinen aktiivisuus yhdistyneend vdh&diseen
taipumukseen aiheuttaa fyysistd riippuvuutta. Ndma analo-
git ovat tetrapeptidejd, joissa on rengassubstituoitu fe-
nyylialaniini. Ne ovat sangen spesifisid sekd substituen-
tin laadun ettd sen sijainnin suhteen. Erityisesti ne ovat
tetrapeptidejd, joissa on metasubstituoitu L-fenyyliala-
niini peptidin 4-asemassa.

Kirjallisuudesta tunnetaan muita rengassubstituoi-~ .
tuja enkefaliinin 4~fenyylialanyylianalogeja, ne eividt kui-
tenkaan ole enkefaliinin meta-substituoituja 4-fenyyli-
alanyylianalogeja. A.R. Day et al., Res. Comm. in Chem. Path.
and Pharmacol. 14 (4). 597-603 (1976) raportoivat yhdis-
teestd H-Tyr-Gly-Gly=pClPhe-Nle-OH. R.J. Miller et al., Vi-
tamins and Hormones 36, 297-382, Academic Press (1978) mai-
nitsevat yhdisteet H-Tyr-D-Ala-Gly-pDlPhe-D-Leu-OH, H~Tyr-
D~Ala~-Gly-pClPhe—~D-Leu~OMe ja H-Tyr-D-Ala-Gly—-pClPhe-D-Leu-
NHEt. Pless et al., "Opiod Activity of Enkephalin Analogues",
esitetty 1l5:nnessd European Peptide Symposiumissa, syyskuun
4-9. 1978, Gdansk, Puola, esittdvdt yhdisteen H-Tyr-D-Ala-
Gly-pClPhe-Met (O)~-oli. D.H. Coy et al., BBRC 83 (3), 977-
983 (1978), mainitsevat yhdisteen H—Tyr-D—Ala~Gly—F5Phe—Met—
NH, . Eteld~afrikkalaisessa patentissa 77/0579 kuvataan ylei-
sesti enkefaliinille analogisia pentapeptidejd, joiden fe-
nyylialaniiniryhmén rengas on eri tavoin substituoitu. Bel-
gialaisessa patentissa 886 679 kuvataan ja sen vaatimusten
kohteena ovat enkefaliinin tetrapeptidianalogit, jotka si-
sdltavat p-fluorisubstituoidun fenyylialaniinin. Belgialai-
nen patentti 870819, eteld-afrikkalainen patentti 77/4479
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ja julkaisu McGregor et al., Life Sciences 23, 1371-1378

.(1978) kohdistuvat kaikki enkefaliinin tetrapeptidiana-

logeihin, mutta missddn niistd ei kuvata 4-asemassa ole-
vaa rengassubstituoitua fenyylialaniinia. R.Millerin
esityksessd "Structural Pharmacology and Neurobiology

of the Enkephalins and Endophins", 176th American Chemical

Society National Meeting, Miami Beach, Florida, syyskuun

©11-14., 1978, tuotiin esiin tiettyjd enkefaliinianalogeija,

joiden 4-asemassa on p-substituoitu fenyylialaniini, var-
sinkin p-kloori- ja p-bromisubstituoituja yhdisteitd. Melt-
zer et al., Life Sciences 22, 1931-1938 (1978) tuovat esiin
useita enkefaliinianalogeja, varsinkin kaksi p-kloorisubsti-
tuoitua ja yhden p-metoksisubstituoidun fenyylialaniiniana-
login.

- Mikié#n ylld esitetyistd ei kuvaa seuraavassa annetun
kaavan I mukaisia vhdisteitd, ja on havaittu, etti sekd L-
fenyylialaniinin substituentin laadulla ettd sen sijainnilla
on tdrked merkitys sekd enkefaliinianalogin analgeettisen
aktiivisuuden tasoon ettd analogin taipumukseen aiheuttaa
fyysistd riippuvuutta.

Siten tdmd keksintd koskee menetelmdd, jolla valmis-
tetaan joukko yhdisteitd, joilla on kaava:

R4
|
R=Tyr—A-G | y-N-CH-Z
|

CHz
i

AN
ﬁ I (1)
N7 X

sekd niiden farmaseuttisesti hyvidksyttdvid myrkyttomid hap-
poadditiosuoloja, jolloin kaavassa (I)

R on vety, metyyli, etyyli, syklopropyylimetyyli
tai allyyli,
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A on radikaali D-aminohaposta, joka on jokin ha-

poista Ala, Abu, Nva, Val, Nle, Leu, Ile, Gly(al), Gly(Cp),

Met, Cys(Me), Met (0), Cys{(Me) (O), Ser, Thr ja Hse,

Rl on primaarinen Cl~C3-alkyyli, syklopropyylimetyy-—
1i, allyyli, etyylitiometyyli, 2~fluorietyyli tai propar-
gyyli,

X on bromi, jodi, kloori, metyyli, trifluorimetyyli

tai metoksi ja

Z on ~CH20R2,
0 0
~C—NH2 tai -C—ORB, joissa R2 on vety, asetyyli tai
asetoksimetyyli ja R3 on Cl-C3—alkyyli;

jolle menetelmdlle on ominaista, ettd lohkaistaan suoja-
ryhmdt vastaavasti suojatusta kaavan I mukaisesta yhdis-
teestd suojaryhmid poistavalla reagenssilla.

Suojatussa peptidissd olevat suojaryhmdt ovat tavan-
omaisia suojaryhmid, joita kdytetddn peptidisynteesissi suo-
jaamaan aminohappoja liittdmismenetelmdn aikana ja niihin
sisdltyy myds hartsikantaja, jota kdytetddn kiintedfaasi
synteesitekniikassa.

Tamdn keksinndn mukaiset farmaseuttiset koostumukset
sisdltavdt tdyteainetta ja aktiivisena aineosana ylla esi-
tetyn kaavan I mukaista yhdistett&.

Keksintd kdsittdd myds ndiden kaavan I mukaisten yh-
disteiden farmaseuttisesti hyvdksyttdvdt myrkyttdmdt happo-
additiosuolat. Farmaseuttisesti hyvdksyttdviin myrkyttdmiin
happoadditiosuoloihin kuuluvat orgaaniset ja epdorgaaniset
happoadditiosuoclat, esimerkiksi suolat, jotka on valmis-
tettu hapoista kuten suolahappo, rikkihappo, sulfonihappo,
viinihappo, fumaarihappo, bromivetyhappo, glukolihappo, sit-
ruunahappo, maleiinihappo, fosforihappo, meripihkahappo,
etikkahappo, typpihappo, bentsoehappo, askorbiinihappo, p-
tolueenisulfonihappo, bentseenisulfonihappo, naftaleenisulfo-
nihappo, propionihappo ynnd muut. Ensisijaisia happoadditio-
suoloja ovat suolahaposta, etikkahaposta tai meripihkaha-—
posta valmistetut suolat. Kaikki ylld mainitut suolat val-

mistetaan tavanomaisin menetelmin.
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Kuten huomataan kaavassa I esiintyvien eri substi-~-

tuenttien médritelmdstd, ovat tdlld rakenteella mddritellyt

yhdisteet tetrapeptidejd, joiden C-pddteryhmd on primaari-
nen alkoholi tai sen eetterijohdannainen, primaarinen ami-
di tai alempialkyyliesteri.

Kaavan I mukaisten yhdisteiden stereokonfiguraatio
on niiden olennainen ominaispiirre. Mukavuussyistd kaavan
I mukaisten tetrapeptidien aminohapporyhmédt numerocidaan
jaksottain alkaen pddteaminoryhmdstd. Aminohapporyhmien
kiraalisuus luettuna asemasta 1 asemaan 4 on L, D, puuttuu
ja L. Aseman 3 yyhmd on glysiiniryhmd ja siten tédssd ryh-
midssd ei esiinny kiraalisuutta.

Tdssd kdytetty ryhmd Rl on madritelty tarkoittamaan

ryhmdd "primaarinen Cl—C3—alkyyli". Ilmaisulla "primaarinen

C,-C,—-alkyyli" tarkoitetaan metyylid, etyylid ja n-propyylid.

1 73
Tdssd kaytetty ryhmd R; on middritelty tarkoittamaan

ryhmad "Cl—CB—alkyyli“. Ilmaisulla ,Cl-C3—alkyyli“ tarkoi-

tetaan metyylid, etyylid, n-propyylid ja isopropyylid.
Kaavan I mukaisten tetrapeptidien eri asemissa ole-

vien ryhmien suhteen ovat huomionarvoisia seuraavat seikat:
A) Asema 1

Tdmd asema edustaa peptidin aminopddteryhmdd. Tdssid
oleva ryhmd on perdisin L-tyrosiinista. Ryhmd voi olla N~
atomissa substituoimaton, miss8 tapauksessa R on vety. Edel-
leen ryhmd voi olla N-monosubstituoitu, josta seuraavat ryh-
mit N-metyyli, N-etyyli, N-syklopropyylimetyyli tai N-allyy-
li. Yhdisteissd, joilla on poikkeuksellisen korkeat anal-
geettiset aktiivisuudet parenteraalissa annossa, asemassa
1 oleva tyrosyyliryhmd on ensisijaisesti N-substituoimaton.
Yhdisteissd, joilla on poikkeuksellisen korkeat analgeetti-
set aktiivisuudet oraalissa annossa, on tyrosyyliryhmd ensi-
sijaisesti N-substituoitu. Siind tapauksessa, ettd tyrosyy-
1li on N-substituoitu, on N-substituentti edullisesti metyyli

B) Asema 2

Aminchapporyhmédn (A), Jjoka on kaavan I mukaisten pep=-

tidien toisessa asemassa, tdytyy olla D-stereoisomeeri ja
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se on mikd tahansa lukuisista o{-aminohapporyhmistd riip-

puen X -hiiliatomin substituentista (R4). Ndihin kuuluvat

happoryhmdt, jotka ovat perdisin seuraavista hapoista:

D-alaniini (Ala) (R, on meﬁyyli), D- & ~aminovoihappo (Abu)

(R4 on etyyli), D-norvaliibi. (Nva) (R4 on n-propyyli),
D-valiini (Val) (R4 on isopropyyli), D-norleusiini (Nle)
(R4 on n-butyyli), D-leusiini (Leu) (R4 on isobutyyli),
D-isoleusiini (Ile) (R4 on sek.-butyyli), D-allyyliglysiini
/Gly (Al)/ (Ry on allyyli), D-syklopropyylimetyyliglysiini
/Gly (Cp) / (R4 on syklopropyylimetyyli), D-metioniini (Met)
(R4 on 2-metyylitioetyyli), D-(S-metyyli)kysteiini /Cys(Me)/
(R4 on metyylitiometyyli), D-meticniinisulfoksidi /Met (O)/
(R4 on metyylisulfinyylietyyli), D-(S-metyyli)kysteiini-
sulfoksidi /Cys (Me) (0)/ (R4 on metyylisulfinyylimetyyli),
D-seriini (Ser) (R4 on hydroksimetyyli), D-treoniini (Thr)
(R4 on l-hydroksietyyli) ja D-homoseriini (Hse) (R4 on 2-
hydroksietyyli). Edullisesti A on Ala, Abu, Nva, Val, Nle,
Leu, Ile, Ser, Thr tai Hse ja ensi sijaisesti Ala, Abu, Nva,
val, Nle, Leu tai Ile. Edullisimmin A on Ala.

C) Asema 3

Tdssd asemassa oOleva aminohapporyhmd on perdisin

~glysiinistd (Gly).

D) Asema 4

Tdssd asemassa oleva aminchapporyhmd on perdisin me-
ta-substituoidusta L-fenyylialaniinista /Phe (X)/. Ryhmin
aminotyppi on substituoitu (Rl) metyylilld, etyylilld, n-
propyylilld, syklopropyylimetyylilld, allyylilla, etyylitio-
metyylilld, 2-fluorietyylilld tai propargyylilld. Edulli-
sesti Rl on primaarinen Cl—CB—alkyyli, allyyli, sykloprop-
yylimetyyli tai propargyyli. Edullisimmin Ry on etyyli, syk-
lopropyylimetyyli, allyyli tai propargyyli.

