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Uudet peptidijohdannaiset - Nya peptidderivat

Esilldoleva keksintd koskee uusia lipopeptideitd ja erityi-

sesti kaawvan I mukaisia yhdisteitd

R3.

Rl—co—o~§§
Rl—CO—O—éﬁ
CH, . . I
S
t
CH :
L) l*z R
R,CO~NH-CH-CO-X * = d
% = R tai S

Jessa Ry ja R, tarkoittavat kumpikin tyydytettyd tai tyydyttéma-
tdntd, alifaattista tal seka-alifaattis~sykloalifaattista, mahdol-
lisesti mySs happifunktiolla substituoitua hiilivetytdhdettd, jos-
sa on 11-21 C-atomia, R3 tarkoittaa vetyd tai tdhdettd Rl—CO—O—CH2-
jossa R, tarkoittaa samaa, ja X tarkoittaa peptidisidottua luonnol-
lista alifaattista aminohappoa,jossa on. vapaa, esterbity tal ami-

doitu karboksyyliryhm&, tai 2-10 luonnollisen alifaattisen amino-



hapon aminohapposarjaa, joiden terminaalinen karboksyyliryhm& on
vapaassa, esterOidyssd tail amidoidussa muodossa, jol%oin # vast. ¥
merkityt asymmetria-keskukset omaavat absoluuttisen ﬁL vast. S5- tai
R-konfiguraation, ja mahdollisesti C %*-atomeissa epimeeristen R-
ja S-yhdisteiden seoksia, ja mahdolli;esti ndiden vhdisteiden suolc
ja ja komplekseja, sekd menetelmid niiden synteettiseen valmistuk-
seen, ja farmaseuttisia valmisteita, jotka sisdltidvidt yhtd tai usea
pia nditd lipopeptidejd yhdessd farmaseuttisen kantaja—-aineen ja
mahdollisesti muiden farmaseuttisten yhdisteiden kanssa.
Lipopeptideja on jo kuvattu lipoproteiinien hajaantumisosasina.
Niinpd esimerkiksi Hantke ja Braun (Eur.K.Biochem. 34, 284-296 (19
ovat voineet eristdid Escherichia coli'n ulkoisen soluseindn mureii-
ni—lip0proteiinista entsymaattisella hajotuksella lipopeptideitd
vast. lipopeptidiseoksia epdpuhtaassa muodossa, jotka heiddn tutki-
muksiensa mukaan ovat seuraavaa rakennetta
¥,-0-CH,
Y,~0-CH -
?HZ IT
§
?Hz
Y 4-NH-CH-CO-Ser~Ser—-Asn-Ala-Lys—OH

tai vastaavien kaavojen mukaisia, sisdltden lyhentyneen polypepti-
diketjun, jolloin Yir Yy, ¥y esitt&vat erilaisten korkeampien tyy-
dytettyjen ja tyydyttdmdttOmien rasvahappojen, kuten 14-19 C-atomia
sisdltédvien ja muiden asyylitdhteitd. T&mid sama rakenne on nySs
mureiini-proteiinilla sellaisenaan (loc.cit.), jolloin el tutkittu
edelld olevan kaavan molempien asymmetristen hiiliatomien absoluut-
tista konfiguraatiota. Sekd mureiini-lipoproteiinilla ettd sen mai-
nituilla hajaantumistuotteilla on in vitro mitogeeninen teho hiiri-
lymfosyyttejd vastaan. (vrt. myds Z. Immun.-Forschung.Vol.153,
sivut 11-22 (1977)).

Kuten kay ilmi, on mureiiniproteiinista saadulla hajaantumis-—
lipopeptideilli perustana "glyseryylikysteiini".

HO=CH

2

?H2 III
i
cH,

NHZ—CH~COOH



Luonnontuotteiden entsymaattisen hajoamisen tuloksina eivdt ndmd
osaset olleet koostumukseltaan médriteltyjd tuotteita ja ne ovat
ilmeisesti monimutkaisia mainitun peptidiosan ja glyseryylikysteii-
nin hyvin erilaisten asyylijohdannaisten kondensaatiotuotteiden
seoksia.

Esillédolevan keksinndén lipopeptidit eroavat mainituista mure-
iini-proteiinien hajaantumistuotteista monessa suhteessa: Ne ovat
lipopeptidej&, joiden yhten#dinen kemiallinen rakenne ja konfiguraa-
tio on tarkoin médritelty, ovat synteettisesti valmistettavat ja
sopivat témédn takia terapeuttiseen kdyttddn; niiden muodostama ryh-
m&d kdsittdd yhdisteitd, joissa "glyseryylikysteiinissi" glyserdli-
osan sijasta on erytriitin t#hde'ja/tai sellaisia, joissa on toinen
aminohapposarja kuin edell&dmainituilla tunnetuilla kaavan II mukai-
silla lipopeptidi-seosten hajoamistuotteilla tai joissa on nédiden
sijasta myds vain yksi ainoa aminohappo, ja lopulta my®s johdannai-
sia, kuten terminaalin karboksyyliryhmdn amideja ja estereitéd.

Kaavan I mukaisten yhdisteiden asyylitdhteissd R1CO, R,CO ja
niiden johdannaisissa ovat R, Jja R, tyydytettyjd tai tyydyttimattd-
mi&d, alifaattisia tai alifaattis-sykloalifaattisia, mahdollisesti
my&s happifunktiolla substituoituja, hiilivetytdhteitd joissa on
11-21 C-atomia, toisin sanoen asyylitihteet ovat per&isin tyydyte-
tyistd tai tyydyttdmdttOmistd, alifaattisista tai sykloalifaattisis-
ta, mahdollisesti hiilivetytdhteessid oksigenoiduista karbonihapois=-
ta, joissa on 12-22, mieluimmin 14-18 C-atomia, Tdllaisina on mai-
nittava tyydytetyt tai tyydyttdmidttdémidt rasvahapot, kuten lauriini-
happo, myristiinihappo, palmitiinihappo, margariinihappo, stearii-
nihappo, arakiinihappo, 6ljyhappo, elaidiinihappo, linolihappo,

o— ja B-eleosteariinihappo, stearolihappo, a~linoleenihappo, lisdk-
si sykloalifaattis~alifaattisina happoina esimerkiksi dihydrosterku-~
lihappo, malvalihappo, hydnokarpushappo, ja Chaulmoograhappo. T&i-
miantyyppiset oksigenoidut hapot, jotka samoin tulevat kyseeseen asyy-
litdhteissd R1CO ja R,CO, ovat esimerkiksi mainituista olefiinisis-
ta rasvahapoista ja sykloalifaattis-alifaattisista hapoista epoksi-
doimalla saatavat hapot, esim., {,v~epoksisteariinihappo, lisdksi
edellédmainittujen happojen johdannaiset, jotka esimerkiksi sis&dlti-
védt yhden tai useampia hydroksiryhmid, kuten esimerkiksi risinoli-
happo.

Kaavan I mukaisissa yhdisteissd vast. niiden diastereomeerisis-
sa seoksissa ja suoloissa tai komplekseissa voivat ryhmit Ry ja Ro

olla keskend&dn jdenttisid tai erilaisia. FEdullisia ovat yhdisteet



ndiden keskuudessa erityisesti sellaiset, joissa ndmd tarkoittava
palmitoyyli-, stearoyyli~ tai oleyylitihdetti.

Peptidisarja X kaavan I mukaisissa yhdisteissd vast. niiden
suoloissa koostuu enintddn 10:std luonnollisesta alifaattisesta
aminohaposta, jbiloin mieluimmin vdhintdin puolet sisdltdvdt hydr
fiilisen ryhmdn, kuten erityisesti hydroksi-, amino-, karboksyyli
karbamidi-, guanidino- tai imidatsolyyliryhminzTimin kategorian
ionisisista aminohapoista, jotka sisdltadvit happamia ryhmid, maini
~takoon erityisen edullisiksi varsinkin asparagiini- jé sJlutamiin
ja oksiglutamiinihappo, emdksisid ryhmid sisdltdvistd lysiini, or
‘nitiini, a;giniini ja histidiini. Neutraaliluonteisia aminohappoj
ovat erikoisesti amidit, kuten asparagiini, glutamiini ja hydroks
ryhmid sisdltdvit, ensisijassa seriini ja treoniini,

Jos X esittdd kaavassa I mainittua aminohappoa, on se samoin
esimerkiksi jokin mainituista hydrof;ilisia ryhmid sisdltavista
aminohapoista, esim. erityisesti seriini tai treoniini.

Aminohapoista, jotka voivat sisdltyd edellidmainittuun sarjaa
eivitkd sisdlld hydrofiilisif ryhmii on mainittava ennenkaikkea
substituoimattomat aminohapot, kuten esimerkiksi glysiini, alanii
ni, valiini, norvaliini, leusiini, isoleusiini, mutta myds erdat
substitudlut, ei-hydrofiilisia luonnetta omaavat aminohapot, ku-
ten metioniini. |

Mainittujen aminohappojen jédrjestys peptidiketjussa X voi ol
mielivaltainen, kutenkin oéat sellaiset sarjat edullisia, joissa
kaikki aminohapot, joissa on hydrofiilisia ryhmia, ovat sitoutu-
neet suoraan toisiinsa, ja nédiden keskuudessa taas ne, joissa tim
hydrofiilist.ien aminohappojen sarja dn sitoutunut triesyyli-glyse-
ryylikysteiinissd vast. tetra-asyyli-erytrityylikysteiini-osassa
olevan lysteiinin karboksyyliryhmiiin,

Tarked lipopeptidien ryhmd (ryhmd I) on esilliolevan keksinn
mukaan sellaiset lipopeptidit, joissa peptidiketju X koostuu mak-~
simaalisesti viidesta aminohapoéta. Ndiden joukosta on erityisest
mainittava kaavan IV mukaiset aineet

R, -CO-0~QH,
: ¥

’ - Ry-CO-0-CH
| ' v
CH,
S
GHa 2
R L .
2CO~NH~ CH-CO~X * =



5

jossa kaavassa Ry« R, tarkoittavat samaa kuin edelld ja X tarkoit-
taa samaa kuin kaavassa I, mutta siind tapauksessa ettd aminohappo-
sarja sisdltdd 2-5 aminohappoa, tdssd sarjassa mieluimmin vihintH3n
puolet sisdltdd hydrofiilisen ryhmdn ja timd koskee myds sitd tapaus-
ta ettd on yksi ainoa aminohappo, sekd niiden suolat ja kompleksit.
Ndiden lipofiilipeptidien joukosta mainittakoon erityisen edullisik-
si ne, joiden aminohapposarjaryhmédssd X vastaa edellimainittujen mu-
reiini-lipoproteiinien hajottamisella saatujen lipopeptidien, ts.
kaavan II mukaista sarjaa, tai jonkin niistd perdisin olevaa lyhyem-
piketjuista sarjaa. Erityisesti mainittakoon seuraavat tyyppiid ole-
vat lipopeptidit:

(AcGGT = kaavan IV mukainen asyyliglyseryylikysteiini-osa):

AcGCT - Ser - Ser - Asn - Ala - Lys - OH

AcGGT - Ser - Ser - Asn - Ala - OH

AcGCT - Ser - Ser - Asn - OH

AcGCT - Ser - Ser - OH

lisdksi vastaavat tyypit, joissa treoniini, glutamiini tai aspara-
giini korvaavat seriinin; lisdksi yhdistetyypit:

AcGCT - Ser - Ser - Asn - Ala - Glu - OH

AcGGT - Ser - Ser -~ Phe - Ala - Glu - OH

AcGGT - Ser - Ser - Phe - Ala - OH

ACGCT - Ser - Ser - Phe - OH

ja vastaavat lipopeptidit, joissa vaihtoaminohappoina seriinin si-
jasta on treoniini, glutamiini tai asparagiini, ja amidit ja karbo=-
nihappoesterit, joissa on terminaalinen karbamidi vast. esteriryhmi,
jolloin ensisijassa tulevat kyseeseen yhdisteet, joissa asyylitdh-
teet R1-CO, R,-CO asyyliglyseryylikysteiini~osassa ovat samanlaisia
ja palmitoyylid, stearoyylid tai oleoyylid esittidviid, ja kaikki ne,
joissa R,-CO ja R,-CO ovat erilaisia ja tarkoittavat esim. palmito-
yylid, stearoyylid tai oleyylid, ja nédmi tihteet esiintyvdt mieli-
valtaisissa yhdistelmissd ja/tai muunnoksissa, kuten seuraavassa
taulukossa esitetyissd yhdisteissd, jolloin glyseryylikysteiini-osa,
joka vastaa N- ja O-asyylisubstituentteja, on lyhennettynd N-asyyli-
O-0O-di-asyyli-Cys:

N-palmitoyyli~0.0-di-palmitoyyli-Cys ~ Ser-Ser-Asn-Ala-Lys-~OH

" " noor " " - Ser—Ser-Asn—-Ala-OH

" " "o " " -Ser~Ser~Asn-OH

" " oo " " ~ Ser-Ser-OH

" " nen " " ~ Ser~-0OH



N-stearoyyli~0.0~di-stearoyyli~Cys - Ser-Ser-Asn-Ala-Lys—OH

" " e " " - Ser—-Ser-Asn~Ala-QH

" " nen " " - Ser-Ser-Asn-OH

" " nen " " - Ser-Ser-~OH

" " e " " - Ser-0H

N-oleoyyli-0,0~di-oleoyyli-Cys - Ser~Ser-Asn-Ala-Lys—-0OH

" " v " " - Ser-Ser-Asn-Ala-OH

" " nen " " - Ser~Ser-Asn-0H

" " wen " " - Ser~Ser—OH

" n non " " - Ser-OH

N-lauroyyli-0.0-di-lauroyyli-Cys - Ser-Ser-Asn-Ala-Lys-OH

" " "o " " - Ser-Ser-Asn-Ala-OH

" " Woow " " - Ser-Ser—Asn~OH

" " o " " - Ser-Ser-OH

" " e " " - Ser-OH

lisdksi yhdisteet, jotka ovat perdisin seriinin substituutiosta

treoniinilla, glutamiinihapolla, glutamiinilla, asparagiinihapolla

tai asparagiinilla, lysiinin substituutiosta glutamiinihapolla, ja

sellaiset, jotka saadaan lysiinin samanaikaisesta substituutiosta

glutamiinihapolla ja asparagiinin substituutiosta fenyylialaniinilla.
Erityisen edullisina on mainittava seuraavat yhdisteet, joissa

on erilaisia asyylitdhteitd N- ja O-atomeissa glyseryylikysteiini-

tdhteessd:

N-myristoyyli-0.0-di~palmitoyyli~Cys~Phe-Phe~Asn-Ala-Lys~OH
"-lauroyyli - " =" - " - " =-Ser-Ser-Asn-Ala-Glu-OH
"-stearoyyli - " =" - " - " -Ser-Ser-Asn-Ala-Ala~OH

ja yhdisteet, joissa Ser on korvattu Phe:lla tai Phe Ser:11i.

Toinen ryhmd keksinndn mukaisia yhdisteitd (ryhmd II) ovat yh-
disteet, jotka vastaavat edelléesitettyd kaavaa IV, joissa kuiten-
kin konfiguraatio C**-atomissa S on R:n tilalla, ja R- ja S-dia-
stereomeerien seokset, jollaisina ne voivat esiintyi esimerkiksi
synteettisesti valmistettaessa. Tietyt tyypit ja yhdisteet vastaa-
vat myos tdssd ryhmdssd edelld "R"~ryhmille (kaava IV) erikoisen
edulligiksi kuvattuja tyyppej8 ja yhdisteiti.

Kolmas ryhm& (ryhm& ITI) uusia lipopeptidejd kdsittdd kaavan
IV mukaisia yhdisteitd, joissa kuitenkin X esitt#d aminohapposarjaa,
jossa on 6-10 aminohappoa, jolloin ensimmdiset viisi sarjaa mieluim-
min ovat edelld jo edullisiksi kuvatut sarjat. Aminohapot 6-10 voivat



olla mielivaltaisia edelldmainittuja luonnollisia aminohappoja,
kuten erikoisesti seriini, asparagiini, alaniini, glutamiinihappo,
lysiini, fenyylialaniini ja esiintyd vaikka seuraavina sarjoina:
Ile-Asp-Glu-OH

Asp~Glu~OH

Spesifisid yhdisteitd ovat esim.

N~stearoyyli—S~(2(R), 3—dipalmitoyylioksipropyyli)—Cys—Ser~Ser-Asn
Ala-Glu-Ile-Asp-Glu-OH '
N-palmitoyyli—S—(Z(R), 3*dipa1mitoyylioksipropyyli]"Cys—Ser-Ser—As
Ala-Glu-Ile~Asp-Glu-OH

N—pémitoyyli—s-[Q(R), 3"dipalmitoyylioksipropyyli)—Cys-Ser*Ser-Asn
‘Ala-Lys-Ile-Asp-Glu-OH. ' -

Keksinndn mukaisesti voidaan valmistaa myds vastaavia tdmdn tyypin
yhdisteitd, joissa on S~konfiguraatio C**-atomissa, sekd 8~ ja R-
yhdisteiden diastereomeeriseoksia.

Keksinndn mukaisten lipopeptidien neljis ryhmd (ryhmd IV) kd-
sittdd kaavan I mukaisia yhdisteitd, joissa R5 esittdd tdhdettd
R1~CO—O—CH2— , Jolssa konfiguraatio C**-atomeissa on mielivaltaine:
erityisesti my0s diastereomeeriseoksia. Alaryhmid ovat kaavan V

mukaiset yhdisteet

Ry ~CO-0-,
R, =CO-0-{ii
R, -C0-0-Cii
1]
T2
s
1
cr,
&
R,=¢O-NH-CH-CO-X * = FR

R tai S

**

erityisesti sellaisin joissa on R-konfiguraatio C**—atomeissa,
joissa X tarkoittaa samaa kuin kaavassa IV. Asyylitidnteet Ry—-CO-
ja R2—CO¥ ovat mieluimmin samoja ja ennenkaikkea edelleen palmito-
yyli, stearoyyli tai oleoyyli; mutta ne voivat kuitenkin olla myds,
kuten edelldmainittujen muiden ryhmien yhteydessi on‘selitettyr
esiintyd kaikissa yhdistelmissd ja/tai muunnoksissa.

Tdmdn luokan edullisia tyyppejd ja yhdisteitd ovat edellecn
sellaiset, joissa X:11ld on edelld maddritellyt merkitykset.

My6s tdssd ryhmidssd on X mieluimmin aminohappo tai viiden
aminohapon sarja, erityisesti jokin edell muille kolmelle lipo-



peptidiryhmdlle edulliseksi mainittu sarja. X voi kuitenkin
my0s esittdd esilliolevan hakemuksen kolmannelle lipopeptidiryh-
mdlle kuvattua aminohapposarjaa, jossa on 6-10 aminohappoa, eri-
tyisesti tuolle ryhm#lle erikoisesti mainittuja aminohappoia.

Spesifiset yhdisteet ovat esimerkiksi edelld ryhmin I erikois-
yhdisteille kootun taulukon mukaisia, jos niissd N-asyyli-0-0-di-
asyyli-kysteiini ei kuten sielld tarkoita glyseryylikysteiinin osaa,
vaan eritrityylikysteiini-tdhdettd, ja seriinin substituutiosta
treoniinilla, glutamiinihapolla, glutamiinilla, asparagiinihapolla
tai asparagiinilla ja glysiinin substituutiosta glutamiinihapolla
ja haluttaessa, samanaikaisesti asparagiinin substituutiosta fenyy-
lialaniinilla saatavat yhdisteet.

Viides ryhmd esilldolevan keksinntn mukaisia lipopeptidejd
muodostetaan niistd kaavan I mukaisista yhdisteistd, joissa X tar-
koittaa peptidiketjua, jossa ensimmdisen viiden aminohapon sarja
poikkeaa tunnetuissa mureiini-lipoproteiini-~hajotus-lipopeptideis-
sd esiintyvistd sarjoista, ja erityisesti sellaisia, jossa Ry on
vety, siis vastaavat edelld olevaa kaavaa IV, jolloin Rl—CO ja
R,=CO tarkoittavat mieluimmin edelld tai seuraavassa erikoisen edul-
lisiksi mainittuja asyylit&hteitd mainituissa yhdistelmissd, sekd
niiden suoloja ja komplekseja. Mainittakoon esimerkiksi seuraavat
lipopeptidi~tyypit kaavan IV mukaiset tyypit (AcGCT = asyyli-gly-
ser-ylikysteiini-osa)

AcGCT - Phe - Ile =~ Ile - Phe - Ala -~ OH

AcGCT - Val - Lys - Val - Tyr - Pro - OH

ja niiden amidit ja esterit, erityisesti seuraavassa erikoisen
edullisiksi mainitut.

Toinen alaryhmd koostuu kaavan IV mukaisista yhdisteistd,
joissa X kuitenkin esittd4 mainittua "luonnotonta" aminohapposar-
jaa verrattuna mureiini-lipoproteiini-hajotustuotteisiin, mutta
jossa on lisdksi 6-10 aminohappoa. Ensimmiiset viisi aminohappoa
ovat esimerkiksi edell&mainittua sarjaa tai mielivaltainen muu
sarja; mainittakoon esim. seuraavat lipopeptidit, jossa AcGCT tar-
koittaa samaa kuin edelli:

AcGCT - Ala - Ile - Gly - Val - Gly - Ala - Pro - OH
AcGCT - Ser — Ser - Asn - Ala - Glu - Ile - Asp - Glu —- OH
sekd niiden amidit ja esterit, erityisesti seuraavassa erikoisesti

mainitut:



Mieluimmin valmistetaan t&mén tyypin yhdisteitd, joissa
konfiguraatio C**—atomissa on AcGCT R, tail seoksia R- ja S-epi-
meereistd.