Lisdksi L-fenyylialaniiniryhmd&8 on rengassubstituoitu
meta-asemassa. Substituentti voi olla mikd tahansa seuraa-
vista: bromi, jodi, kloori, metyyli, trifluorimetyyli tai
metoksi. Edullisesti substituentti on bromi tai jodi Ja

edullisimmin bromi.
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L-fenyylialaniini on kaavan I mukaisten yhdistei-

den C-pddteryhmd ja se on aminohappo, joka on rakenteel-

taan muutettu amidikseen

Q
(Z on —CNHZ), primaariseksi alkoholi- tai eetterijohdan-
naisekseen (2 on.—CHZORz), tai Cl—C3—alkyyliesterikseen
0

{Z on —E~OR3). Edullisesti ryhm& on muutettu primaariseksi
amidikseen, alkoholikseen tai esterijohdannaisekseen. Y114
mainituista on primaarinen amidi edullisin.
~ Téssd selityksessid kdytetddn seuraavia lyhenteiti,
joista useimmat ovat hyvin tunnettuja ja alalla yleisesti
kdytettyja:
Abu - C(-aminovoihappo
Ala - ‘alaniini
Cys - kysteiini
Cys (Me) - (S-metyyli)kysteiini
Cys (Me) (0) - (S-metyyli)kysteiinisulfoksidi
Gly - glysiini
Gly (Al) - allyyliglysiini
Gly (Cp) - syklopropyylimetyyliglysiini
Hse — homoseriini
Ile - isoleusiini
Leu - leusiini
Met - metioniini
Met (0) = metioniinisulfoksidi
Nle - norleusiini
Nva - norvaliini
Phe - fenyylialaniini
Ser - seriini
Thr - treoniini
Tyr - tyrosiini
Val - valiini
Ac - asetyyli
AcOMe - asetoksimetyyli
Al - allyyli
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Cp

‘Me

Et
Ip
Pr
OMe
Etm
Fle

Ppg

[

[

syklpropyylimetyyli

metyyli

etyyli

isopropyyli

n-propyyli
metoksi
etyylitiometyyli
2-fluorietyyli
propargyyli

Bu - n~butyyli

i-Bu - isobutyyli
t-Bu ~ tert.-butyyli

s~Bu - sek.-butyyli

Boc
Bzl
Chz
DCC
HBT
DMF
TFA
THF

tert.-butyyliocksikarbonyyli
bentsyyli

bentsyylioksikarbonyyli
N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidi
l-hydroksibentsotriatsoli
N,N'-dimetyyliformamidi
trifluorietikkahappo

tetrahydrofuraani

DEAE -~ dietyyliaminoetyyli

NMM - N-metyylimorfoliini

IBCF - isobutyyliklooriformaatti
l8-crown-6 - 1,4,7,10,13,l6-heksacksasyklo-oktadekaani.

Esimerkkejd tyypillisistd kaavan I mukaisista yhdis-

teistd ovat seuraavat, joista jokaisessa on substituentti

fenyylialaniinin meta-asemassa ja jolsta mikd tahansa tai

jokainen voi olla farmaseuttisesti hyvaksyttdvdnd myrkyt-

tomdnd happoadditiosuolana:

H-L-Tyr-D-Ala-Gly-I1- (N-Me)Phe (Br) —-NH
H-L-Tyr=-D-Ala-Gly-L- (N-Et) Phe (1) -NH
H~L~-Tyr-D-Abu-Gly-L~ (N-Pr) Phe (Br) -NH
H-L-Tyr-D-Abu~-Gly-L- (N-Et)Phe (Br) -NH
H-L-Tyr-D-Nva~Gly-L- (N-Ppg) Phe (Me) -NH

2t
91

X
97
2
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(
'H—L—Tyr-D-ValnGly-L—(
H-I-Tyr-b~-Val-Gly-L- (N—-
(N-
H-L-Tyr~D-Nle-Gly-L- {(N-
H-L-Tyr-D-Leu-Gly-L-{(N-
H-L=-Tyr-D-Leu-Gly-L- (N-
H-L-Tyr-D-Ile-Gly-L- (N-
H-L-Tyr-D-Ile-Gly-L- (N-
H-L-Tyr-D-Ala-Gly-L- (N~

H-L-Tyr-~D-Nva-Gly-L-

H-L-Tyr-D-Nle-Gly-L-

H-L-Tyr-D-Ala-Gly-L-
H-L-Tyr-D-Ala-Gly~L-
H-1,-Tyr-D-Ala-Gly-L-
H-L-Tyr~D-Ala-Gly-L-

(N-
(
(N
{
H-L-Tyr-D-Ala-Gly-L-(
(
(
(
(

N=-
N-
N~
H-L-Tyr-D-Ala~Gly=-L- (N-
H-L-Tyr-D-Ala-~-Gly-L- (N-

H-L-Tyr-D-Ala-Gly-L- (N~
H=L-Tyr-D-Thr-Gly~-L- (N~

H~L-Tyr-D-Val-Gly-L- (N-
H-L-Tyr-D-Leu~Gly-IL~- (N-

H-L~-Tyr-D-Val-Gly=-L~- (N
H-L-Tyr-D-Leu~-Gly-L- (N

H-L-Tyr-D-Thr-Gly-L- (N~
H-L-Tyr-D-Thr-Gly-L- (N-

H-L~Tyr~D-Thr~Gly-L- (N

H-L-Tyr-D-«Thr-Gly-L- (N-
H-L-Tyr-D-Thr-Gly-L~ (N-

H-L-Tyr-D-Gly (Al)

N~
N=-

-Gly~L-
‘H-LeTyr—D4Gly(Cp)-Gly—L—(N-Me)Phe(OMe)—NH
H-L-Tyr-D-Met=-Gly-L- (N-
H-L-Tyr-D-Cys (Me) -Gly-L-
H-L—Tyr-D-Met(O)—Gly-L—

BEt)Phe(OMe) -NH

5
Et)Phe(CF3)-NH2;
Pr)Phe(Cl)-NHZ:
Cp)Phe(I)—NHz:

Ppg)Phe(Br)—NHz;
Etm)Phe(Br)—NHz;_
Cp) Phe (OMe) ~NH,, ;
Al)PhE(Br)*NHZ:
Cp)Phe(Me)—NHz;
Et)Phe(CFB)—NHz:
Pr)Phe(OMe)-NH2

Fle)Phe(Cl)—NH2
tm) Phe (I)=NH.,;
Fle)Phe(I)- NH;7
Etm) Phe (Br) NH2;
Cp)Phe(Br)—NHz;
Al)Phe(I) NHZ;
Ppg)Phe(OMe) NHZ;
-Cp) Phe (Me) - 2;
Et)Phe(CFB)—NHz;
Et)Phe(Br)—NHz;
—Al)Phe(Br)—NHz;
-Al)Phe(Cl)-Nﬂz;
Cp) Phe (CF )“NH2;
Et)Phe (OMe) - 2;
-Me) Phe (Br) - 2;
Pr)Phe (Br) -~ 2;
Al)Phe(Cl) - Hyj
(N-Et)Phe( e)~ NH, ;

2,'
Et)Phe(CFB)—NHz;
(N-Cp)Phe(Br)-NHz;

(N—Pr)Phe(Br)—NHz;

H—L—Tyr—D—Cys(Me)(O)—Gly—L-(N—Cp)Phe(Br)—
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H-L-Tyr-D-Ser-Gly-L-
H-1L-Tyr-D-Ser-Gly-L-(N-Et)Phe (Cl) -NH
(N-Me) -L~Tyr-D-Ala-Gly-L- (N-Cp)Phe (Br) ~

(N=Me)

10

~L-Tyr-D-Thr-Gly-L-
H~L-Tyr-D-Hse-Gly~L-
Me)

e)

-L-Tyr-D-Ala-Gly-L-

(N

(N -L-Tyr-D-Ala~-Gly-L-

(N-Me) ~L-Tyr-D-Ala~Gly-L- (N-Pr) Phe
(

(

N-Me) ~L=-Tyr-D-Val-Gly-L-
(N-Pr)

(
(B
N-Et) -L-Tyr-D-Abu-Gly-L~ (N-Cp)Phe (1)~
(M
(C

-L-Tyr-D~Leu-Gly-L-
H~L=-Tyr=-D-Abu-Gly-L~
H-L~Tyr-D-Nle-Gly~-L-
H~L-Tyr-D-Ile-Gly-L-

(N-Me) -L-Tyr-D-Leu-Gly-L-
(N-Me) -L-Tyr-D-Nva-Gly-L-
N-Me) -

N-

t) -

-L-Tyr-D-Ala~-Gly-L-
-L-Tyr-D-Ala~-Gly-L-

N-Cpm)-L-Tyr-D-AlaGly~-L~

N-Al)-L-Tyr-D-Ala~-Gly-~-L
N-Me) ~L-Tyr-b-Ala-Gly=-L-

N-Et) -L-Tyr-D-Ala-Gly-L- (N-Et)Phe (I)~-
N-Cpm) ~L-Tyr-D-Ala-Gly-L-

(
(
(
(N-Me) -L-Tyr-D-Ala-Gly~L-
(
(
(
(

(N~Cp)Phe (I)~NH

(N-Cp) Phe (Br) -NH

(N—Al)Phe(OMe)-NH

(N-Al) Phe (Br) -NH,,
(N~Ppg) Phe (Br) -NH

27
2:'

NH2;
(N-Et)Phe(I)—NHZ;

(N*Et)Phe(Bi)“NHz;
(N~Me) Phe (Br) - 2:
2.
2,
(N-Et) Phe (Me) - 2,
(N-Cp) Phe ) H2,

2 '

2?
(N-Et) Phe (Br) -NH

(N-Me)Phe (Br) -
(N-Ppg) Phe (I) -
(N-Me) Phe (Br) =N
(N-Me) Phe (C1) ~NH
(

= (

2?
NHZ;
2?
2;

X
N-Cp) Phe (Bx) - NH, ;

N-Al) Phe (Br) - 2;
(N-Etm)Phe (Br )—NH2;

2:'
(N-Et) Phe (Me) -NH., ;

(N-Me) -L-Tyr~D-Ala-Gly~L~ (N-Al) Phe (OMe) -NH,, ;
H-L-Tyr~D-Ala-Gly~L~- (N-Me) Phe (I)~CH OH :
H-L-Tyr-D-Ala-Gly-L- (N~ Et)Phe(Cl)—CH OH;
H-L-Tyr-D-~Abu- Gly L-(N~-Cp) Phe (Br) CHon
H~-L-Tyr-D-Abu-Gly-L-(N=Et) Phe (Br) ~CH,OH;
H=L-Tyr-D-Nva-Gly-L- (N~Cp) Phe (OMe) CH20H
H-L-Tyr-D=Nva-Gly-L- (N t)Phe(CF CH20H'
H-L-Tyr~D-Val-Gly-L- (N~Cp) Phe (B ) CHZOH
H=-L-Tyr-D-Val-Gly-L- (N-Pr) Phe(I)—CHZOH;
H-L-Tyr-D-Nle-Gly-L- (N-Cp) Phe (OMe) ~CH.OH;

H-L-Tyr-D-Nle~Gly-L- (N=Ppg) Phe (Br)