Edelld esitetyissd uusissa esilld olevan keksinnén mukaisis-
sa lipopeptideissd voi terminaalinen karboksyyliryhmé& olla amidoi-
tuna. Kyseeseen tulevat substituoimattoman amidin lis&ksi myOs
primidirisestd tai sekunddidrisestd amiinista perdisin olevat amidit.
Erityisesti tulevat kyseeseen alempien alifaattisten amiinien ami=-
dit, joissa on 1-7 C-atomia, kuten metyyliamiini, etyyliamiini,
propyyliamiini, butyyliamiini, dimetyyliamiini, dietyyliamiini tai
propyyli- ja isopropyyliamiini, lisdksi aromaattiset amiinit, eri-
tyisesti monosykliset, kuten aniliini tai toluidiini, aralifaatti-
set, kuten bentsyyliamiini tai heferosykliset amiinit,kuten esi-
merkiksi aminopyridiinit. Sekundéd#éristen alifaattisten amiinien
kohdalla voi olla kyse myds sen tyyppisistid emiksistd, joissa on
suljettu rengas, kuten esim, pyrrolidiinista, piperidiinista tai
piperatsiinigta.

Spesifisid amideja ovat esimerkiksi tdmin keksinndn mukaisten
kaikkien spesifisten lipopeptidien amidit, substituoimattomat tai
metyyli-, etyyli-, dimetyyli- tai dietyyliamiinit, tai kuvaavissa
esimerkeissd selitettyjen yhdisteiden amidit. Uusien lipopeptidien
esterdidyisséd terminaalisissa karboksyyliryhmissd on alkeholikom-
ponentti perdisin mieluimmin alemmista alifaattisista alkoholeista,
Joissa on 1-7 C-atomia, kuten metyyli-, etyyli-, n-propyyli-, iso-
propyyli- tai butyylialkoholeista. Esterdivdt alkoholit voivat kui-
tenkin myds olla useampiarvoisia, kuten etyleeniglykoli tai propy-
leeniglykoli tai glyseroli. My®s aralifaattiset alkoholit, varsin-
kin monosykliset alempialifaattiset, 1-7 C-atomia alifaattisessa
osassa sisdltdvdt, kuten esimerkiksi bentsyylialkoholit, tai he-
terosykliset alkoholit, kuten tetrahydrofuranoli tai tetrahydro-
pyranoli, kdyvdt .esterdintiin, Tdmintyyppisten keksinndn mukais-
ten lipopeptidien spesifisini estereind mainittakoon esimerkiksi
kaikkien edelld esitettyjen lipopeptidien metyyli-, etyyli- ja
etyleeniglykoli- tai propyleeniglykoli-esterit tai keksint8i kuvaa-
vissa esimerkeissd mainittujen lépopeptidien esterit.

Uudet lipopeptidit ovat kulloinkin substituenttiensa laadun
mukaan neutraaleja, happamia tai emdksisid yhdisteit#. Jos niissi
on ylimddrin happamia ryhmii, muodostavat ne suoloja emdsten kans-
sa, kuten ammoniumsuoloja, tai alkali~ tai maa-alkalimetallisuolo-

ja, esimerkiksi natriumin, kaliumin, kalsiumin tai magnesiumin suo-
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loja; jos kuitenkin on ylim#drin emdksisi#d ryhmi#, ne muodosta-
vat happoadditiosuoloja.

Happoadditiosuolat ovat erikoisesti farmaseuttisesti kdytto-
kelpoisia, myrkyttomitd happoadditiosuoloja, kuten epiorgaanisten
happojen suoloja, esimerkiksi kloorivetyhapon, bromivetyhapon,typ-
pihapon tai rikkihapon tai fosforihappojen suoloja, tai orgaanis-
®'n happojen suoloja, kuten orgaanisten karbonihappojen, esimerkik-
si etikkahapon, propionihapon, glykolihapon, meripihkahapon, male-
iinihapon, hydroksimaleiinihapon, metyylimaleiinihapon, fumaariha-
pon, omenahapon, viinihapon, sitruunahapon, bentsoehapon, kaneli-
hapon, mantelihapon, salisyylihapon, 4-amino-salisyylihapon, 2-
fenoksibentsoehapon, 2-asetoksibentsoehapon, embonihapon, nikotii-
nihapon tai isonikotiinihapon suoloja tai orgaanisten sulfonihappo-
jen suoloja, esimerkiksi metaanisulfonihapon, etaanisulfonihapon,
2-hydroksi-etaanisulfonihapon, etaani=l,2-disulfonihapon, bentsee-
nisulfonihapon, p-tolueenisulfonihapon suoloja tai naftaliini-2-
sulfonihapon suoloja, lisdksi my®s muita happoadditiosucloja, joi-
ta voidaan kdyttdd esimerkiksi vdlituotteina esimerkiksi vapaiden
vhdisteiden puhdistukseen tai muiden suolojen valmistukseen sekd
karakterisointiin, kuten esim. pikriini-, pikroloni-, flaviaani-,
fosforivolframi-, fosforimolybdeeni-, klooriplatina-, Reinecke-
ai perkloorihapon suoloja.

Komplekseja ovat metallisuolojen kompleksit esimerkiksi ras-
kasmetallisuolojen kanssa, kuten kuparin, sinkin, raudan tai ko-
bolttisuolojen kanssa syntyvdt yhdisteet. Tdllaisten kompleksien
muodostukseen kdytetddn mieluimmin n&iden metallisuolojen fosfaat-
teja, pyrofosfaatteja ja polyfosfaatteja, mahdollisesti yhdessd
happamien orgaanisten aineiden kanssa esimerkiksi happamia ryhmid
sigsdltdvien polysakkaridien, kuten karboksimetyyliselluloosan, park-
kihapon, polyglutamiinihapon, tai osittain hydrolysoituneen lii-
vatteen kanssa, lisdksi alkalimetallipolyfosfaattien, kuten esi-
merkiksi "Calgon N", "Calgon 322", "Calgon 188" tai "Plyron B 12"
nimisten tuotteiden kanssa.

Tdmén keksinndn kaavan I mukaisilla yhdisteilly, niiden suo-
loilla ja komplekseilla ja seoksilla on arvokkaita farmakologisia
ominaisuuksia, erityisesti selvd immunipotensoiva teho. Niinpd
yhdisteet stimuloivat 0,5-320 ug/ml annocksilla in vitro B-lymfo-
syyttien tiettyd proliferaatiota tymidiini-inkorporaation yhtey-

dessd 20-50-kertaiseksi verrattuna stimuloimattomiin kontrolli-
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lymfosyytteihin. Stimulaation vaikutus vastaa tehokkaimmilla
tunnetuilla B-solu-mitogeeneilla/(dekstraani-sulfaatti E. coli-
lipopolysakkaridi, PPD ("purified protein derivation" = puhdis-
tettu proteiinijohdannainenl7 jolloin uusilla keksingdn mukaisil-
la yhdisteilld el ole korkeinakaan pitoisuuksina lymfosyyttitok-
sista vaikutusta.

Uudet kaavan I mukaiset yhdisteet, niiden suolat, kompleksit
ja seokset pystyvdt sen lis8ksi indusoimaan 0,3-60 pg/ml:n pitoi-
suuksilla tavallisten hiirien pernasoluviljelmissid vasta-aineita
tuottavien solujen muodostusta (19S-plakin muodostavien solujen
lisdé&ntyminen kertoimella 20-50 kontrolliarvon yli (stimuloivien
aineiden puuttuessa)): Niinpd mainittujen yhdisteiden l&dsn&ollessa
muodostuu esim, spesifistd vasta-ainetta lampaan erytrosyyttejé
vastaan, ilman ettd viljelmiin lisdttédisiin lampaan erytrosyytte-
j4 immunosoinnin aikaansaamiseksi. Toiseksi mainitut aineet pysty-
vdt myds kohottamaan samalla pitoisuusalueella T-solukéyhien per-
nasoluviljelmien immunologista reaktiviteettia (perdisin synnyn-
ndisesti kateenkorvattomista nu/nu hiiristd) tavallisesti tymus-
riippuvaiseen antigeeniin n&hden (lampaan erytrosyytti) (kerroin
10-40 verrattuna késittelemdttOmiin kontrolliviljemiin). Maini-
tuilla yhdisteilld ei kuitenkaan vain indusoida in vitro suoraan
tai epédsuorasti B-lymfosyyttien proliferaatio- ja synteesitoimin-
toja (ts. potentiaalisesti vasta-aineita muodostavia soluja) vaan
aikaansaadaan my8s vaikutuksia T-lymfosyytteihin (joihin kuulu-
vat sddtelyllisesti aktiiviset edistdjé~ ja supressorisolut sekd
sytotoksiset effektorisolut). Niinpd mainitut yhdisteet pystyviét
esimerkiksi huomattavasti lis&d&mddn pitoisuusalueella 10-100 ug/ml
kortisoniresistenttien tymus-solujen reaktiviteettia allogeenisia
sdteilytettyjd stimulaattorilymfosyyttejd vastaan (lO-kertaiseksi
asti).

Edelldmainitut vaikutukset aikaansaadaan todenndkdisesti
epdsuorasti siten, ettd lipopeptidit aktivoivat makrofageja, jot-
ka puolestaan korottavat T~ ja B-lymfosyyttien reaktiviteettia.
Itse asiassa voidaan osoittaa, ettd mainitut yhdisteet vapautta-
vat jo erittdin vdhdisissd pitoisuuksissa (0,01-10 ug/ml) suuria
madrid "colony stimulating activity" (CSA) hiirien makrofageista
(induktio 150-200 pesdkkeeseen asti 7 vuorokaudessa 105 hiiren
luuydinsoluista, senjdlkeen kun on lis&dtty 20% ylikerrosta 24 tun-
nin ajan substanssin kanssa inkuboitua makrofagiviljelmdéd,verrat-
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tuna 0-5 pesdkkeeseen, jotka saadaan lisdttéessd ylikerros kidsit-
telemédtontd makrofagiviljelm&d) . CSA on biologinen mediaattori,
joka on vdlttdm&tdn luuydin-kantasolujen erottamiseksi makrofageik-
si ja polymorfoytimisiksi leukosyyteiksi., T&ll6in aikaansaavat mai-
npitut yhdisteet solujen lisdtyn tdydennyksen mikd on tdrkedd epd-
spesifisen resistenssin ja spesifisten (lymfosyyttivédlitteisten)
immuunireaktioiden induktioclle, amplifikaatiolle ja ekspressiolle.

Utisien yhdisteiden kaavan I mukaisten yhdisteiden, niiden suo-
lojen tai kompleksien tai seosten immuunipotensoiva vaikutus voi-
daan todistaa my®s in vivo: niinpd keksinndn mukaisen lipopeptidin
injektio 3-9 tunnin kuluessa kohottaa suuresti CSA-pitoisuutta see-
rumissa (jopa 120 pesékettéi/lo5 hiiren luuydinsolua kloroformilla
uutetun seerumin lisdyksen jdlkeen (5 % loppukonsentraatio) verrat-
tuna 0-5 pesdkkeeseen kidsittelemdttbmilld eldimilld). Vastaavasti
lisddntyy annostelemalla samoja yhdisteitd in vivo vasta-aineen
muodostuskyky hiirissa:

NMRI-hiiret immunoitiin intraperitoneaalisella injektiolla 10
Hg:lla sakkatonta BSA:td pdivédnd 0. 9, 15 ja 29 vuorokautta myShem—
min otettiin seerumikokeet ja niiden anti-BSA-vasta-ainepitoisuus
tutkittiin passiivisella hemaglutinaatiotekniikalla. Kiytetyssd
annoksessa on liukoinen BSA subimmunogeeni kohde-eldimille, ts. se
kykenee tuottamaan vain aivan vihdisiid mddrii tai ei ollenkaan vas-
ta-aineita. Kun hiiret lisdksi k&sitellddn immunipotensoivilla ai-
neilla ennen antigeeniannostusta tai sen jdlkeen tapahtuu vasta-ai-
netiitterin nousu seerumissa. K&sittelyteho ilmaistaan saadulla
Scorearvolla, ts. log, tiitterierojen summalla kolmena verikoepdi-
védnd.

Tdssd kokeessa pystyvdt kaavan I mukaiset yvhdisteet, niiden
suolat tai kompleksit tai seokset intraperitoneaalisella tai sub-
kutaanilla annostuksella joka on 0,03-3 mg/eldinkg, viitend toi-
siaan seuraavana pdivédnd ennen BSAwlla immunisointia tai sen j&al-
keen merkittdvédsti kohottamaan vasta—-ainetuotantoa BSA:ta vastaan.

Myds soluvdlitteisen immuniteetin ilmeneminen voidaan poten-
soida mainituilla yhdisteilld in vivo:

RKun marsujen sensibilisointi BSA:1lla epdtidydellisessd Freund'in
adjuvanssissa johtaa vain humoraaliseen vasta-ainemuodostukseen,
indusoi keksinndn mukaisten lipopeptidien sekoittaminen mukaan
1-15 ug:n annoksina antigeeni-oljyemulsion vesifaasiin mydhdistyyp-
pisen yliherkkyyden BSA:ta vastaan: 3 viikkoa immunisoinnin j&l-
keen johtaa intrakutaani injektio BSA:ta ndissd eldimissd paikalli-
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seen punoittavan tulehdusreaktion ja ihon paksunemisen, joka
saavuttaa maksiminsa 24-48 tunnin kuluessa. Ndmd myShdistyyppi-
reaktiot vastaavat kvantitatiivisesti ja kvalitatiivisesti niiti,
joita tavallisesti saadaan immunisoimalla BSA:1la téydellisessd
Freund'in adjuvanssissa (ts. lisiten mykobakteereita). ED50~arvot
(tarvittava pg/eldin reaktiotilavuuden eron induktioon /punoitus-—
pinta kertaa ihon paksunema/ késitellyilld ja kdsittelemittdmills
eldimilld tilavuudella 200 wulitraa, 24 tuntia tapahtuman jdlkeen)
ovat 2-3 ug.

Keksinndn mukalset lipopeptidit ovat lisdksi l8hes myrkyttSmi&:
jopa 5-kertainen intraperitoneaalinen 10 mg/kg/vrk:n annostus vii-
tend perdkkdisend pdividnd el aiheuttanut hiirelld ndkyvid oireita.
Koska immuunistimulaatioon tarvittavat annokset ovat erittéin pie-
nid, on uusien yhdisteiden terapeuttinen leveys varsin suuri.

Tdmdn keksinndn mukaiset uudet lipopeptidit wivat siis huomat-
tavasti kohottaa sellulddristd ja erikoisesti humoraalista immuni-

teettia, ja tdl118in sekd seoksina itse antigeenin kanssa (adjuvans-
sivaikutus ahtaassa mielessd) ettd my& ajallisesti ja paikallisesti
antigeeniinjektiosta suoritetulla annostuksella (systeeminen immu-
nipotensointi).

Keksinndn mukaisia uusia lipopeptidejd voidaan siis kdyttdd apu-
aineina seoksissa rokoteaineiden kanssa rokotustehon parantamiseksi
jJa humoraalisten vasta-aineiden ja/tai sellulaarisen immuniteetin
aikaansaavan infektiosuojan parantamiseksi bakteriasta, viraalista
tai parasitddristd hydkkédystd vastaan.

Lisdksi sopivat kuvatut yhdisteet seoksina eri antigeenien ja
gpuaineiden kanssa kokeelliseen ja teolliseen antiseerumien valmis-
tukseen hoitotarkoituksia ja diagnostiikkaa varten ja immunologi-
sesti aktiivisten lymfosyytti-populaatioiden induktioon salujen-
siirtomenetelmissé,

Lisdksi voidaan uusia lipopeptidejd kdyttdd hyddyksi myds il~
man samanaikaista antigeeniannostusta sisdisesti tapahtuvien immu-
nireaktioiden edistédmiseksi ihmisilld ja eldimilld. Yhdisteet so-
pivat t&min takia erikoisesti itse kehon suojautumisen stimulaatioon,
esimerkiksi kroonisissa ja akuuteissa infektioissa tai selektiivi-
sisd (antigeeni-spesifisissd) immunologisissa h&diridtiloissa, sekd
synnynndisissd, mutta myds kehittyneissd yleisissd (ts. ei-anti-
geeni-spesifisissd) immunologisissa hdiridtiloissa, jollaisia esiin-

tyy vanhenemisen, vaikeiden prim&d&risairauksien seurauksena ja ennen-
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kaikkea ionisoivilla s&teilld suoritetun hoidon tai immunosupres-—
siivisesti vaikuttavien hormonien annostuksen j&dlkeen. Mainittuja
aineita voidaan siis mieluimmin kdyttdd mySs yhdistettyind anti-
biocottisiin ja kemoterapeuttisiin aineisiin ja muihin hoitomenete.
miin immunologisten vahinkojen vdltté@miseksi. Lopuksi soveltuvat
selitetyt aineet myds ihmisten ja elédinten yleisten tulehdussai-
rausten profylaksiin.

Uusia lipopeptideja voidaan valmistaa sindnsd tunnetuilla mens
telmil1a_Fas=aé;deHaaﬁma+4&we*a+%;awaﬁﬁak&a—meﬁeee&ma&kﬁf

Brdidn edullisen menetelmdn mukaan valmistetaan kaavan I mukai:
sia yhdisteitd, niiden diastereomeerisia seoksia ja niiden suoloj:
ja komplekseja siten, ettd

a) kaavan VI mukaisissa yhdisteissd

i
Rl—co—o—¢§
Ry ~CO-0-CH
]
CH, VI
s
]
H
CH, R
R,CO-NH~-CH-CO-Y - * = 2
' ¥k R, S tai seos

(R,S)

jossa Rl' R2 ja R3 tarkoittavat samaa kuin kaavassa I ja Y kaa-
van I vastaavaa aminohappoa tai aminohapposarjaa X, jossa kuiten-
kin on vdhint#din yksi aminohappoja substituoivista hydrofiilisist
ryhmistd ja/tai terminaalinen karboksyyliryhm&d on suojattu neutra
leissa tai lievdsti happamissa olosuhteissa lohkeavalla suojaryh-
mdlld, tai tdllaisen yhdisteen suolassa lohkaistaan suojaryhmd(t)
i _
b), saatetaan kaavan VII mukainen yhdiste

R3
g
R; ~CO~0~il
R, -C0-0-Ci
)
CH
1 2 E
S .
' =
" ) CH2 * #
R 3 ] R, S tai seos
(R,S)

VII

1}
R5-CO~NH~Cfi-CO-W

jossa Ry, Ry ja R, tarkoittavat samaa kuin kaavassa I ja W = OH



15

tai aminohappo tai epdtdydellinen kaavan I mukainen aminohapposarja

X, reagoimaan kaavan VIII mukaisen yhdisteen kanssa

NH2 - Z1 VIII

jossa Z, tarkoittaa ryhmdd X kaavassa I vastaavaa ryhmdd vast. mai-
nitulle aminohapolle tai epdtdydelliselle aminohapposarjalle X komp-
lementtddristd aminohapposarjaa vast. aminohappoa, joissa sarjoissa
ei kuitenkaan ole vapaita aminoryhmi&, tai niiden suolan kanssa, ta

c) asyloidaan kaavan IX mukainen yhdiste

' .
s

HO-CH

l".*
Hoﬁ§§ , x

?HZ

S

1

CH,
' 2
cho—NH—Cﬁ-co—ZZ

* = gR
%% R, & tai seos
(R,S)

jossa R, tarkoittaa samaa kuin kaavassa I ja Rq vetyd tail ryhmda
HO=CIi,, ja Zy esittdd kaavan I X:dd vastaavaa ryhmdd, jossa el kui-
tenkaan ole vapaita hydvoksiryhnid, tai tidmidn yhdisteen suolan kans
sa ja haluttaessa muutetaan saaduissa yhdisteissd, joissa on vapaa
terminaalikarboksyyliryhmd tédméi amidiryhmdksi tai esteriryhmiksi ja
tai muutetaan yhdisteet suoloikseen tai komplekseikseen. '

.Suojaryhmédt menctelmdmuunnoksessa a) ovat erikoisesti peptidien
synteeseisti tunnettuja suojaryhmid.

Niinpd esimerkilisi aminoryhmien suojaryhmdt ovat asyyli- tai
aralkyyliryhmid, kuten formyyli-, trifluoriasetyyli-, ftaloyyli-,
bentseenisulfonyyli-, p-tolueenisulfonyyli~, o-nitrofenyylisulfenyy
li-, 2,4-dinitrofenyylisulfenyyliryhmit (nidmi sulfenyyliryamit voi-
daan lohkaista myds nukleofiilisten reagenssien, esimerkiksi sul-
fiittien, tiosulfaattien vaikutuksesta), mahdollisesti substituoi-
tuja, kuten esimerkiksi alempialkoksiryhmilld, erikoisesti o- tai
p-metoksiryhmilld substituoituja bentsyyli~, tai difenyyli- tai tri
fenyyli@etyyliryhmié tai hiilihaposta perdisin olevia ryhmid, kuten
mahdollisesti aromaattisissa renkaissa, esimerkiksi halogeeniatomei
la, kuten kloorilla tai bromilla, nitroryhmilli, alempialkyyli- tai
alempialkoksiryhmilld tai vérid antavilla ryhmilld esim. atsoryhmil
1& substituoituja aryylimetyylioksikarbonyyliryhmii, joissa metylee
niryhmit voi olla substituoitu toisella aryylitdhteelld ja/tai yh-
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delld tai mahdollisesti kahdella+alemmalla alkyylitdhteelld, ku-

ten bentsyyli-, bentshydryyli tai 2-fenyyli-isopropyylioksikarbo-
nyyliryhmilld, esim. karbobentsoksilla, p-bromi- tai p-kloorikarbo-
bentsoksilla, p-nitrokarbobentsoksilla tai p-metoksikarbobentsoksille
p-fenyyliatso-bentsyylioksikarbonyylilld ja p— (p'-metoksi-fenyyli-
atso)~bentsyylioksikarbonyylilld, 2-tolyyli-isopropyylioksikarbonyy-
1illd ja varsinkin 2-(p-bifenylyyli)-isopropyylioksikarbonyylilld
sekd alifaattisia oksikarbonyyliryhmid, kuten adamantyylioksikarbo-
nyylid, syklopentyylieksikarbonyyli&d, trikloorietyylioksikarbonyy-
lid, tert.amyylioksikarbonyyli& tai ennenkaikkea tert.butyylioksi-
karbonyylid.