2
—CHzOH;
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H*L—Tyr-D-Leu—Gly—L—(N—Etm)Phe(I)—CHZOH;
H-L—Tyr—D-Leu—Gly—L~(N-Cp)Phe(Me)—CHzOH;
H*L—Tyr-D-Ile—Gly—L—(N—Al)Phe(OMe)—CHZOH;
H-L—Tyr—D—Ile~Gly—L-(N—Cp)Phe(CF3)—CHZOH;
H—L—Tyr—D—Ala—Gly—L—(N—Et)Phe(Br)—CHZOH;
H-L-Tyr~D-Ala-Gly-L- (N-Pr)Phe (Br) -CH,OH;
H—L~Tyr—D~Ala—Gly—L—(N—Fle)Phe(I)—CHon;
H-L-Tyr-D-Ala-Gly=-L- (N~Etm)Phe (Cl) ~CH,OH;
H-L-Tyr~D-Ala-Gly-L—(N-Fle)Phe(I)—CH20H;
H-L-Tyr~D—Ala—Gly~L—(N—Fle)Phe(Br)—CHzOH;
H-L-Tyr-D-Ala~Gly-L~ (N~Cp) Phe (Me) ~CH,OH;
H—L—Tyr-D—Ala-Gly-L—(N—Al)Phe(CFB)—CHon;
HuL—Tyr~D—Ala—Gly—L—(N-Ppg)Phe(OMe)~CH20H;
H—L-Tyr—D—Thr—Gly~L~(N—Et)Phe(Br)~CH20H;
H—L-Tyr—D—Val-Gly—L~(N—Et)Phe(Br)—CHZOH;
H-L—Tyr—D—Leu—Gly-L—(N—Et)Phe(Br)—CHon;
H~L-Tyr—D~Val-Gly—L—(N—Al)Phe(I)-CHZOH;
H—L-Tyr-D—Leu—Gly—L—(N-Al)Phe(Br)—CHzoﬁ;
H—L-Tyr-D—Thr—Gly-L—(N—Cp)Phe(Br)-CHzOH;
H-L-Tyr-D—Thr-Gly—L—(N—Et)Phe(Me)—CHZOH;
H-L—Tyr-D—Thr—Gly—L~(N-Me)Phe(OMe)—CHZOH;
H-L-Tyr~D-Thr-Gly-L~ (N-Pr) Phe (CF ) ~CH,OH;
H-L—Tyr-D—Thr—Gly-L—(N-Al)Phe(Br)—CHZOH;
H—L-Tyr-D—Gly(Al)-Gly~L-(N~Cp)Phe(Cl)~CH20H;

H-L-Tyr-D~Gly (Cp) -Gly-L- (N-Me) Phe (Br) -CH,OH;

H—L-Tyr-D—Met—Gly~L—(N*Et)Phe(I)—CHon;
H-L-Tyr-D~-Cys (Me) -Gly-L~ (N-Cp) Phe (Br) ~CH,OH;
H‘L—Tyr—D—Met(O)—Gly—L—(N—Pr)Phe(Br)—CHon;
H—L—Tyr—D-Cys(Me)(O)—Gly-L—(N—Cp)Phe(Me)-CHon;
H~-L-Tyr=-D-Ser-Gly~L- (N~Cp) Phe (Br) -CH
H-L-Tyr—-D-Ser~Gly~L- (N~Et) Phe (Br)-CH

2OH,'
2OH7
(N—Me)-L-Tyr—D—Ala—Gly-L-(N—Cp)Phe(Br)—CHon;
{N~Me) ~-L-Tyr=-D-Thr-Gly-L- (N-Et) Phe (Br) -CH
H-L—Tyréo-ﬁse-sly~L—(N—Et)Phe(I)—CHon;

(N~Me) ~L-Tyr-D-Ala-Gly-L- (N-Et) Phe (Me) ~CH

2OH;

2OH;
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CH,OH;

CH20H;

CH20H;

CH.OH;

CH,OH;

CH.OH;

12

(N=-Ma)

-L-Tyr~D-Ala-Gly~-L- (N-Me) Ph

-CH.,QH;

e (OMe) 2
(M-Me) -L-Tyr-D-Ala-Gly-L- (N-Pr) Phe (CF,) -
(N-Et)-L-Tyr-D-Ab{i-Gly-L~ (N~Cp)Phe (C1) -
(N—Me)-L—Tyr—D-Val—Gly—L—(N-Et)Phe(Br)—CHZOH;
(N-Pr)-L-Tyr—D—Leu—Gly-L—(N—Cp)Phe(Br)—CHZOH;
H—L—Tyr-D—Abu—Gly~L—(N-Al)Phe(I)—Cﬂon;
H—L—Tyr-D~Nle—Gly—L—(N—Al)Phe(OMe)—CHon;
H—L“Tyr—D—Ile—Gly—L—(N~Ppg)Phe(CF3)—CH20H;
(N-Me) ~L-Tyr-D-Leu-Gly-L- (N-Et) Phe (Br) -
(N-Me) ~L-Tyr-D-Nva~Gly-L- (N—Me)Phe(Br);CHZOH;
(N-Me)~L=-Tyr-D=Ala-Gly-L- (N—Ppg)Phe(I)-CHZOH;
(N-Et)-L-Tyr~D-Ala-Gly-L-~ (N-Me)Phé(Br)-CHZOH;
(N-Cpm) L—Tyr-D—AlaGly—L~(N—Me)Phe(CFB)—
(N-Me)~L-Tyr-D~-Ala~-Gly-L- (N-Cp)Phe (OMe) -
(N-Al)—L-Tyr—D-Ala-Gly—L—(N-Al)Phe(Me)-CHZOH;
(N-Me)-L-Tyr-D-Ala-Gly~-L-(N-Fle)Phe (Br) -
(N-Et) -L-Tyr-D-Ala-Gly-L- (N-Et) Phe (Br) ~CH,OH;
(N—Al)~L—Tyr-D-Ala—Gly—L—(N—Et)Phe(Cl)—CHZOH;
(N-Me) -L-Tyr-D-Ala-Gly-L=- (N-Al) Phe (I) -CH,OH;
H-L—Tyr~D-Ala—Gly—L—(N—Et)Phe(Br)-CHzoAc;
H~L—Tyr—D—Ala~Gly—L-(N~Et)Phe(Br)-CH2OAcOMe;

H-L*Tyr-D‘Ala-Gly—Lﬂ(N—Me)Phe(I)—CHzoACOMe;

H-L-Tyr=-D-Ala-Gly-~L-
H-L-Tyr-D-Ala-Gly-L-
H-L-Tyr~-D-Ala-Gly~L-
H=-L-Tyr-bD-Ala-Gly-L~
H-L-Tyr-D-Ala-Gly-L-
H-L-Tyr-D-Ala-Gly-L-
H-L-Tyr-D=-Ala-Gly-L-

(N~
(N~
(N-A
(N-
(N-
(N-A
(N~

Me) Phe (Me CHZOAC;
Et) Phe (OMe) CHZOACOMe;
) Phe (C ) CHzoAcOMe;
Pr)Phe(Br) CH2OAC;
Cp)Phe(Br) 2OAC;
) Phe (Br) ~ 2OAC,

~Me) Phe (I) ~OMe;
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H~L-Tyr-D-Ala-Gly-L~- (N-Cp) Phe (Br) -0OEt;

. H=L=-Tyr-D-Abu-Gly-L- (N-Cp)Phe (Br)-OMe;

H-L-Tyr-D-Abu-Gly-L- (N-Et) Phe (Br) -OMe;
H-L-Tyr-D-Nva~-Gly~L- (N~Et) Phe (OMe) -OPr;

H~L-Tyr-D—Nva-Gly—L-(N-Et)Phe(CFB)—OIp;
H-L-Tyr-D-Val-Gly~-L- (N-Cp)Phe (Me) -OMe; |
H-L-Tyr-D-Val-Gly-L~ (N=Pr)Phe (Br)~0Et;

H-L-Tyr-D-Nle~-Gly~-L- (N~Cp)Phe (Cl) -OEt;
H~L~-Tyr-bD-Nle-Gly-L- (N-Pr)Phe (Br)-OMe;
H-L-Tyr-D-Leu-Gly-L- (N-Etm) Phe (1) -OEt;
H~L-Tyr-D-Leu~Gly~L- (N-Cp)Phe (Br)-OPr;
H-L-Tyr-D-Ile-Gly-L- (N~Et) Phe (Br) -OMe;
H-L-Tyr-D-Ile-Gly-L- (N-Al)Phe (Me)-0OMe;
H-L-Tyr-D-Ala-Gly-L- (N-Et)Phe (OMe) -OMe;
H-L-Tyr-D-Ala-Gly-L- (N~ )Phe(CF3)—OEt;
)} Phe (Br)-QIp;

H-L-Tyr-D-Ala-Gly-L-
H-L-Tyr~D~-Ala-Gly~-L-
H-L-Tyr-D-Ala~Gly=-L-
H-L-Tyr-D-Ala-Gly-L-

H-L-Tyr-D-Ala-Gly~L-

(N=Me)

(N~Et)

(

(N

{

(N-Pr
H-L-Tyr-D-Ala-Gly-L~- (N-Al

{

(

(

(

-L-Tyr=-D-Ala-Gly-L-
(N-Me) -L-Tvr-D-Ala-Gly-L-
H-L-Tyr—-D-Val-Gly-L-
H-L-Tyr-D-Leu-Gly-L-
H-L-Tyr-D-Val-Gly-L-
H-L-Tyr—-D-Leu-Gly=-L-
H~-L-Tyr-D-Ala-Gly-L-
(N-Me) ~L-Tyr-D-Ala-Gly-L-
-L-Tyr-D-Ala~Gly-L-

N~-Fle)Phe (Br) -OMe;
N-Cp) Phe (Br) -OMe;
N-Etm) Phe (Br) -QEt;
N-Ppg)Phe (1) ~-0Pr;
(N-Fle)Phe (Me)-OIp;
(N-Et) Phe (OMe)
(N-Me)Phe(CF3)
(N-Et) Phe (Br) ~-OMe;
(N-Et)Phe (Cl) -OEt;
(N-Me) Phe (Br) -OMe;
(N-Me) Phe (Br) -0Et;

(N-Cp) Phe (I)-0OPr;

(N~Et)Phe (Br) -0Ip;
{N=-Et) Phe (Br) ~OMe;

(N-Me) -L-Tyr-D-Ala-Gly-L-(N-Al)Phe (Cl)-OMe;

(N=Me)=L~Tyr-D-Ala~Gly-L~ (N=Al)Phe (I)
H-L-Tyr-D-Gly (Al) -Gly-L-

~QEt;

(N-Et)Phe (Br)-OEt;

H-L~Tyr-D-Gly (Cp) ~Gly~-L- (N-Et) Phe (Me)~OPr;

H-L~Tyr-D-Met-Gly-L-

(N-Me) Phe (OMe) -OMe ;

-OMe ;
-CMe;
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-H—L-Tyr-D4Cys(Me)—Gly-L-(N—Et)Phe(CF3)—opr;
H-I,-Tyr-D-Met (0) ~Gly-L- (N-Cp) Phe (Br) ~0Ip;
H-L-Tyr=~D-Cys (Me) (0) -Gly-L-(N-Cp) Phe (Br) -OMe;
H-L-Tyr-D-Ser~Gly-L- (N~Me)Phe (Br) -OEt;

(N=Al) -L-Tyr~D-Ala-Gly-L- (N-Et)Phe (I)-OEt;
H-L-Tyr-D-Thr-Gly-L- (N-Me) Phe (Br) -OEt;
H=-L~Tyr-D-Thr-Gly-L- (N-Et)Phe (Br)-OMe;
H-L~Tyr-D-Hse-Gly-L- (N-Et) Phe (Me) -OMe;

(N~-Me) -L-Tyr-D-Thr~Gly-L- (N~Et) Phe (OMe) ~OMe;
H—Lvar*D*Thr-Gly—L—(N—Al)Phe(CF3)—OMe;
(N-Me)~L~Tyr-D-Ala~Gly-L-(N-Me)Phe (Br)~OMe;
(N-Et)~L=-Tyr-D~Abu~Gly-L- (N-Cp) Phe (Br)-0Et;
(N-Me) ~L-Tyr-D-Val-Gly-L=- (N-Et) Phe (Br)-OMe;
(N-Cpm) =-L~Tyr-D-Leu-Gly-L- (N~-Et)Phe (Br)~0Me;
H=-L=-Tyr~D-Abu~Gly-L—- (N-Al)Phe (Br)-~0OMe;
(N-Me)-L-Tyr-D-Nle~-Gly-L- (N-Et)Phe (I)-OEt;
H-L-Tyr-D-Ile-Gly-L- (N-Pr)Phe (Cl)~-OPr;
(N-Me)-L-Tyr-D-Leu-Gly-L- (N~Fle)Phe (Me)-01p;
(N-Me) ~L-Tyr-D-Nva-Gly~L=-(N-Etm)Phe (Br)~OIp;
(N~Me) -L-Tyr-D-Met-Gly~ (N-Et)Phe (Br) -OPr;
H-L-Tyr-D-Ser~Gly-L- (N-Me)Phe (1) =0OMe;
H-L-Tyr-D-Nle-Gly-L-(N~Me) Phe (Br) -OFt:;
H-L-Tyr-D-Ile-Gly-L- (N-Et)Phe (Br)-OMe;
(N-Me) -L-Tyr-D-Met-Gly~L- (N-Al) Phe (Br)-OMe;
(N-Me)-L-Tyr-D-Val-Gly~L- (N-Pr)Phe (Br)-OMe;
H-L-Tyr-D-Gly (Al) -Gly-L~ (N-Me) Phe (Br) ~OMe;

(N-Me) -L-Tyr-D-Gly (Cp) -Gly-L- (N-Et)Phe (Br)-OQMe:;

ynnd muut.
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Kaaﬁan I mukaisia yhdisteitd valmistetaan peptidi-
synteesin tavanomaisilla menetelmilld. Tiettyjen kaavan I
mukaisten yhdisteiden synteesin kuluessa on mahdollista,
ettd tapahtuu osittaisrasemisoituminen. Rasemisoitumisen
madrd, mikdli sitd tapahtuu, ei kuitenkaan ole riittdva
muuttamaan merkittdvdsti kaavan I mukaisten yhdisteiden
analgeettista aktiivisuutta.

Kaavan I mukaisia yhdisteitd voidaan syntetisoida
peotidien kiintedfaasisynteesilld tai klassisella liuos-
faasisynteesilld. Kiintedfaasimenetelmdssd peptidiketiju
rakennetaan jaksottain kdyttden hartsikantajaa, tyypilli-
sesti p-metyylibentshydryyliamiinihartsia tai kloorimetyloi-
tua polystyreenihartsia. Tuote lohkaistaan hartsista HF:1la
0°C:ssa tai etikkahapolla ja puhdistetaan, yleensd kromato-
grafisesti. Liuosfaasisynteesissd peptidiketju muodostetaan
saattamalla erilaiset aktivoidut ja suojatut aminohapot

reagoimaan keskenddn melkein missd tahansa jadrjestyksessd

ja poistamalla sitten suojaryhmdt suojaryhmid poistavalla

reagenssilla kuten hapolla, esimerkiksi trifluorietikkaha-
polla (TFA), p-tolueenisulfonihapolla (TSA), bentseenisulfo-
nihapolla (BSA), metaanisulfonihapolla (MSA), naftaleeni-
sulfonihapolla, jddetikalla HCl-kaasun ldsndollessa tai
muurahaishapolla. Tavallisesti l&snd on my&s reagenssi,

joka pystyy toimimaan karboniumioneja sitovana aineena, ku-
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ten anisoli, ticanisoli tai trietyylisilaani, edullisesti

‘anisoli. Kaikki reaktio-olosuhteet ovat tavanomaiset ja

peptidikemian ammattimiesten hyvin tuntemat. Esimerkiksi
TFA-reaktion lamp®dtila on noin ~10° - noin +30°c.

Mitd tahansa menetelmdd kdytetddnkin kdsittdd kaa-
van I mukaisten yhdisteiden valmistus aminohappojen tai
peptidiosasten liittdmisen yhteen siten, ettd jonkin osan
karboksyyliryhmd saatetaan reagoimaan toisen osan aminoryh=
mdn kanssa niin ettd saadaan amidisidos. Yhteenliittymisen
tapahtumiseksi tehokkaaksi on toivottavaa ensiksi, etti
kaikki reaktiiviset ryhmdt, jotka eivdt suoranaisesti ota
osaa reaktioon, inaktivoidaan kdyttden sopivia suojaryhmii
ja toiseksi, ettd karboksyyliryhmd, jonka tulee liittyid ami-
noon' aktivoidaan sopivasti niin, ettd liittymisreaktio ta-
pahtuu. Kaikkeen tdhdn sisdltyy, ettd sekd reaktiojdrjestys
ettd reaktio-olosuhteet valitaan huolellisesti samoin kuin
se, ettd kdytetddn spesifisid suojaryhmid niin, ettd saa-
daan haluttu peptidituote. Kaikki aminohapot, joita kéy—.
tetddn valmistettaessa kaavan I mukaisia yhdisteitd ja
joissa on erityisesti valitut suojaryhmdt ja/tai aktivoi-
dut reagoivat ryhmdt, valmistetaan peptidialalta hyvin tun-
netuilla menetelmilld.

Valittuja suojaryhmdyhdistelmid k&ytetddn kaavan I
mukaisten yhdisteiden kokonaissynteesin kussakin vaiheessa.
Ndiden erityisten yhdistelmien on havaittu vaikuttavan ta-
saisimmin. Muutkin yhdistelmdt toimisivat kaavan I mukais-
ten yhdisteiden synteesissd mutta eivdt ehkid yhtd hyvin tu-
loksin. Siten esimerkiksi bentsyylioksikarbonyylid, tert.-
butyylioksikarbonyylid, tert.-amyylioksikarbonyylid, p-met-
oksibentsyylioksikarbonyylid, adamantyylicksikarbonyylid ja
isobornyylioksikarbonyylid voidaan vaihdellen k&yttdid ami-
non suojaryhmind kaavan I mukaisten yhdisteiden synteesis-
sd. Edelleen yleensd kdytetddn bentsyylid (Bzl) tyrosyyli-
ryhmén hydroksin suojaryhmédnd, vaikka muitakin, kuten p-nit-
robentsyylid (PNB), p-metoksibentsyyliid (PMB) ija niiden kal-

taisia voitaisiin hyvin kiyttdi.
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Karboksyylin suojaryhmdt, joita kdytetddn kaavan I

mukaisten yhdisteiden valmistuksessa, voivat olla mitéd

tahansa esterin muodostavia ryhmid, joihin kuuluu esimer-
kiksi meﬁyyli, etyyli, bentsyyli, p-nitrobentsyyli, p-met-
oksibentsyyli, 2,2,2-trikloorietyyli ja niiden kaltaiset.

Sopivasti N-suojatun aminohapon tai peptidiketjun
liittdminen sopivasti karboksyylisuojattuun aminohappoon
tai peptidiketjuun valmistettaessa kaavan I mukaisia yh-
disteitd k&sitt8d aminohapon tai peptidiketjun vapaan kar-
boksyyliryhmdn muuttamisen liittymisreaktion suhteen aktii-
viksi. Tdmd voidaan toteuttaa milld tahansa lukuisista tun-
netuista tavoista. Erds tdllainen aktivointitekniikka si-
sdltdd karboksyyliryhmdn muuttamisen seka-anhydridiksi. Va-
paa karboksyyliryhmd aktivoidaan saattamalla se reagoimaan
toisen hapon kanssa, joka tyypillisesti on hiilihapon joh-
dannainen kuten esimerkiksi sen happokloridi. Esimerkkejd
happoklorideista, joita kdytetdidn seka-anhydridien muodos-
tamiseen ovat etyyliklooriformaatti, fenyyliklooriformaatti,
sek.~butyyliklooriformaatti, isobutyyliklooriformaatti, pi-
valoyylikloridi ja niiden kaltaiset. Ensisijaisesti kady-
tetddn isobutyyliklooriformaattia.

Toinen menetelmd karboksyyliryhmdn aktivoimiseksi
liittymisreaktion toteuttamista varten on sen muuttaminen
aktiiviksi esterijohdannaisekseen, Tdllaisiin aktiivisiin
estereihin kuuluvat esimerkiksi 2,4,5~trikloorifenyylieste-
ri, pentakloorifenyyliesteri, p~nitrofenyyliesteri ja nii-
den kaltaiset. Vieli erds liittdmismenetelmd, jota voi-
daan kdyttda, on hyvin tunnettu atsidimenetelmd.

Ensi sijainen liittymisreaktion toteuttamismenetelmi
kaavan I mukaisten yhdisteiden valmistamiseksi on N,N'~di-
sykloheksyylikarbodi-imidin (DCC) kayttd vapaan karboksyy=~
liryhmdn aktivoimiseksi niin, ettd liittymisreaktio tapah-
tuu. Tdmd aktivointi- ja liittdmistekniikka toteutetaan
kdyttden ekvimolaariset madrdt DCC:td ja aminohappoa tai
peptidiketjua ja se suoritetaan niin, ettd ldsnd on ekvi-

molaarinen md&rd l-hydroksibentsotriatsolia (HBT). HBT:n
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lisndolo vaimentaa haitalliset sivureaktiot, joihin kuuluu

mahdollinen rasemisoituminen.

Valittujen suojaryhmien poisto on tarpeen kaavan I
mukaisten Yhdisteiden valmistuksessa kéytétyn synteesitien
midrdtyissd kohdissa. Tdmd suojaryhmien poisto tapahtuu ta-
vanomaisten suojaryhmdnpoistoreagenssien avulla. Normaalin
peptidisynteesien ammattitaidon omaava kemisti voi helposti
valita tyypillisistd suojaryhmistd ne, Jjotka ovat sopivia
siind mielessd, ettd tuotteen suojauksen selektiivinen pois-
to on mahdollinen siten, ettd aminohapossa tai peptidiket-
jussa olevista suojaryhmistd voidaan poistaa yksi tai useam-
pia mutta ei niitd kaikkia. Ndmd tekniikat ovat hyvin tun-
nettuja peptidikemian alalla. Tdydellisempi kuvaus selektii-
visen suojaryhmdnpoiston tekniikoista, joita vaidaan kdyt-
tdd, on esitetty kirjallisuudessa julkaisussa Schroder ja
Liibke, The Peptides, Vol. I, Academic Press, New York, (1965)
ja varsinkin sen sivuilla 72-~75 esitetyssd taulukossa.

Karboksyylin suojaiyhmien poisto voidaan suorittaa
alkalisella hydrolyysilld. Suhteellisen voimakkaita alkali-
sia olosuhteita, joissa tyypillisesti kdytetddn alkalimetalli-
hydroksideja, kuten natriumhydroksidia, kaliumhydroksidia,
litiumhydroksidia ja niiden kaltaisia, kdytetddn yleensi
suojatun karboksyylin de-ester®innissd. Olosuhteet, jois-
sa hydrolysointi suoritetaan, ovat alalta yleisesti tunnet-
tuja. Monet karboksyylin suojaryhmistd voidaan poistaa myds
katalyyttiselld hydrogenolyysilld, jollainen on esimerkiksi
hydrogenolyysi sellaisen katalyytin kuin palladiumhiilelld
ldsndollessa. Lisdksi niissd tapauksissa joissa karboksyylin
suojaryhmd on p-nitrobentsyyli tai 2,2,2-trikloorietyyli,
voidaan suojaryhmdt poistaa pelkistdmdlld sinkin ja suola-
hapon ldsndollessa.