Aminoryhmét voidaan suojata mySs enamineja muodostamalla, jotka
saadaan antamalla aminoryhmédn reagoida 1,3-diketonien, esim. bent-
soyyliasetonin, asetyyliasetonin tai dimedonin kanssa.

Karboksyyliryhmédt suojataan esim., amideja tai hydratsideja muo-
dostamalla tail esterOim&lld. Amidi- ja hydratsidiryhmdt voivat mah-
dollisesti olla substituoituja, amidiryhm& esimerkiksi 3,4-dimetok-
sibentsyyli- tai bis- (p-metoksifenyyli)~metyyliryhm&lld, hydratsidi-
ryhmd esim. karbobentsoksiryhmédlld, trikloorietyylioksikarbonyyli-
ryhmdlld, trifluoriasetyyliryhm#lld, trityyliryhmdlld, tert.butyy-
lioksikarbonyyliryhmdlld tai 2-(p-difenylyyli)-isopropyylioksikar-
bonyyliryhmdlld, Esterdintiin sopivat esim, alemmat, mahdollisesti
substitucoidut alkanolit, kuten metanoli, etanoli, syaanimetyylial-
koholi, bentsoyylimetyylialkoholi, tai erityisesti tert.butanoli,
ligdksi aralkanolit, kuten aryylialempialkanolit, esim. mahdollises-
ti alempialkyyli- tai alempialkoksiryhmilld tai halogeeniatomeilla
substituoidut bentsyylialkoholit tai bentshydrolit, kuten bentshyd-
roli, p-nitrobentsyylialkoholi,p-metoksibentsyylialkoholi, 2,4,6-
trimetyylibentsyylialkoholit, mahdollisesti elektroneja puoleensa
vetdvilld substituenteilla substituoidut fenolit ja tiofenolit
kuten tiofenoli, tiokresoli, p-nitrofiofenoli, 2,4,5- ja 2,4,6-
trikloorifenoli, pentakloorifenoli, p-nitrofenoli, 2,4-dinitrofe-
noli, p-syanofenoli tai p-metaanisulfonyylifenoli, edelleen egim.
N-hydroksisukkiini~imidi, N-hydroksiftalimidi, N-hydroksipiperi-
diini, 8-hydroksikinoliini.

Seriini- ja treoniinit&hteiden hydroksiryhm&t voivat olla suo-
jattuja esim. esterdinnilli tai eetterdinnilli.

Asyylitdhteiksi sopivat esterdintiin ennenkaikkea hiilihaposta

perdisin olevat tdhteet, kuten bentsoyylioksikarbonyyli tai etyyli~
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oksikarbonyyli. EetterOintiin sopivia ryhmi& ovat esim. bentsyy-
li-, tetrahydropyranyyli, tal tert.butyylit&hteet. Lisdksi sopi-
vat hydroksyyliryhmien suojaamiseen julkaisussa Ber. 100 (19e67),
3838 - 3849 kuvatut 2,2,2-trifluori-l=-tert.butyylicksikarbonyyli-~
amino~ taili -l-bentsyylioksikarbonyyliaminoetyyliryhmidt (Weygand).

Sivuketjujen karboksyyliryhmdn ja mahdollisesti terminaalisen
karboksyyliryhmdn suojaksi kdytetddn mieluimmin tert.butyylieste-
riryhmédéd tai bentshydroliryhmdd, sivuketjujen aminoryhmien suojaksi
tert.butyylioksikarbonyyliryhmdd, seriinin tai treoniinin hydrok-
syyliryhmien suojaksi tert.butyylieetteriryhm&d, ja haluttaessa,
higtidiinin iminoryhmin suojaksi 2,2,2-trifluori-l-tert.butyyli-
oksikarbonyyliaminoetyyliryhmii.

Suojaryhmien menetelmin mukainen lohkaisu tapahtuu happamilla
aineilla lievissd olosuhteissa esim. peptidikemiassa tunnetulla
tavalla, esim, kédsittelem#lld trifluorietikkahapolla.

Karboksyyliryhmien erikoinen suojaryhmd, joka lohkeaa neutraa-
leissa olosuhteissa, on saksalaisessa hakemusjulkaisussa 2706490

kuvattu yleisen kaavan 1
R

2 .
R -SJ.—CH2'—CH2

I
R3

mukainen ryhmd, jossa Rl, R2 ja R3 tarkoittaa kukin hiilivetytdh-
dettd, jolloin t&dhteet voivat olla sitoutuneita toisiinsa myds yk-
sinkertaisella C-C-sidoksella, erityisesti alkyyiitdhteet, Jjoissa
on 1-5 C-atomia, Tdmédn tyypin suojaryhmid ovat esim. 2-(dimetyyli-
tert.butyyli~sgilyyli)-etyyli-, 2-(butyylimetyylisilyyli)-etyyli-
ja ennenkaikkea 2-(trimetyylisilyyli)-etyyliryhmd. Vaikka ndmg
suojaryhmédt voidaan lohkaista mySs emdksisesti, on niiden lohkea-
vuus erikoisesti neutraaleissa olosuhteissa, ja jopa fluorivety-
happosuolan vaikutuksesta erikoisen kiinnostava. Suojaryhmidn loh-
kaisu tapahtuu edullisesti aproottisessa orgaanisessa liuottimessa;
mieluimmin vdltetddn t&dlléin sellaisia liuottimia, jotka pystyvat
solvatoimaan fluoridi-anionin, kuten vettd tai alempialifaattisia
alkoholeja.,

Menetelmdnmuunnoksen b) mukainen kaavan VII mukaisen yhdisteen
kondensaatio kaavan VIII mukaisen yhdisteen kanssa suoritetaan
esdim. siten, ettd kaavan VII mukainen yhdiste aktivoidun karboniha-
pon muodossa saatetaan reagoimaan kaavan VIIT mukaisen yhdisteen
kanssa, tai siten ettd kaavan VII mukainen happo saatetaan reagoi-



18

maan kaavan VIII mukaisen yhdisteen kanssa,jonka aminoryhmd on
aktivoidussa muodossa. Mahdollisesti lisdtddn kaavan VII, vast.
kaavan VIII mukaisia yhdisteitd kondensaatioon suolojensa muodossa.

Kaavan VII mukaisen yhdisteen karboksyyliryhm& voidaan aktivoi-
da muuttamalla se happoatsidiksi, —anhydridiksi, -imidatsolidiksi,
-isoksatsolidiksi tai aktivoiduksi esteriksi kuten syaanimetyylies-—
teriksi, karboksimetyyliesteriksi, tiofenyyliesteriksi, p-nitrotio-
fenyyliesteriks&i, tiokresyyliesteriksi, p-metaanisulfonyylifenyyli-
esteriksi, p-nitrofenyyliesteriksi, 2,4-dinitrofenyyliesteriksi,
2,4,5- tai 2,4,6-trikloorifenyyliesteriksi, pentakloorifenyylies-
teriksi, N-hydroksisukkiini-imidiesteriksi, N-hydroksiftalimidies-
teriksi, 8-hydroksikinoliiniesteriksi, 2~hydroksi-~-1l,2-dihydro-1-
karbetoksi-kinoliiniesteriksi, N-hydroksipiperidiiniesteriksi tai
kinoliesteriksi, jota saadaan N-etyyli-5~fenyyli-isoksatsolium—-3-
sulfonaatin kanssa (Woodward—reagenssi) tai reaktiolla karbodi~imi-
din avulla (mahdollisesti lisdten N-hydroksisukkiini-imidid) tai
substituoimattoman tai esim. halogeenilla, metyylilld tai metoksil-
la substituoidun l-hydroksibentsotriatsolin, 3~hydroksi~4-okso-
3,4~dihydrobentso(d)-l,2,3-triatsiinin tai N,N'-karbonyyli-di-imid-
atsolin avulla.

Kaavan VIII mukaiset aminoryhmdt voidaan aktivoida esimerkiksi
antamalla niiden reagoida fosfiitin kanssa.

Kondensaation kédyttokelpoisimpina menetelmind on mainittava:
Weygand-Winsch'in menetelmd (karbodi-imidi N-hydroksisukkiini-imi-
din l&dsndollessa), atsidimenetelmd, N-karboksianhydridi- tai N-
tiokarboksianhydridi-menetelmd, aktivoitujen estereiden menetelma
ja anhydridimenetelmd. Erityisesti voidaan nditd kondensaatioita
suorittaa Merryfield-menetelmdd k&yttden.

On myds mahdollista suorittaa kaavan VII mukaisen yhdisteen
kondensaatio edelld mainituilla menetelmilld kaavaa VIII vastaa-
van yhdisteen kanssa, jonka terminaalinen karboksyyliryhmd on
suojattu jollain X:nd edelld mddritetyistd amidi- tai esteriryh-
mistd poikkeavalla suojaryhmdlld, kuten jollakin edellidmainituista
ryhmistd, ja/td jossa on yksi tai useampi hydrofiilinen ryhmd suo-
jatussa muodossa, kuten edelld on kuvattu. Ndin saadaan kondensaa-—
tiotuotteita jotka kuuluvat edelldkuvatun menetelmdmuunnoksen a)
kdyttdmien kaavan VI mukaisten ldhtSaineiden ryhmddn, jotka ovat

samoin tdmén keksinnbn kohteena.
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Edellisen menetelmimuunnoksen c¢) mukaan asykidaan kaavan IX mu-
kaisissa yhdisteissd, jotka eivdt saa sisiltdd osassa Z: mitddn
vapaata hydroksiryhmdid, glyseryyli~ vast. erytrityylitdhteessd ole-
vat vapaat hydroksyylirvhmdt. Tdmd asylointi voidaan suorittaa si-
ndnsd tunnetulla tavalla, esim. reaktiolla yhdisteeseen liitettdvda
tdhdettd vastaavan hapon reaktiivisen funktionaalisen johdannaisen,
kuten anhydridin tai happohalogenidin kanssa, mieluimmin tertiddri-
sen emidksen, kuten pyridiinin tai kollidiinin ldsndollessa.