Monet aminon suojaryhmistd poistetaan kdsittelemdllad
suojattua aminohappoa tai peptidid hapolla, kuten muurahais-
hapolla, trifluorietikkahapolla (TFa), p—-tolueenisulfoni-
hapolla (TSA), bentseenisulfonihapolla (BSA), naftaleeni-

sulfonihapolla ja niiden kaltaisilla, vastaavan happoaddi-



10

15

20

25

30

35

19

tiosuolatuotteen muodostamiseksi. Muiden lohkaisu voi-

daan suorittaa kédsittelemdlld suojattua aminohappoa tai

peptidid HBr:n ja etikkahapon seoksella vastaavan hydro-
bromidihappoadditiosuolan muodostamiseksi. Kulloinkin kdy-
tettdvd menetelmd tail reagenssi riippuu spesifiseen suo-
jauksenpoistoreaktioon osallistuvien aineiden kemiallisis-
ta tai fysikaalisista ominaisuuksista. Saatu happoadditio-
suola voidaan muuttaa farmaseuttisesti sopivammaksi kédsit-
telemdlld sitd sopivalla ioninvaihtohartsilla kuten hart-
seilla DEAE Sephadex A25, Amberlyst A27 ja niiden kaltaisilla.
Hydroksin suojaryhmd8 voidaan sdilyttdd peptidisséd
koko sen valmistusvaiheen ajan ja poistaa viimeisessd syn-
teesivaiheessa yhdessd aminon suojaryhmé&n lohkaisun kanssa.
Riippuen olosuhteista, joita kdytetddn karboksyylin suoja-
ryhmdn poistoon, voidaan hydroksin suojaryhmd kuitenkin pois-
taa aikaisemminkin valmistuksen aikana. Kun karboksyylin suo-
jaryhmd poistetaan alkalisella hydrolyysilld, sdilyy hydrok-
sin suojaryhmé; mutta kun kdytetddn katalyyttistd hydrogeno-
lyysid karboksyylin suojaryhmdn poistamiseksi, lohkeaa myds
hydroksin suojaryhmd. Viimemainittu tilanne ei ole vakava
ongelma, koska kaavan I mukaisten yhdisteiden valmistus voi
tapahtua suojaamattoman tyrosyyliryhmdn ldsndollessa.
Edullinen spesifinen menetelmd kaavan I mukaisten
yhdisteiden valmistamiseksi k&sittdd 2- ja 3-asemien amino-
happoryhmid vastaavan dipeptidin liittdmisen C-pddteryhmd-
aminohappoon, minkd jdlkeen saatu tripeptidi liitetdin N-
pddteryhmdn tyrosiiniin. C-pddteryhmdn aminohappo voi olla
rakenteeltaan sellainen, ettd se sisdltda amidi-, alkoholi-,
eetteri- tai esteriryhmén. Vaihtoehtoisesti se voi sisaltidi
ryhmdn, joka on halutun C-pddteryhmidn edeltdjd. Yleinen reak-
tiojdrjestys on esitetty seuraavassa kaaviossa. Kaaviossa
kirjain 72 tarkoittaa C-pddteryhmdd joko sen lopullisessa
muodossa tal sen edeltdjdnd, symboli AA tarkoittaa amino-
happoryhmdd ja symbolin AA alaviittana oleva numero tar-
koittaa aminohapon paikkaa lopullisena tuotteena olevassa

peptidiketjussa.
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BOC—D-(AA)20H + H-Gly-0Bz|
DCC

/ HBT

BOC-D—(AA) .—Gly-08z|
H
=
P Pd/C

N

BOC—D-(AA);GIy-OH R1—L—~Phe(X)—Z.

DCC
HBT
/

N
BOC-D~(AA)_~G1y—L~(R, YPhe(X)~Z
| TFA

AN V4

BOC—L—Tyr—OH - HO=(AA) ~Gly—L~R )Phe(X)-Z

|

IBCF
NMM
N/

BCC—L—Tyr—D—(AA)z—GIy—L—(R1)Phe(X)—Z

1) TFA

2) DEAE Sephadex A—=2s (Acetate Form)
N/

AcOH - H—L—TyrﬁD—(AA)z—Gly—L—(R1)Phe(X)—Z
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Y114 oleva edustaa vain yvhtd synteesitietd kaavan
I mukaisten yhdisteiden valmistamiseksi. Muita synteesi-
teitd on tietysti myts kdytettdvissd. Erds ndista kdsittad
erikseen valmistetun N-pddteryhmdtripeptidin liitt&misen
erikseen valmistettuun C~pddteryhmédn aminohappoon mitd seu-
raa kaikkien suojattujen ryhmien suojaryhmien poisto so-
pivalla tavalla. Erds muu liuosmenetelmd, jota voidaan kayt-
tdd, kasittdd vaiheittaisen, jadrjestyksessd suoritettavan
yksittdisten aminohappojen lisddmisen peptidiketjun raken-
tamiseksi ldhtien C-pddteryhm8n aminohaposta. Tdssd kdyte-
tddn ylld kuvatun kaltaisia reaktiotekniikkoja samoin kuin
mitd tahansa muita sbpiviksi harkittuja preparatiivisia
synteesiteita.

Tietyiséé kaavan I mukaisissa yhdisteissd yksi tai
useampia ryhmistd R ja Rl on vaihtoehtoisesti alkyyli, al-
lyyli, propargyyli, etyylitiometyyli, 2-fluorietyyli tai
syklopropyylimetyyli. Ndissd tapauksissa kdytetdén sopival-
la tavalla N-substituoitua aminohappoa valmistussynteesisséd.
Mika tahansa N-monosubstituoiduista aminohapoista voidaan
valmistaa seuraavassa esitetylld tavalla kdyttden ldhtdai-

neena N-suojattua aminohappoa:

+

i KH K
BGC—N~( AA)~COCH = B0C-N"~(AA) G0 K
18— CIrOwWnN—s
THF allyyli~-, syklopropyyli-
OMF metyyli-, propargyyli-,
etyylitiometyyli-, 2-
fluorietyyli- tai alkyy-
lihalogenidi, nimittdin
branidi tai jodidi (QQQ
\L/

R
a

! :
BOC—H—{ AA ) —COOH
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Kuten ylld esitetystd synteesitiestd kdy ilmi, kd-

sitellddn aminohappoa ensin kaliumhydridilld sopivan crown-

eetterin l&sndollessa di-anionin aikaansaamiseksi. vali-
tuotetta kdsitellddn sitten sopivalla allyyli-, syklopro-
pyylimetyyli~, propargyyli-, etyylitiometyyli-, 2-fluori-
etyyli- tai alkyylijodidilla halutun N~substituocidun amino-
hapon saamiseksi.

On ilmeistd peptidisynteesien keskitason ammattimie-—
helle, ettid ®{-hiiliatomissa voi tapahtua rasemisoituminen
voimakkaasti alkalisissa olosuhteissa kuten niissd, joita
kdytetddn ylld esitetyssd alkylointimenetelmdssd. Rasemisoi-
tumisaste voi vaihdella riippuen kyseessd olevasta aminoha-
posta. Rasemisoitumista voidaan vdhentdd kdyttdmalld yli-
mddrin alkylointireagenssia ja pitdmdlld reaktioaika mahdol-
lisimman lyhyend., Kuitenkin, vaikkakin ylimddrdistd rasemi-
soitumista tapahtuisi, tuote voidaan puhdistaa uudelleen-
kiteyttdmdlli d(+)~Cd-fenyylietyyliamiinin suolana.

_ Kaavan I mukaisten peptidien C-pdateryhmd8 voidaan
muuttaa hapon amidi-, esteri-, alkoholi- tai eetterijohdan-
naiseksi. Muuttaminen amidiksi suoritetaan aktivoimalla ami-
nohapon karboksyyliryhmd N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidil-
1a (DCC) l-hydroksibentsotriatsolin (HBT) ldsnd ollessa jol-
loin saadaan HBT-esteri. Esteri saatetaan sitten reagoimaan
vedettdmdn ammoniakin kanssa amidin saamiseksi.

C-pddtervhmiestereitd saadaan vastaavista hapoista
alalta hyvin tunnetuilla tavoilla. Muuttaminen primaariksi
alkoholiksi suoritetaan valmistamalla C-pddteaminohapon tai
-peptidin metyyliesteri. Esteri pelkistetddn sitten nat-
riumboorihydridin ja litiumkloridin avulla vastaavaksi pri-
maariksi alkoholijohdannaiseksi.

Eetterit voidaan valmistaa milld tahansa lukuisis-
ta hyvin tunnetuista menetelmistd. Erds ndistd kdsittdd
vastaavan alkoholin k&sittelyn natriumhydroksidia sisdltd-
vidssd vesivdliaineessa alkyylibromidilla, jonka alkyyli-

ryhmd vastaa tarkoitetun eetterin alkyyliosaa.
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Kaavan I mukaiset yhdisteet ovat arvokkaita farma-—
seuttisia aineita. Niilld on analgeettinen teho ja myGs
neuroleptinen teho. Ne ovat erityisen kdyttdkelpoisia ki-
vun lievittdmiseen ja emotionaalisten hdirididen paranta-
miseen annettuina parenteraalisti tai oraalisti imettd-
vdisille, mukaan luettuna ihminen. Kaavan I mukaisten yh-
disteiden erittdin merkittdvd lisdetu on, yhdessi niiden
analgeettisen ja neuroleptisen tehon kanssa, se, ettd niil-
14 on hyvin vdhdinen taipumus aiheuttaa fyysistd riippuvuut-
ta.

Kaavan I mukaisia yhdisteitd voidaan antaa yksistddn
tai yhdessd farmaseuttisesti hyvéksyttévien lisdaineiden
kanssa, joiden osuuden mddrdd yhdisteen liukoisuus ja ke-
miallinen luonne, valittu antotapa ja farmaseuttinen vakio-
kdytdntds.

Edullisia koostumuksia ovat ne, jotka soveltuvat pa-
renteraaliin antoon, siis lihakseen, ihon alle tai laski-
moon. Ndihin kuuluvat steriilit, injektoitavat liuckset ja
suspensiot ja steriilit, injektoitavat depot- ja hitaasti
vapautuvat valmisteet., Erityisen sopivia steriilejd, injek-
toitavia liuoksia saadaan tekemdlld ne isotoniseen suola-
liuokseen tai isotoniseen dekstroosiliuokseen. Steriileji
injektoitavia koostumuksia voidaan valmistaa ja s3dilyttdi
sellaisina tai valmistaa vdlittOmdsti ennen kdyttdd lisdd-
mdlld steriili vdliaine, esimerkiksi vesi, tunnettuun paino-
mddrddn steriilid aineosaa, joka on suljettuna astiaan, esi-
merkiksi lddkepulloseen tai ampulliin, joka sdilyttdid ai-
neosan steriilind. Tunnettu painomddrd steriilid aineosaa
voi sisdltdd myOs steriilid dekstroosia tai natriumklori-
dia sopivan mddrdn isotonisen liuoksen tai suspension ai-
kaansaamiseksi sitten kun steriili vdliaine on lisdtty.

Edullisia koostumuksia ovat myds ne, jotka sopivat
annettavaksi suun kautta, Nditd voidaan valmistaa erilli-
sind yksikkoind, kuten kapseleina, tabletteina ja niiden
kaltaisina, joista jokainen sis&dltd4 ennalta middrdtyn mid-

rdn aktiivista aineosaa. Edelleen niitd voidaan valmistaa
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jauhe- tai raemuotoisina samoin kuin liuoksina tai sus-

pensioina vesipitoisessa tai vedettOmdssd vdliaineessa

tai emulsiona.

Tabletti voidaan valmistaa puristamalla, tavalli-
sesti yhden tai useampien lisdaineiden kanssa yhdessa.
Tabletit valmistetaan puristamalla vapaasti valuvassa muo-
dossa kuten jauheena tai rakeina oleva aktiivinen aineosa
tavallisesti sekoitettuna yhteen tai useampaan muuhun ai-
neosaan, kuten sideaineisiin, luistoaineisiin, inertteihin
laimentimiin, voiteluaineisiin, pinta-aktiivisiin ainei-
siin, puskureihin, makuaineisiin, sakeuttimiin, sdildntd-
aineisiin,hajottamisaineisiin ja niiden kaltaisiin.

Lddkdrit mddrittdvdt kulloinkin sopivan, kaavan T
mukaisen yhdisteen annostuksen. Valitut annostukset vaih=-
televat riippuen antotavasta, kulloinkin annettavasta yh-
disteestd, kdsiteltdvdstd potilaasta ja kdsittelytavasta.
Yleensd annostus kuitenkin vaihtelee alueella noin 0,5 /ug -
noin 2 mg hoidettavan kehon painokilogrammaa kohti ja edul-
lisesti noin 10 /ug - noin 100 /ug painokilogrammaa kohti
kun anto tapahtuu lihakseen tai ihon alle ja noin 0,1 /ug -
noin 200 /ug’hoidettavan kehon painokilogrammaa kohti ja
edullisesti noin 1 Jug - noin 50 /ug kehon painckilogrammaa
kohti kun anto tapahtuu laskimoon. Oraalisti annettuna an-
nostus yleensd vaihtelee noin 100 /ug:sta noin 100 mg:aan
hoidettavan kehon painokilogrammaa 'kohti ja edullisesti noin
500 /ug:sta noin 50 mg:aan kehon painokilogrammaa kohti ja
edullisimmin noin 1 mg:sta noin 10 mg:aan kehon painokilo-
grammaa kohti.