Tdmd menetelmd sopiil efikoisesti kaavan I mukaisten menetelmdtuo
teiden valmistamiseen, joissa asyylitdhteet glyseryyliﬂvvast. erytr
tyylitdhteessd ja kysteiinitdhteessd ovat erilaisia.

Jos kdytetddn titd muunnosta kaavan IX mukaisten yhdisteiden koh
datltla, joissa kuitenkin osassa Z5 terminaalinen karboksyyliryhmd on
suojattu paitsi amidi~ tai esteritdhteelld, kuten aikaisemmin X,
my&s muilla suojéryhmillé, ja/tai yksi tai useampi hydrofiilisistd
ryhmistd esiintyy suojatussa muodossa, kuten edelld on. kuvattu,
pééstédn samoin edelldolevan muunnoksen a) lédhtdyhdisteisiin.

Milld tahansa kuvatuista menetelmdmuunnoksista saatavissa kaavan
I mukaisissa lipopeptideissd, joissa.on vapaa terminaalinen karbok-
syyliryhmd osassa ¥, voidaan t&dmi muuttaa sindnsd tunnetulla tavall
esim. peptidikemiassa yleisilld menetelmill&d amidi- tai esteriryh-
maksi.

Erds ldhtodaineena Jidytetivd, kaavan VII mukainen N-asyyli- tai
N,0,0-kysteiini voidaan saada seuraavalla tavalla, mikali W = OH
ja R3 = H: l&dhtien 1.1,5.6~D—manniittidiasetoniidista saadaan per-
jodaattihapetuksella 2-0,3-0O-~isopropylideeni-D~glyserolialdehydid,
pelkistetddn aldehydiryhmd karbinoliryhmiksi ja esterdiddin tdmd
p-tolueenisulfoiihapolla. Ndin saatu l-O-tosyyli-2(P)-0,3-0O-isopro-
pylideeniglyserdli kondensoidaan N-asyyli- (@) -kysteiinilld emiksi-
sen ainéen, esiw. kaliumkarbonaatin ldsniollessa, 3? niin saadaan
N-asyyliTSm(2(R),3—150pr0pyleenidioksi*prOpyyli)—,&)—kysteiiniﬁ,
joka saippuoidaan happamasti, esim. etikkahapolla. Ndin saatu N-
asyyli—S—(2(R),3—dihydroksipropyyli)—(ﬁ0~kysteiini voidaan halutta-
essa asyloida edelleen glyseroliosan 2~ ja 3-asemassa, mieluimmin v
liaikaisesti karboksyyliryhmidd suojatessa, esim. edelldkuvatun tri-
metyylisilyylietyyliryhmin, tai mieluimmin bentshydryyli-estexiryh-

min avulla.
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Jonkin kaavan VII mukaisena l&htdaineena kéytettdvdn N-asyyli-
tai N,0,0,0~tetra~asyyli~S8~(2,3,4~trihydroksibutyyli)-kysteiinin
valmistamiseksi voidaan toimia analogisesti esimerkin 7 menetelmin
mukaan.

Uusien lipopeptidien menetelmidnmukaiseen valmistukseen kdytettd-
vdt aminohapot vast.peptidit ovat tunnettuja tai voidaan valmistaa
sindnsd tunnetuilla menetelmilld.

My&s itse edelld@mainituilla l&htoyhdisteilld (VII) menetelmdmuun-
nosta b) varten tapauksessa, jossa W = OH, sekd niiden diastereomee-
risilla seoksilla, suoloilla ja komplekseilla on immunipotensoiva
teho, jolloin t&md esiintyy in vitro samalla annosalueella, kuin
kaavan I mukaisille yhdisteille ja niiden johdannaisille on mainittu.
In vivo osoittavat mainitut yhdisteet edell&kuvatussa kokeessa humo-
raalisen immuniteetin lisdd@miseksi intraperitoneaalisella annostuk-
sella 5 vuorokautta ennen antigeenin annostusta seerumissa vasta-ai-
netiitterin kohoamigen annosalueella 1,0-3,0 mg/kg eldintd.

Nditd yhdisteitd voidaan saada asyloimalla kaavan IX mukaista
yhdistettd, jossa kuitenkin Z,in sijasta on hydroksiryhmd, kuten
edelld muunnoksessa ¢) on kuvattu. THhin vaadittavien l&ht&aineiden
valmistus, ts. glyseryyli- vast. eritrityyli-N-asyyli-kysteiinien
valmistus on kuvattu edellid. Kaavan IX mukaiset yhdisteet, joissa
4, tarkoittaa samaa kuin kaavassa I ryhmd X, ja jossa kuitenkaan ei
ole vapaita hydroksyyliryhmid, voidaan saada niinik&dn antamalla
mainittujen N-asyyli-kysteiini-johdannaisten reagoida kaavan NHj-Z)
mukaisen yhdisteen kanssa samojen periaatteiden mukaan kuin mitéd
edelld on kuvattu yleisen menetelmdn muunnoksessa b) keksinnén mu-
kaisten lipopeptidien valmistamiseksi.

Saadut lipopeptidit voidaan sindnsi tunnetulla tavalla muuttaa
suoloikseen, esim. saattamalla saatuja happamia yhdisteitd reagoi-
maan alkali- tai maa-alkalihydroksidien kanssa tai saatuja emdksisid
yhdisteitd happojen kanssa.

Koska uudet yhdisteet vapaassa muodossa ja suolojensa komplek-
siensa muodossa ovat hyvin samankaltaisia on edelld ja seuraavassa
vapailla yhdisteilld tarkoituksenmukaisesti ymmérrettdvd myds mah-
dollisesti vastaavia suoloja.

Saadut isomeeriseokset voidaan ainesosien fysikaalis-kemiallis-
ten eroavaisuuksien perusteella sindnsd tunnetulla tavalla jakaa
osiin, esimerkiksi kromatografoimalla ja/tai fraktioivalla kiteyt-

tédmiselld, Mieluimmin eristetddn tehokkaampi isomeereista.
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Edelldkuvatut menetelmdt suoritetaan esim. sindnsi# tunnetuilla
menetelmilld, ilman laimennus~ tai liuwotinaineita tai mieluimmin
niiden l&dsndollessa, jos vdltté&mdtdntd samalla jadhdyttden tai lim-
mittden, kohotetussa paineessa ja/tai inerttikaasu-, kuten typpiat-
mosfdédrissé. T&11ldin on vaadittaessa otettava huomioon kaikki mole-
kyylissd sijaitsevat substituentit, varsinkin helposti hydrolysoi-
tuvien O-asyylit#dhteiden l&sndollessa, ja kdytettdvd erikoisen varo-
vaisia reaktio-olosuhteita, kuten lyhyitd reaktioaikoja, laimeita
happamia viliaineita alhaisissa pitoisuuksissa, stdkidmetrisii mii-
rdsuhteita, sopivien katalysaattorien liuvottimien, l&mpdtilojen ja/
tai paineolosuhteiden valintaa.

Keksintd koskee mybs niiti menetelmdn suoritusmuotoja, joissa
ldhdetddn missd tahansa menetelmivaiheessa vilituotteena saatavas-
ta yhdisteestd ja suoritetaan puuttuvat menetelmidvaiheet, tai jois-
sa menetelmd keskeyetddn missd tahansa vaiheessa tai muodostetaan
jokin ldhtdaine reaktio-olosuhteissa tai k&ytetddn sitd reaktioky-
kyisen suolan johdannaisensa tai suolansa muodossa. T#11ldin lihde-
tddn mieluimmin sellaisista l&htdaineista, jotka johtavat menetel=-
médn mukaisesti edelld erikoisen arvokkaiksi kuvattuihin yhdisteisiin.

Tdmd keksintd koskee samoin farmaseuttisia valmisteita, jotka
sisdltdvidt kuvattuja uusia keksinndn mukaisia lipopeptidejd, sekd
kaavan I ettd kaavan VII mukaisia, niiden seoksia, suoloja tai komp-
lekseja. Keksinndn mukaisten farmaseuttisten valmisteiden kohdalla
on kyse enteraaliseen, oraaliseen, tai rektaaliseen, sekid parente-
raaliseen annostukseen ldmminverisille sopivia, jotka sis&ltévit
farmakologisen tehoaineen yksinddn tai yhdessd farmaseuttisesti kdyt-
tokelpoisen kantaja-aineen kanssa. Tehoaineen annostus riippuu l&m-
minverisen lajista, idstd ja yksildllisestid tilasta sekd annostus-
tavasta. .

Uudet farmaseuttiset valmisteet sisdltidvdt noin 10-95 %, mieluim-
min noin 20-90 % tehoainetta., Keksinn®n mukaiset farmaseuttiset val-
misteet voivat olla esim. annosyksikkémuodossa, kuten rakeina, tab-
letteina, kapseleina, suppositorioina tai ampulleina.

Keksinndn mukaiset farmaseuttiset valmisteet valmistetaan sindn-
sd tunnetulla tavalla, esim. tavallisten sekoitus~, granulointi-,
rakeistus~, liuotus- tai lyofilisointimenetelmilli.

Sopivia kantaja-aineita ovat erityisesti tdyteaineet, kuten so-
kerit, esim. laktoosi, sakkaroosi, manniitti tai sorbiitti, sellu-
loosavalmisteet ja/tai kalsiumfosfaatit, esim. trikalsiumfosfaatti

tai kalsiumvetyfosfaatti, lisf#ksi aineaineet, kuten tdrkkelysliis-
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terit kdyttden esim. maissi-, vehnd—, riisi- tai perunatirkkelys-
td, liivatetta, traganttia, metyyliselluloosaa, hydroksipropyyli-
metyyliselluloosaa, natriumkarboksimetyyliselluloosaa, ja/tai po-
lyvinyylipyrrolidonia, ja/tai haluttaessa, hajotusainetta, kuten
edelldmainittua tdrkkelystd, lisdksi karboksimetyylitdrkkelys,
poikittain haarautunut polyvinyylipyrrolidoni, agar, algiinihappo
tai sen suola, kuten natriumalginaatti, apuaineita ovat ensisijas-
sa juoksevuutta s&ddtelevdt aineet ja voiteluaineet, esim. piihappo,
talkki, steariinihappo tai sen suolat, kuten magnesium- tai kalsium-—
stearaatti, ja/tai polyetyleeniglykoli., Raeytimet pddllystetddn
sopivilla, mahdollisesti vatsahapporesistenteilld pd&dllyksilld, jol-
loin kdytetddn mm, vdkevid sokeriliuoksia, jotka mahdollisesti si-
sdltdvat arabikumia, talkkia, polyvinyylipyrrolidonia, polyetylee-
niglykolia ja/tai titaanidioksidia, lakkaliuoksia sopivissa orgaa-
nigissa liuottimissa tai liuotinaineseoksissa, tal vatsahapporesis-
tenttien pédllysteiden valmistamiseksi sopivien selluloosavalmistei-
den liuoksia, kuten asetyyliselluloosaftalaattia tai hydroksipropyy-
limetyyliselluloosaftalaattia. Tabletteihin tai rae-pdillyksiin voi-
daan kdyttdd vdriaineita tai pigmenttejd, esim. erisuuruisten teho-
ailneannosten identifioimiseksi tai tunnistamiseksi.