Seuraavat esimerkit on tarkoitettu valaisemaan kaa-
van I mukaisten yhdisteiden valmistusta ja tehoa. Niftd el
ete—tarkoitetturajoittamean—nédiden-aluaetta. Kaikki ly-
henteet, joita naissd esimerkeissd kdytetddn, on maddritel-
ty edelld.

Esimerkki 1

L- (N-metyyli)tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-L—(N-syk-

lopropyylimetyyli)-m-bromifenyylialaniiniamidin ase-

taattisuolan valmistus
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A. NQ(—asetyyli—/3~syaani—D,L—m—bromifenyyliala—

niini, etyyliesteri

Mekaanisesti sekoitettuun suspensioon, jossa oli
16,8 g (0,35 mol) natriumhydridid (50 % mineraalidljyssd)
260 ml:ssa kuivaa THF:a, lisdttiin huoneen ldmp&tilassa
pienind erind 59,56 g (0,35 mol) etyyliasetamidosyaani-
asetaattia. Liuos, jossa oli 87,48 g (0,35 mol) m-bromi-
bentsyylibromidia 50 ml:ssa THF:a (kuivaa), lisdttiin ti-
poittain reaktioseokseen. Seosta jddhdytettiin aluksi lie-—
vdsti ja sen jdlkeen sitd sekoitettiin huoneen ldmp&tilassa
72 tuntia, jonka jdlkeen sitd kuumennettiin palautusjddah-
dyttden 4 tunnin ajan. Sitten seos jddhdytettiin huoneen
lémp&tilaan ja lisdttiin 80 ml etyylialkoholia. Seosta se-
koitettiin vield 30 minuuttia ja kaadettiin sitten l-nor-—
maaliseen HCl:ddn. Vesipitoista seosta uutettiin etyyli-
asetaatilla ja etyyliasetaattikerros erotettiin ja pestiin
perdkkdin vedelld, 1 N natriumbikarbonaatilla ja vedellsa.
Etyyliasetaatti kuivattiin natriumsulfaatilla ja vikevditiin
tyhjossd 6ljyksi (107 g).

NMR & 2,0 (asetyyli), 3,4-3,5 (metyleeni) ja 7,1-7,5
(m-bromifenyyli).

B. D,L-m-bromifenyylialaniini

Vaiheesta A saatu tuote (107 g, 0,32 mol) suspendoi-~-
tiin liuokseen, jossa oli 58,8 g (1,47 mol) natriumhydrok-
sidihelmid liuotettuna 220 ml:aan vettd. Saatua seosta kei-
tettiin palautusjddhdyttden 24 tuntia. Seos jddhdytettiin
sitten huoneen ldmpdtilaan ja pH sdddettiin arvoon 6,5 6-
normaalisella HCl:1lla. Muodostunut sakka otettiin talteen
ja kuivattiin, jolloin saatiin 41,01 g (53 %) otsikkoyhdis-
tettd.

C. NO{

200 ml:aan trifluorietikkahappoa lisdttiin 46,53 g

-trifluoriasetyyli-D,L-m-bromifenyylialaniini

(0,19 mol) D,L-m~bromifenyylialaniinia. Seos jddhdytettiin
0°C:een ja 29,3 ml (0,21 mol) trifluorietikkahappoanhydridia

lisdttiin 5 minuutin kuluessa. Saatua liuosta sekoitettiin
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0°C:ssa 1,5 tuntia. Seosta sekoitettiin kolme tuntia huo-
neen lampédtilassa minkd jdlkeen se vdkevditiin tyhjdssa.
Jdannds laimennettiin 400 ml:lla vettd ja muodostunut sak-
ka otettiin talteen ja kuivattiin. Kiinted aine kiteytet-
tiin eetterin ja petrolin seoksesta, jolloin saatiin 28,4 g
(44 %) otsikkovhdistettd.

Analyysi, laskettu C,,H,NO,BrF.,:1le (340,1):

1179773 3
C 38,85, H 2,67, N 4,12
Todettu: C 39,09, H 2,46, N 4,32

D. L-m-bromifenyylialaniini

500 ml:aan vettd lisdttiin 28 g (0,082 mol) vaihees=-
sa C saatua tuotetta. Seosta sekoitettiin ja lisdttiin 2 N
NaOH:ta kunnes saatiin kirkas liuos (pH 7,2). Lisdttiin karb-—
oksipeptidaasi A:ta (25 mg) ja liuos pidettiin 37°C:ssa ter-
mostaattisesti valvotun vesihauteen avulla ja pH:ssa 7,2 ra-
diometrisen pH-sddtimen avulla. Kun oli sekoitettu lievdsti
viiden pdivdn ajan liuos sdddettiin pH-arvoon 5,0, lisdt-—
tiin hiiltd ja seos suodatettiin. Suodoksen pH sdddettiin
arvoon 3,0 l1-normaalisella HCl:11ld ja uutettiin kolmesti
etyyliasetaatilla. Vesipitoisen liuoksen pH sdddettiin sit-
ten arvoon 7,0 2N NaOH:1lla ja vakev®itiin tyhjOssd kunnes
L-isomeeri alkoi kiteytyd. Seoksen annettiin sitten jd&htyd
huoneen lampdtilaan. Muodostunut sakka otettiin talteen ja
kuivattiin, jolloin saatiin 10,9 g (109 %) otsikkoyhdistetti.

E. N® -tert.-butyylioksikarbonyyli-L-m-bromifenyyli-=

alaniini

Seokseen, jossa oli 25 ml tert.-butyylialkocholia ja
20 ml vettd, lisdttiin 9,9 g (0,041 mol) vaiheesta D saatua
tuotetta ja sen jdlkeen 20,5 ml (0,04) mol) 2N NaOH:ta ja
8,9 g (0,041 mol) di-tert.-butyylikarbonaattia. Seosta se-
koitettiin huoneen lampdtilassa viisi tuntia, minkd jdlkeen
lisdttiin 150 ml vettd. Vesipitoista seosta uutettiin eet-
terilld. Vesipitoinen kerros tehtiin sitten happameksi pH-
arvoon 2,5 kylm&lld 1IN HCl:11& ja uutettiin eetterilld.

Eetterikerros uutettiin vedelld, kuivattiin magnesiumsulfaa-
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tilla ja haihdutettiin tyhjdssd 6ljyksi. 0ljy liuotettiin

‘petrolieetteriin ja sen annettiin seistd yli yOn 4°C:ssa.

Muodostuneet kiteet otettiin talteen ja kuivattiin, jol-
loin saatiin 11,3 g (80 %) otsikkoyhdistettd, sp. 124-125°C.
/D(/é5 +16,7° (¢ = 1,0, EtOH)
Analyysi, laskettu C, ,H,,NO,Br:1lle (344):

14718 4
_ C 48,85, H 5,27, N 4,07
Todettu: C 49,25, H 5,59, N 4,04

F. N°<—tert.—butyylioksikaronXyli—L-m—bromifenyyli-_

alaniiniamidi

50 ml:aan dimetyyliformamidia lisdttiin 11,5 g (0,033
mol) NDQ—tert.—butyylioksikarbonyyli-L~m—bromifenyylialanii—
nia. Seos jddhdytettiin -15°C:een ja lis#ttiin 3,63 ml
(0,033 mol) NMM ja 4,33 ml (0,33 mol) isobutyylikloorifor-
maattia. Seosta sekoitettiin -15%C:ssa viisi minuuttia, min-
kd jdlkeen vedetdntd ammoniakkia (kaasuna) kuplitettiin
reaktioseokseen yhden tunnin ajan. Seosta sekoitettiin vie-
18 neljd tuntia -15%°C:ssa. Seos kaadettiin sitten seokseen,
jossa oli murskattua jddtd 1N natriumbikarbonaatissa. Saa-
tu vesipitoinen liuos uutettiin etyyliasetaatilla. Orgaani-
nen kerros erotettiin ja uutettiin perdkkdin vedelld, 1,5 N
sitruunahapolla ja vedelld. Orgaaninen faasi kuivattiin mag-
nesiumsulfaatilla ja vdkevditiin tyhj®dssd kiintedksi aineek-
si. Kiinted aine trituroitiin eetterilld ja muodostunut sak-
ka otettiin talteen ja kuivattiin, jolloin saatiin 11,3 g
(100 %) otsikkoyhdistettd, sp. 146-147°C.

/o /5> +9,8°% (¢ = 0,5, MeOH)

Analyysi, laskettu C14H19N203Br:lle (343,2):
C 48,99, H 5,58, N 8,16
Todettu: C 48,85, B 5,33, N 7,91

G. L-m-bromifenyylialaniiniamidi, hydrokloridisuocla

60 ml:aan juuri valmistettua 1N HCl (kaasu) jddeti-
kassa, joka sisdlsi 5 ml anisolia, lisdttiin 11,1 g (0,032

mol) vaiheen F tuotetta. Seosta sekoitettiin huoneen ldmps-
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tilassa 30 minuuttia. Seos kaadettiin sitten eetteriin ja
muodostunut sakka otettiin talteen ja kuivattiin, jolloin
saatiin 8,75 g (98 %) otsikkoyhdistettd.

/o(/2 +13,46° (c = 0,5, MeOH).

Analyysi, laskettu C, H,,N,OCiBr:1lle (279,6):

971272
C 38,67, H 4,33, N 10,02
Todettu: Cc 38,55, H 4,41, N 10,00.

H. N°<—sykloprogyylimetyyli—L-m-bpqmifenny;gla—

~niiniamidi

50 ml:aan vedetdntd etanolia lisdttiin 4,2 g (0,015
mol) vaiheen G tuotetta ja sen jdlkeen 5,04 g (0,06 mol) kiin=-
tedd vedetdntd natriumbikarbonaattia ja 2,04 g (0,015 mol)
syklopropyylimetyylibromidia. Seosta keitettiin palautus-
jddhdyttden seitsemdn tuntia. Seos haihdutettiin sitten tyh-
jossd 6l1ljyksi. Oljy liuotettiin 20 ml:aan kloroformia ja saa—
tettiin 3 % 40 cm:n pylvddseen, jossa oli Grace and Davison
grade 62 piigeeli kloroformissa. Tuote eluoitiin vaihegra-
dientin noustessa 10 %:iseen metanoliin. Tuote eristettiin
talteen otettujen fraktioiden ohutkerroskromatografiapro-
fiilin mukaisesti, jolloin saatiin 2,2 g (49 %) otsikkoyh-
distettd.

NMR & 1,6 (-NH-) ja 7,0-7,4 (m-bromifenyyli) .

I. N% —tert.-butyylioksikarbonyyli-D-alanyyligly-

syyli-L— (NX -syklopropyylimetyyli) -m-bromifenyy-

lialaniiniamidi

40 ml:aan dimetyyliformamidia lisdttiin 2,1 g (7,1 mol)
vaiheen H tuotetta. Seos jddhdytettiin 0°C:een ja lisdt-
tiin 1,87 g (7,1 mmol) NX -tert.-butyylioksikarbonyyli-D~
alanyyliglysiinid ja sen jdlkeen 0,96 g (7,1 mmol) HBT ja
1,46 g (7,1 mmol) DCC, Seosta sekoitettiin 0°C:ssa nelja
tuntia ja sitten huoneen lampdtilassa 72 tuntia. Seos jddh-
dytettiin sitten 0°C:een, muodostuneet sakat poistettiin
suodattamalla ja suodos haihdutettiin tyhjdssd. Jd44nnoés
liuotettiin etyyliasetaattiin ja liuosta uutettiin perak-
kdin 1 N natriumbikarbonaatilla, vedelld, 1,5 N sitruuna-

hapolla ja vedelld. Orgaaninen faasi kuivattiin sitten mag-



10

15

2Q

25

3Q

29

nesiumsulfaatilla ja haihdutettiin tyhj&ssd 6ljyksi, jol-

-loin saatiin 1,5 g (40 %) otsikkoyhdistettd.

J. N°<—tert.~butyylioksikarbonyyli—N‘XHmetyy;i—L-

tyrosyyli-D—alanyyliglysyyli-L—(ch~syklopropyy-‘

limetyyli)-m-bromifenyylialaniiniamidi

50 ml:aan trifluorietikkahappoa, joka sisdlsi 5 ml
anisolia, lisdttiin 1,5 g (2,9 mmol) vaiheen I tuotetta.
Seosta sekoitettiin 0°C:ssa 30 minuuttia ja haihdutettiin
tyhjOssd lammittamdattd. Muodostunut 6ljy laimennettiin eet-
terilld. Emdliuos dekantoitiin ja jdljelle jddnyt &ljy kui-
vattiin tyhjdssd.

15 ml:aan dimetyyliformamidia lisdttiin 0,856 g
(2,9 mmol) NX -tert.-butyylioksikarbonyyli=N< -netyyli-IL-
tyrosiinia. Seos jdihdytettiin -15°C:een ja 0,32 ml (2,9
mmol) NMM ja 0,38 ml (2,9 mmol) IBCF lisdttiin nopeasti sa-
malla sekoittaen. Sekoittamista jatkettiin ~15°C:ssa sind
aikana kun valmistettiin seuraava:

Y114 saadun tripeptidin TFA-suola liuvotettiin 10 ml:
aan DMF:a. Seos j#ihdytettiin 0°C:een ja 0,32 ml (2,9 mmol)
NMM lisdttiin yhtend eradnd. Liuosta sekoitettiin tdydelli-
sen reaktion varmistamiseksi. Muodostunut seos lisdttiin
sitten edelld valmistettuun seka—-anhydridiliuokseen. Saatua
seosta sekoitettiin ~15°C:ssa 4 tuntia. Seoksen annettiin
sitten hitaasti ldmmetd huoneen l8mpdtilaan ja sekoittamis-—
ta jatkettiin yli y86n. Seos kaadettiin sen jdlkeen 1 N nat-
riumbikarbonaattiin ja saatua vesipitoista liuosta uutettiin
etyyliasetaatilla. Orgaaninen faasi erctettiin ja uutettiin
perdkkdin vedelld, 1,5 N sitruunahapolla ja vedelld. Etyyli-
asetaatti kuivattiin sitten magnesiumsulfaatilla Ja vdke-
voitiin tyhj6ssd 6ljyksi (1,6 g). Oljy liuotettiin aseto~
niin ja vietiin preparatiivisille ohutkerroslevyille. Levyt
eluoitiin kloroformin ja metanblin 9:1 seoksella. Paiakompo-
nentti leikattiin TLC-levyiltd ja eluoitiin silikageeliltd,

jolloin saatiin 0,8 g (39 %)otsikkoyhdistettd.
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K. N°<—metyyli—L—tyrosyyli—D—alanyyliglysyyli—

L- (NX -syklopropyylimetyyli)-m-bromifenyyliala-—

niiniamidi, asetaattisuola

15 ml:aan TFA, joka sisdlsi 3 ml anisolia, lisdttiin
0,8 g (1,2 mmol) vaiheen J tuotetta. Seosta sekoitettiin 0°c:
ssa 30 minuuttia, minkd jdlkeen se jdddytyskuivattiin., Muo-
dostunut kiinted aine liuotettiin 9,0 ml:aan 0,1 M ammonium-
asetaattiliuosta, joka sisdlsi 3] % asetonitriilid. Liuos
vietiin 4 x 72 cm:n Cls—kéénteisfaasipiigeeli—HPLC—pylvéa—
seen. Ajo pylvddn ldpi suoritettiin 4,2 kg/cmz:n paineella
ja eluaattia tarkkailtiin 280 nm:ssa. Sopivat fraktiot yh-
distettiin ja lyofilisoitiin. Saatu kiinted aine liuotettiin
0,2 M etikkahappoon (10 ml) ja liuos vietiin 2,5 x 100 cm:n
G-10 Sephadex-pylvddseen, joka o0li ensin tasapainotettu sa-
malla liuottimella. Eluaattia tarkkailtiin 280 nm:ssa ja

'sopivat'fraktiot yhdistettiin ja lyofilisoitiin, jolloin

saatiin 773 mg (97 %) otsikkoyhdistettd.
/o /5 46,64 (c = 0,5, 1 N HCI)

Analyysi} laskettu C3OH4ON507Br:lle (662,6) :
C 54,38, H 6,09, N 10,57
Todettu: C 54,30, H 5,99, N 10,28
Aminohappoanalyysi: Ala 0,97, Gly 1,03, NH3 0,99
Muita yhdisteitd, jotka on valmistettu esimerkin 1
mukaisella menetelmdlld, ovat seuraavat:

Esimerkki 2

L-(N-metyyli)tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-L-(N-etyy~

li)-m-bromifenyylialaniiniamidi, asetaattisuola
/o/2 +7,1° (c = 0,5, 1 N HCL).

Analyysi, laskettu C28H38N507Br:lle (363,5):
¢ 52,83, H 6,02, N 11,00
Todettu: C 53,09, H 6,13, N 11,18

Aminohappoanalyysi: Ala 0,99, Gly 1,01, NH, 1,04

3
Esimerkki 3

L-tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-L-(N-etyyli)-m-bromi-

fenyylialaniiniamidi, asetaattisuola
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/X /2°-8,3° (c = 0,5, 1 N HCL)

Analyysi, laskettu C27H36N507Br:lle (623):
¢ 52,09, H 5,83, N 11,25

Todettu: Cc 52,13, H 6,09, N 11,39

Aminohappoanalyysi: Tyr 1,01, Ala 0,99, Gly 0,99,

1,01.

Esimerkki 4

L- (N-metyyli) tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-L-(N=-

etyyli)—m—me%yylifenyylialaniiniamidi, asetaatti-

suola
P

/ X /5> +9,2° (¢ = 0,5, 1 N HCL).

Analyysi, laskettu C29H41N507:lle (571,7) :
Cc 60,93, H 7,23, N 12,25

Todettu: Cc 60,68, H 7,00, N 12,46

Aminohappoanalyysi: Ala 0,98, Gly 1,02, NH

Esimerkki 5

3 0,96.

L-tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-L—-(N-etyyli)-m-kloo-

rifenyylialaniiniamidi, asetaattisuola
/o(/]z)5 ~13,7° (¢ = 0,5, 1 N HC1).

Analyysi, laskettu C27H36N5O7Cl:lle (578,1) :

c 56,10, H 6,28, N 12,12
Todettu: C 55,84, H 6,37, N 12,35
Aminohappoanalyysi: Tyr 1,02, Ala 0,99, Gly 0,98,

0,88.

Esimerkki 6

L—(N—metyyli)tyrosyyli—D—alanyyligllsyyli—L-(N-epyy—

li)-m-kloorifenyylialaniiniamidi, asetaattisuola

/(75 =9,2° (¢ = 0,5, 1 N HCL).

Analyysi, laskettu C28H38N5O7Cl:lle (592,1):
C 56,80, H 6,47, N 11,83

Todettu: ¢ 57,11, H 6,45, N 12,15.

Aminohappoanalyysi: Ala 0,99, Gly 1,00, NH, 1,01.

3
Esimerkki- 7

L-tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-L-(N-etyyli)-m—jodi-
fenyylialaniiniamidi, asetaattisuola
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/&/2° ~14,0° (¢ = 0,5, 1 N HCl).
Analyysi, laskettu C27H36N507I:lle (669,5) :
C 48,44, H 5,42, N 10,46
Todettu: C 48,40, H 5,25, N 10,66.
Aminohappoanalyysi: Tyr 1,01, Ala 0,99, Gly 0,99,
1,05.

Esimerkki 8

NH3

L—-tyrosyyli-D~alanyyliglysyyli-L- (N-syklopropyyli=

metyyli) -m-jodifenyylialaniiniamidi, asetaattisuola
/c></]§b +1,18° (¢ = 0,5, 1 M CH,COOH).

Analyysi, laskettu C29H38N507I:lle:

¢ 50,08, H 5,51, N 10,07
Todettu: c 50,00, H 5,22, N 10,23
Aminohappoanalyysi: Tyr 0,99, Ala 1,01, Gly 0,99,

NH3 0,95,

Esimerkki 9

L- (N-metyyli) tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-L~ (N-syk—

lopropyylimetyyli)-m-jodifenyylialaniiniamidi, ase-

taattisuopla.

25
/o /5 +0,787° (e = 0,5, 1 M CH,COOH) .
Analyysi, laskettu C, H, N_O,I:1lle:

307407577
c 50,78, H 5,68, N 9,81
Todettu: C 50,50, H 5,40, N 9,88.

Kaavan I mukaisten yhdisteiden analgeettinen aktiivi-
suus osoitetaan hiiren kuumalevy-kokeella. Tdssi kokeessa
kdytetddn pystysuoraa akryylisylinterid, jonka pohjana on
kuuma levy, Jjoka pidetddn 529C:ssa. Hiirelle annetaan ihon-
alaisena ruiskeena ennalta mddrédtty mddrd tutkittavaa yh-
distettd liuotettuna tai suspendoituna sopivaan kantajaan
ja 15 minuuttia sen jdlkeen kun tutkittavaa yhdistettd on
annettu hiiri pannaan kuumalle levylle. Mitataan sekuntei-
na aika, Joka kuluu ennen kuin hiiri hyppdd kuumalta levyl-
td. Aine, jolla on analgeettista aktiivisuutta, saa aikaan
tdmdn ajan pitenemisen verrattuna vastaavaan aikaan hiirilli,
jotka saavat vain kantaja-alnetta. Tdman tdytyy tapahtua

annostusalueella, joka el aiheuta lihasten yhteistoiminnan
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hdiridtd tai motorista kykenemdttOmyyttd. Seuraavassa

taulukossa I on annettu tdssd kokeessa saadut ED_. .-arvot.

50

Ilmaisulla "ED.." tarkoitetaan annostusta, joka saa ai-

50
kaan kivuntunnottomuuden 50 %:1la tutkittavista hiiristd.

 Kivuntunnottomuus middritellddn tutkittavaa yhdis-
tettd kdytettdessd saatuna hypyn viivdstymisaikana, joka
on vyhtd suuri tai suurempi kuin verrokkien vastaava aika
plus kaksinkertainen standardihajonta. Prosenttiset kivun-

tunnottomuusarvot muutetaan probiteiksi ja ED.,-arvot las-

ketaan regressicanalyysin avulla annostus-vasigarvoista.
Jokaisella annostus-vaste-kdyr&dlld tdytyy olla ainakin
neljd pistettd ja Jjokaisen pisteen tdytyy olla middritetty
kdyttden vdhintddn kymmentd kdsiteltyd hiirtd ja kymmenta

verrokkihiirta.

Taulukko 1

Analgeettinen aktiivisuus, kuumalevykoe
Yhdiste EDSO’ mg/kg
Esimerkki 1 1,2 x 1077
Esimerkki 2 0,003
Esimerkki 3 0,0049
Esimerkki 4 0,003
Esimerkki 5 0,0003
Esimerkki 6 0,0018
Esimerkki 7 0,0019

Lisdksi kaavan I mukaisilla yhdisteilld on vidhdinen
taipumus aiheuttaa fyysistd riippuvuutta. Tdmd osoitetaan
hiiren liikkuvuuskokeella (locomotor activity test). Yhdis-

teen taipumuksella aiheuttaa fyysistd riippuvuutta on ha-

vaittu olevan hyvd korrelaatio sen kykyyn lisdti hiiren 1liik-
kuvuutta, vrt. Goldstein et al., The Journal of Pharmacolo-
gy and Experimental Therapeutics 169, 175-184 (1969), Rethy
et al., The Journal of Pharmacology and Experimental Thera=-
peutics 176, 472-476 (1971), ja Brase et al., The Journal of
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Pharmacology and Experimental Therapeutics 201(2), 363-

374 (1977).