Seuraavat esimerkit kuvaavat edelldseloste-tua keksintdd; ne ei-
vidt kuitenkaan mitenkddn rajoita sen piirid. Lé&mpotilat ilmaistaan

Celsius-asteina. K&ytetyt lyhenteet tarkoittavat:

Z = karbobentsoksi

But = tert.butyylieetteri
oBu® = tert.butyyliesteri

BOC = tert.butoksikarbonyyli
DMF = dimetyyliformamidi

ONp = p-nitrofenyyliesteri

HOBt = N~hydroksibentsotriatsoli
DC = ohutkerroskromatografia

DC:ssa kdytetddn piihappogeelid adsorbenssina ja seuraavia sys-
teemejd ajoaineina:
Systeemi 3: Etikkaesteri-pyridiini-vesi (65:20:15)
Systeemi 157: Kloroformi-metanoli-vesi-jddetikka (70:42:10:0,5)
Systeemi 157c: Kloroformi-metanoli-vesi-jddetikka (75:25:5:0,5)
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Esimerkki 1:
1,13 g (pralmitoyyli-S—Z(R),3—dipalmitoyylioksipr0pyyli)-Cys—
Ser-(But):Ser(But)-Asn— OBut:ié liyotetaan 5 ml:aan 90%:sta tri-

fluorietikkahappoa ja liuos vidkevdiddidn 45 minuutin kuluttua 20°¢:

ssa noin 2 ml:ksi. Tuote saostetaan lisd&mdlld 75 ml peroksiditonta
eetterid, suodatetaan ja kuivataan kaliumhydroksidilla. Ndin saatu

lipopeptidi(N*palmitoyyli—s—2(R),3—dipalmitoyylioksipr0pyyli)—Cys—

Ser-Ser—-Asn~OH antaa ohutkerroskromatogrammissa silikageelilld seu-
raavat Rf-arvot: Rf (kloroformi-metanoli~j&detikka-vesi) 79:25:0,5:
4,5) = 0,25,

0,89 g (N-palmitoyyli-S-2(R),3-dihydroksipropyyli)-Cys-Ser (Bu®) -
Ser(But)—Asn—@eBut:ia liuotetaan 10 ml:aan pyridiinid, lisdt&dn
0,725 ml palmitiinihappokloridia ja liuos pidetddn 24 tunnin ajan
45°C:ssa. Tamin jdlkeen lisdtd&n 200 ml kloroformia ja uutetaan
livos 1N sitruunahapolla, 1lN-natriumbikarbonaatilla ja vedelld, kui-
vataan orgaaninen faasi natriumsulfaatilla ja haihdutetaan liuotin
pois, Jddnnds puhdistetaan kromatografialla piihappogeelilld klo-
roformisysteemissd, tai kloroformi-metanolissa (98:2). Ohutkerros-
kromatograafisesti yhtendinen lipopeptidi (N—palmitoyyli—S-Z(R),B—
dipalmitoyylioksipropyyli)"Cys-Ser—(But)—Ser(But)—Asn—OBu antaa
kloroformi-metanolissa (9:1) piihappogeelilld Rf~arvon 0,75.

0,90 g:aan [N—palmitoyyli-S~2(R),3—dihydroksipropyyli]-kysteiiniﬁ
ja 0,99 g:aan H-Ser(But)-Ser(But)-Asn—OBut:ié 20 ml:ssa dietyyli-
formamidia lis&t&dn 0°:ssa 0,472 g disykloheksyylikarbodi-imidié
ja 0,309 g N-hydroksibentsotriatsolia. 2 tunnin jdlkeen 0°:ss2a Jja
15 tunnin j&#lkeen 20°:ssa suodatetaan seos ja suodos haihdutetaan.
Jddnnds puhdistetaan kromatografialla piihappogeelipylvddlld klo-
roformi-metanoli-systeemissd (98:2). Ohutkerroskromatogrammissa pii-
happogeelilld antaa nédin saatu lipopeptidi-gohdannainen (N—palmi—
toyyli—S—Z(R),3-dihydroksipropyyli)-Cys—Ser—But)-Ser(But)—Asn-OBut
Rf-arvon 0,60 (kloroformi-metanoli 8:2).

6,09 g Z*Ser%But)—Ser(But)-Asn~OBut:ié liuvotetaan 60 ml:aan me-
tanolia ja sen jédlkeen kun on lisdtty 0,5 g palladium-hiiltd (10%:
sta) liuos hydrataan huoneenldmpdtilassa 3 tunnin ajan. Katalysaat-
tori suodatetaan pois ja suodos haihdutetaan. Tuote saostuu valkoi-
sena vaahtona. Ohutkerroskromatogrammissa piihappogeelilld osoittaa
peptidi H—Ser~(But)—Ser(But)—Asn-OBut Rf-arvon 0,41 ‘kloroformi-

metanolissa (8:2).
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4,134 g Z—Ser(But)—OH:ta ja 4,64 g H*Ser(But)—Asn-OBut:ié
liuotetaan 50 ml:aan dimetyyliformamidia ja seokseen lisdtdén
0°:ssa 3,172 g disykloheksyylikarbodi-imidi# ja 1,89 g N-hydroksi-
bengsotriatsolia. 2 tunnin kuluttua 0°:ssa ja 15 tunnin kuluttua
20°:ssa imusuodatetaan saostunut disykloheksyyli-virtsa-aine, suo-
dos haihdutetaan, jddnnds liuotetaan etikkaesteriin ja liuos uute-
taan 1IN sitruunahapolla, 1N natriumbikarbonaatilla ja vedelld, kui-
vataan natriumsulfaatilla ja haihdutetaan. Jddnnds kiteytetddn uu-
delleen etikkaesteri-heksaanista. Saatu peptidi Z—Ser(But)—Ser(But)-
Asn-OBu® sulaa 96-98%:33a, Piihappogeelissd Rf-arvo on (kloroformi-
metanoli 95:5) = 0,25.

4,65 g'Z—Ser(But)—Asn—OBut:ia hydrataan 50 ml:ssa metanolia
0,4 gi:lla palladiumhiiltd (l10%:sta). Katalysaattorin suodattamisen
jdlkeen ja suodoksen haihduttamisen jdlkeen saadaan valkoisena vaah-
tona peptidi H—Ser(But)Asn—OBut. Piihappogeelilld Rf-arvo (kloro-
formi-metanoli 7:3) = 0,48.

5,9 g Z—Ser(But)fOH:ta ja 3,76 g H~Asn~OBu
ml:aan dimetyyliformamidia ja siihen lis&td&n 0%°:ssa 3,06 g N~hyd-
roksibentsotriatsolia ja 4,53 g disykloheksyylikarbodi-imidia.

2 tunnin kuluttua 0°:ssa ja 15 tunnin kuluttua 20%:ssa suodatetaan,

t:ia liuotetaan 60

haihdutetaan suodos ja kiteytetddn jidnnds etikkaesteri-petrolieet-
teristd. Saatu peptidi Z-Ser(But)—Asn—OBut sulaa 114-115%:ssa.

(a)go = +4° (¢ = 1,5 metanolissa). Piihappogeelilld Rf on (kloro-

formi-metanoli 9:1) = 0,48.
Esimerkki 2:

1,6 g[N—palmitoyyli~S~2(R),3—dipalmitoyylioksipropyyli)-Cys—
Ser(But)-Ser(But)-Asn—Ala—OBut:ia liuotetaan 7,5 ml:aan 90%:sta
trifluorietikkahappoa ja liuosta vidkevdidddn 15 minuutin kuluttua
20%:ssa noin 2 ml:n tilavuuteen. Tuote saostetaan 100 ml:lla eet-

terid, suodatetaan ja kuivataan natriumhydroksidilla. Tuloksena
saadaan valkeaa jauhetta, jonka sulamispiste on 215-217° (hajoten),
joka on lipopeptidid (N-palmitoyyli—S-Z(R),3-dipalmitoyylioksipro-
pyyli)-Cys—SerHSer-Asn-Ala—OH. Piihappogeelilld Rf (157) = 0,55.
Esimerkki 3:

0,95 g (N—palmitoyyli—S—Z(R),B—dipalmitoyylioksipropyyli)—Cys—
Ser(But)—Ser(But)~OBut:ié liuotetaan 4 ml:aan 90%:sta trifluori-
etikkahappoa. 15 minuutin kuluttua 20°:ssa lis#tddn 100 ml eette-
rid, suodatetaan ja kuivataan jddnnds natriumhydroksidilla. Muo-
dostunut lipopeptidi (N—palmitoyyli—S—Z(R),3-dipalmitoyylioksipro—
pyyli)*Cys-Ser—Ser-OH saadaan vdrittdmé&nd, el hygroskooppisena
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jauheena. Piihappogeelilld: Rf (kloroformi-metanoli-jaéetikka—
vesi 79:25:0,5:4,5) = 0,53,
Esimerkki 4:

Esimerkissd 1 ldhtSaineena kdytetty N-palmitoyyli-s-(2(R),3-
dlhydrok51propjyll)—( ) kgstellnl voidaan valmistaa seuraavasti:

13,9 g L-palmltoyyll—(S)—kystellnla, 5 g kaliumkarbonaattia ja
15 g 1-0-tosyyli-2(R)-0~-3-O~isopropylideeni-glyserolia kuumennetaa
8 tunnin ajan 80°:ssa 250 ml:ssa etanolia typplatmosfidrissia. Haih
duttamisen jdlkeen saatu.reaktioseos puhdistetaan kromatografialla
400 g:lla piihappogeelilld Merck eluoimalla, ensin kloroformi/ase-
tonilla (8:2), sitten kloroformi/metanolilla (8:2). Néinqsaadaan
N—palmitoyyli—S-(Z(R),3~isopropylideenidioksipropyyli)—(g)-kysteii
‘nin kaliumsholé, joka saippuoidaan 4 tuntia kuumentamalla 30%C:ssa
80%:sessa etikkahapon vesiliuoksessa. Haihdutetaan kuiviin, liuote
taan jidnnos kloroformiin ja ravistellaan vedelld. Kuivaanmiszen ja
kloroformi-faasin haihduttamisen jélkeen saadaan vidritdn jdannds,
joka kiteytetddn uudelleen sykloheksdanista ja joka on N-palmitoyy
1i-5- (2 (R),3-dihydroksipropyyli)~ (%) -kysteiinid. Sul.p. 110°, (a)?
= -25°% (¢ = 0,9,  $lsOH) .