Hiiren liikkuvuus mitataan kdyttden sylinterimdisid
metalliverkosta tehtyjd hdkkejd, jotka ovat 5,1 cm (2")
korkeat ja halkaisijaltaan 27,9 cm (11"). Kuusi hdkkid sul-
jetaan ilmastoituun, dédnieristettyyn kammioon, jossa on ta-
sainen valaistus. Valonsdde suunnataan hidkin keskuksen 1ld-
pi vastakkaisella puolella olevaan valokennoon. Kaksi hiir-
td sijoitetaan kuhunkin hdkkiin tunnin ajaksi niin ettd
ne mukautuvat ympdristd&n. Viidelle hiiriparille injektoi-
daan sitten ihonalaisesti ennalta miidrdtty annos tutkittavaa
yhdistettd yhden parin saadessa suolaliuoskantajaa, jossa
el ole tutkittavaa yhdistettd. Hiiret pannaan takaisin vas-
taaviin hdkkeihin kolmen tunnin ajaksi. Rekisterdiddan puls-
sien lukumd&rd kunkin 15 minuutin kuluessa sekd niiden koko-
naismddrd kolmen tunnin ajalta. Jokainen valonsdteen katkea-
minen rekisterdityy pulssina.

Seuraavassa taulukossa II on annettu pulssien koko-
naismddrédn keskiarvo kullekin kymmenen hiiren ryhm&lle, jot-
ka tutkittiin kdyttden tiettyd yhdistettd ja annostusta.

On ilmeistd, ettd verrattuna vastaaviin aikaisemmin tunnet-
tuihin yhdisteisiin, kaavan I mukaiset yhdisteet aiheutta-

vat olennaisesti vahemmdn liikkuvuutta.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd yleisen kaavan

R
!
R=Tyr—A—G 1 y—N-CH=Z
!

CHz
1

//.\

ﬂ I (1)

N
mukaisen yhdisteen ja sen farmaseuttisesti hyvdksyttlvien
myrkyttdmien happoadditiosuolojen valmistamiseksi, jossa
kaavassa R on vety, metyyli, etyyli, syklopropyylimetyyli
tai allyyli; A on radikaali D-aminohaposta, joka on jokin
hapoista Ala, Abu, Nva, Val, Nle, Leu, Ile, Gly(Al), Gly
(Cp), Met, Cys(Me), Met(O), Cys (Me) (0), Ser, Thr ja Hse;
Rl on primaarinen Cl—CB—alkyyli, syklopropyylimetyyli, al-
lyyli, etyylitiometyyli, 2-fluorietyyli tai propargyyli;
X on bromi, jodi, kloori, metyyli, trifluorimetyyli tai
metoksi; ja Z on —CH20R
0 O

2'

-é—NH2 tai ~E—OR3, jossa R, on vety, asetyyli tai asetoksi-
metyyli ja Ry on Cl—C3-alkyyli; tunnettu siitd, ettd
lohkaistaan suojaryhmdt vastaavasti suojatusta kaavan I mu-
kaisesta yhdisteestd suojaryhmid poistavalla aineella.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd L-(N-
metyyli) tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli~L- (N-syklopropyyli-~
metyyli)-m-bromifenyylialaniiniamidin valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd ch—tert.-butyylioksikarbonyy—
li—NG(—metyyli-L—tyrosyyli—D—alanyyliglysyyli—L-(Nc(—syklo~
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propyylimetyyli)-m-bromifenyylialaniiniamidi saatetaan
reagoimaan trifluorietikkahapon kanssa.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd L-(N-
metyyli)tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-L- (N-etyyli)-m-bromi-
fenyylialaniiniamidin valmistamiseksi, t unnet tu
siitd, ettd N°<—tert.—butyylioksikarbonyyli—N°(-metyyli-
L-tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-L- (N —etyyli) -m-bromife-
nyylialaniiniamidi saatetaan reagoimaan trifluorietikka-
hapon kanssa.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd L-tyro-
syyli-D-alanyyliglysyyli-L- (N-etyyli)-m-bromifenyylialanii-
niamidin valmistamiseksi, t unne t tu siitd, ettd N¥X -
tert.-butyylioksikarbonyyli-L-tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-
L- (NX -etyyli)-m-bromifenyylialaniiniamidi saatetaan rea-
goimaan trifluorietikkahapon kanssa. '

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid L=~ (N-
metyyli)~tyrosyyli-D~alanyyliglysyyli~L- (N-metyyli)-m-me-
tyylifenyylialaniiniamidin valmistamiseksi, t unne t t u
siitd, ettd N -tert.-butyylioksikarbonyyli-NX -metyyli-L-
tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-L- (N -metyyli)-m-metyylifenyy-
lialaniiniamidi saatetaan reagoimaan trifluorietikkahapon
kanssa.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd L~tyro-
syyli-D-alanyyliglysyyli-L-(N-etyyli)-m-kloorifenyylialanii-
niamidin valmistamiseksi, t unne t t u siiti, ettd NX -
tert.-butyylioksikarbonyyli-L-tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-
L~ (NX —etyyli)-m-kloorifenyylialaniiniamidi saatetaan rea-
goimaan trifluorietikkahapon kanssa.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd L- (N-
metyyli) tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-L-(N-etyyli)-m-kloori-
fenyylialaniiniamidin valmistamiseksi, tunn e t tu sii-
fé, ettd N?X—tert.—butyylioksikarbonyyli—N°<—metyyli—L—tyro—
syyli—D~alanyyligiysyyli~L—(NCX-etyyli)—m—kloorifenyyli—
alaniiniamidi saatetaan reagoimaan trifluorietikkahapon

kanssa.
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8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi L-ty-
rosyyli-D-alanyyliglysyyli~L-(N-etyyli)~-m-jodifenyyli-
alaniiniamidin valmistamiseksi, t un ne t £t u siiti,
ettd NX -tert.-butyylioksikarbonyyli-L-tyrosyyli-D-ala-
nyyliglysyyli-L-(N¥X -etyyli)-m-jodifenyylialaniiniamidi
saatetaan reagoimaan trifluorietikkahapon kanssa.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd L-tyro-

- syyli-D-alanyyliglysyyli-L—(N-syklopropyylimetyyli)-m~jo-

difenyylialaniiniamidin valmistamiseksi, t unne t t u
siitd, ettd NX-tert.-butyylioksikarbonyyli-L-tyrosyyli-
D-alanyyliglysyyli-L-(NX -syklopropyylimetyyli)-m-jodifenyy-
lialaniiniamidi saatetaan reagoimaan trifluorietikkahapon
kanssa.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd L~ (N~
metyyli) tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-L~ (N-syklopropyylimetyy=-
li)—m-jodifenyylialaniiniamidin valmistamiseksi, t un n e t-
t u siitd, ettd NX-tert.-butyylioksikarbonyyli-NX-metyy-—
li-L-tyrosyyli-D-alanyyliglysyyli-L- (NX -syklopropyylimetyy-
li)-m~jodifenyylialaniiniamidi saatetaan reagoimaan trifluo-

rietikkahapon kanssa.
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Patentkrav:

1. Forfarande fo6r framstdllning av en fdrening med

den allm3nna formeln

R
|
R~Ty r—A—G | y—=N—CH—7
|
CHz
{

/
1

AN

e

N

AN

[ ]
[ ]
och farmaceutiskt godtagbara, giftfria syraadditionssalt diar-
av, varvid R dr vdte, metyl, etyl, cyklopropylmetyl eller
allyl;

A dr en rest av en D-aminosyra, vilken valts bland Ala,
Abu, Nva, val, Nle, Leu, Ile, Gly(Al), Gly(CP), Met, Cys(Mej,
Met (0), Cys (Me) (0), Ser, Thr och Hse;

Ry ar Cl—C3—primér alkyl, cyklopropylmetyl, allyl, etyl-
tiometyl, 2-fluoretyl eller propargyl;

X &r brom, jod, klor, metyl, trifluormetyl eller metoxi;

och
0 0
Z Ar —CHZORZ, -CFNHZ eller —C—OR3, vari R, dr vdte,
acetyl eller acetoximetyl och R, ar Cl—CB—alkyl; Kk dnne -

t ecknat dirav, att blockeringsgrupperna spjdlks fran
den motsvarigt skyddade fdreningen med formeln I, med ett
avblockeringsmedel.

2. Forafarande enligt patentkravet 1 f&r framstdllning
av L- (N-metyl)~tyrosyl-D-alanyl-glycyl-L~(N-cyklopropylmetyl)-
m—bromfenylalaninamid, kdnnetecknat dirav, att
NJ:—t-butyloxikarbonyl-N*Lmetyl-L-terSyl—D—alanyl-glycyl—L—
(4

fluordttiksyra.

-cyklopropylmetyl)-m-bromfenylalaminamid reageras med tri-
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3. Férfarande enligt patentkravet 1 for framstdllning
av L-(N-metyl)tyrosyl-D-alanyl-glycyl-L-(N-etyl)-m-bromfenyl-
alaninamid, k d nne t ecknat ddrav, att Nd—t—buryloxi—
karbonyl—NX—metyl—L—tyrosyl—Dfalanyl—glycyl—L~(Nq?etyl)—mm
bromfenylaianinamid reageras med trifluordttiskyra.

4. Forafarande enligt patentkravet 1 fOr framstdllning
av L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-L-(N-etyl)-m-bromfenylalaninamid,
kd&nnetecknat ddrav, att Nq—t—butyloxikarbonyl—L—
tyrosyl—D—alanyl~glycyl~L—(Nq—etyl)—m—bromfenylalaninamid rea-
geras med trifluordttiksyra.

5. F&rfarande enligt patentkravet 1 f6r framst&llning
av L-(N-metyl)-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-L- (N-metyl) -m-metyl=-
fenylalaninamid, k @&nnetecknat dirav, att N¥-t-
butyloxikarbonyl—Nq-metyl—L-tyrosyl—D~alanyl—glycyl—L-(NX—
metyl)-m-metylfenylalaninamid reageras med trifluordtdiksyra.

6. F6rfarande enligt patenkravet 1 for framstdllning
av L-tyrosyl-D-alanyl~-glycyl-L- (N-etyl)-m~klorfenyl-alani~-
namid, k dnnetecknat ddrav, att NX-t-butyloxikar-
bonyl-L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-L- (N¥etyl)-m-klorfenylalani-
namid reageras med trifluoré&ttiksyra. ‘

7. Forfarande enligt patentkravet 1 for framstdllning
av L- (N-metyl)-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-L- (N-etyl)-m-klorfe-
nylalaninamid, k dnnetecknat dirav, att NX-t-hutyl-
oxikarbonyl-N%-metyl-L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-L~ (NX-etyl)-
m-klorfenylalaninamid reageras med triflurdttiksyra.

8. Forfarande enligt patentkravet 1 £0r framstdllning
av L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-L-(N~etyl)-m-jodfenylalaninamid,
k&€nnetecknat dirav, att M-t-butyloxikarbonyl-L-
tyrosyl-D-alanyl-glycyl-L~ (N9~etyl)-m-jodfenylalaninamid
reageras med'trifluoréttksyra.

9. F6rfarande enligt patentkravet 1 f8r framstdllning
av L-tyrosyl-bralanyl-glysyl-L-(N-cyklopropylmetyl)-m-jodfe~
nylalaninamid, k dnnetec¢knat dirav, att qut—buty—
loxikarbonyl-L-tyrosyl-b-alanyl-glycyl-L- (NX-cyklopropylmetyl)~
m-jodfenylalaninamid reageras med trifluordttksyra.
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10. Férfarande enligt patentkravet 1 f£0r framstdllning
av L-(N-metyl)tyrosyl-D-alanyl-glycyl-L~(N-cyklopropylmetyl) -
m-jodfenylalaninamid, k &nne tecknat dirav, att
NY-t-butyloxikarbonyl-N¥-metyl-L~tyrosyl-Dsalanyl-glycyl-L-
(N ~cyklopropylmetyl)-m~-jodfenylalaninamid reageras med tri-

fluordttiksyra.
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