N~palmj Loyjlljﬁ ‘kysteiini v01daan valmlqtaa seuraavasti:

45 g (¥)-~kysteiinid (0,37 moolia) suspensoidaan 350 ml:aan pyri-
diinia ja tiputetaan samalla hyvin sekoittaen typpiatmosiiirissd
huoneen l&mpodtilassa liuokseen, jossa on 140 ml (1,67 ekvivalentii:
palmitiinihappokloridia 550 ml:ssa metyleenikloridia. 20-tuntisen
sekoittamisen jdlkeen hapotetaan 2N-suolahapolla. ja jaetaan riorc-
formin ja veden kesken. Kloroformi-faasin kuivaamisen ja haindutta-
misen jélkeen saadann kideseos, joka koostuu noin kolmannexkseltaan
dipalmitoyyli-kysteiinistd ja 2/3:taan monopalmitoyyli-kysteiinist:

P S

Uutetaan kolmesti yhdellid litralla kuumaa asetonia, josta kiteytyy
sta saa-

lil-seos di- ja mono-palmitoyyli-kysteiinii., Asetonil iuoise:

¢aan haihduttamalla N-palmitoyyli-kysteiiniii, joka uudelleeaxitey-

... e 2 . matimoll
tetdén bentsiinistd, sul.p, 65—679C.(a]D0 = +1° (¢ = 0,8; mezanoli)
" Di- ja mono-palmitoyyli~kysteiinin seokset kisitelldin mezancli-

pitoisessn liuoksessa lisiten vesiliuosta, jossa on 12,0 g natriums

sulfidia ja 2 ml viikevdd natriumlipedd, 15 minuutin ajan huonaen

lémpétilassa. iletanolin haihduttamisen ja j&dnndksen hapottanisen
jdlkeen 2li-suolahapolla saadaan kloroformi-uutoksella jaljelie jdd-
A uudel~

nyt N-palmitoyyli-kysteiini talteen joka samoin kiteytetdd

leen bentsiinisti.
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Esimerkki 5: o
| 0,80 g N—palmitoyyli-S-[Z(R),3~dipalmitoyylioksipropyyli)*(§)“
kysteiinig ja 0,67 g H—Ser(But)-Phe—Ala-Glu(OBut):ta livotetaan
10 ml:aan dimetyyliformamidia ja siihen lisdtddn 0,22 g disyklo-
heksyylikarbodi~imidi4d ja 0,16 g N-hydroksibentsotriatsolia. Lim-
mittdmdllda lyhyesti 40%:seen saadaan kirkas liuvos, joka noin tun-
nin kuluttua 20%:ssa jdhmettyy hyyteldksi. Térd saatetaan taas
liuokseksi lammittdmdlld 24 tuntia 40%:ssa ja tdstd saostetaan N-
palmitoyyli~S—(2(R),3~dipalmitoyylioksipropyyli)~Cys—Ser(But)-Phe
Ala—-Glu(OBut)2 vedell&. Tuote puhdistetaan kromatografialla pii=-
happogeelilld kloroformi- vast. kloroformi-metanoli-systeemissd,
98:2 ja sen Rf-arvo = 0,64 kloroformi-metanoli-vedessd 95:5.

540 mg ndin saatua yhdiséetté 1iuotétaan 30 ml:aan 90-%:sta
trifluorietikkahappoa ja liuos vdkevdid&d&dn 30 minuutin kuluttua
20%:s5a noin puoleen tilavuuteen ja ' potrolieetterilld saostetaan
N-palmitoyyli*S—(Z(R),3—dipalmitoyylioksipropyyli)—Cys—Ser—Ser-
Phe-Ala-Glu-OH. Yhdiste sentrifugoidaan, pestddn kolmesti petroli
eetterilld ja kuivataan kaliumhydroksidilla. Se on valkoinen jauh
jonka Rf-arvo on (systeemi 157) = 0,63.

Analogisella tavalla valmistetaan scuraavia lipopeptidejd:
N—palmitoyyli—S—(Z(R,S);3-dipalmitoyylioksipropyyli)~Cys—Phe~Phe-
Asn-Ala—Lys~OH, Rf (systeemi 157 ¢) = 0,18;
N—myristoyli—S—(Z(R),3-dipalmitoyyli0ksipropyyli)~Cys-Glu—Gln—Asn
Ala-Lys-0H, Rf (systeemi 157 ¢) = 0,12;
N—lauroyyli—S—(Z(R),B—dipalmitoyylioksipropyyli)-Cys—Sér—Ser—Asn~
Ala-Glu-OH, Rf (systeemi 157 c¢) = 0,20;
N~5tearoyyli-8"(2(R),3—dipalmitoyylioksipropyyli)—Cys-Ser—Ser-
Asn~-Ala-Ala-0., Ri 1\ . »

BEdelldkuvaittu mafnituilla suojaryhmilld varustettu peptidi,
jota kdytetddn ldhtdaineena kondensaatiossa N-palmitoyyli-s—(Z(R)
dipalﬁitoyylioksipropyyli)—(L)-kysteéinin kanssa, voidaan valmist
séuraavasti: |

17,22 g Z-Ala~ONpitd, 14,8 g HCl. HGlu (0Bu%),:ta ja 6,3 ml
N-etyylimorfoliinia seisotetaan 40 ml:ssa dimetyyliformamidia
yli yon 20%:s5a. Liuos haihdutetaan, jdénnds liuotetaan etikkaes-
teriin ja uutetaan 1N-natriumbikarbonaatilla ja vedelld&.

Etikkaesteriliuos haihdutetaan jé jdljelle jd&a vaahtona Z-Ala-
Glu(0Bu®),, jonka Rf-arvo = 0,60 (kloroformi-metanolissa 95:5),
jota kdytetddn suoraan edelleen: 8,5 g 1iuotetaan 60 ml:aan me-
tanolia ja siihen lisit&sn 0,8 mg Pa-hiiltd (10%:sta) ja hydra-
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taan 20°:ssa 2 tunnin ajén. Katalysaattori suodatetaan ja suodos
haihdutetaan. Saadaan H—Ala-Glu(OBut)2 valkoisena vaahtona, jonka
Rf = 0,36. kloroformi~-metanolissa 9:1.

11,46 g:aan Z-Phe-OH:td ja 12,64 g:aan H—Ala—Glu(OBut)Z:ta
50 ml:ssa dimetyyliformamidia lis#t#&n 0°:ssa 8,68 g disyklohek-
syylikarbodi-imidi& ja 5,86 g N-hydroksibentsotriatsolia. 15 tun-
nin kuluttua 4°:ssa suodatetaan seos, suodecs .haihdutetaan ja j&dan-
noés kiteytetddn uudelleen etikkaesteri-heksaanista. Saadaan Z-Phe-
Ala—Glu(OBut)z, jonka sul.p. 161-163°C. Rf-arvo (tolueeni-asetoni
l:1) = 0,63.

6,4 g titi tuotetta liuotetaan 50 ml:aan metanolia ja se hydra-
taan lis#iten 0,5 g Pd-hiiltd (10%:sta) 20°:ssa 20 minuutin ajan,
katalysaattori suodatetaan ja suodos haihdutetaan, jolloin saadaan
H—Phe-—Ala—Glu(OBut)2 valkoisena vaahtona., Rf (kloroformi-metanoli
7:3) = 0,75,

4,43 gtaan Z—Ser(But)-OH:ta ja 3,18 g:aan HCl.H—Ser(But)-OMe:ta
30 ml:ssa dimetyyliformamidia lis&t&é&n 0% ssa 1,89 ml N-etyylimor—
foliinia, 2,29 g HOBt:td ja 3,4 g disykloheksyylikarbodi-imidid&.
2 tunnin jilkeen 0%:ssa ja 15 tunnin jilkeen 20°%:ssa suodatetaan,
suodos haihdutetaan ja liuotetaan etikkaesteriin. Liuoksen uuttami-
sen jdlkeen natriumbikarbonaatilla, laimealla suolahapolla ja ve-
delld j&&nnds haihdutetaan, jolloin saadaan Z~Ser(But)~Ser(But)—
OMe ©ljynd, Rf = (tolueeni-asetoni 1:1) = 0,70.

6,8 g tdtd tuotetta sisdltédvddn 40 ml:n metanoliliuokseen
lisdtddn 7,5 ml hydratsiinihydraattia ja 24 tunnin jédlkeen 20%:ssa
haihdutetaan noin puoleen tilavuuteen. Liuotetaan 250 ml:aan etik-
kaesterid ja uutetaan vedelld. Etikkaesteriliuos vékevdidddn ja
saatu Z——Ser(But)--Ser(But)*-NH-”NH2 saostetaan petrolieetterilld.

Rf (tolueeni-asetoni 1:1) = 0,50.

2,26 g tdtd tuotetta liuotetaan 20 ml:aan dimetyyliformamidia
ja siihen lisdt#in -10%:ssa 7,022 ml 1,78 N-HCl:3d4 etikkaesteris-
sd ja 0,635 ml tert.butyylinitriittid, 10 minuutin kuluttua ~10°:
ssa lis&dtddn tiputtamalla liuwes, jossa on 2,38 g H-Phe-Ala-Glu
(OBut)Z:ta ja 2,52 ml N-etyylimorfoliinia ja seisotetaan 1 tunnin
ajan -10%:ssa ja 15 tunnin ajan 0°:ssa. Sen jdlkeen liuos haih-
dutetaan, jddnnids liuotetaan etikkaesteriin ja pestddn natriumbi-
karbonaatilla, laimealla suolahapolla ja vedelld. Liuoksen haih-
duttamisen jdlkeen saatu Z-Ser(But)—Ser(But)-Phe—-Ala-—Glu(OBut)2
kiteytetddn uudelleen etikkaesteri-heksaanista, sul.p. 213—2150,

Rf (tolueeni-asetoni 1:1} = 0,70.
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2,30 g tdtd tuotetta liuvotetaan 40 ml:aan metanolia ja lisdten
0,5 g Pd-hiiltd (10%:sta) hydrataan 20%:ssa 2 tunnin ajan. Kataly-
saattori suodatetaan ja suodos haihdutetaan, jolloin H-Ser(But)~
Ser(But)—Phe-Ala—Glu(OBut)2 saostuu valkeana vaahtona. Rf (tolueen
asetoni 1:1) = 0,23, .

Léhtéain&éna'kéytetty N—palmitoyyli-S~(2(R),3~dipalmitoyylioksi-
propyyli]—(ﬁ)—kysteiini ja tdmédn yhdisteen diastereomeerinen seos
vastaavan 2(S)-yhdisteen kanssa, joka tdssid lyhennetdan 2(R,Sfﬂ%
voidaan valmistaa seuraavasti:

6,3 g (2, 73 mmoolia) N—palmltoyyll 5= (Z(R) 3~dipalmitoyylioksi-
ﬂr0pyyll)—(3) kystellnl bentshydryyliesterid liuotetaan seokseen,
jossa on 12 ml.trifluorietikkahappoa ja: 48 ml metyleenikloridia.
Tunnin kuluttua huoneen limp&tilassa haihdutetaan liuos ja S6ljymidi-
nen jddnnds hierretddn veden kanssa. Kitéytynyt N-palmitoyyli-S-
(Z(R),3~dipalmitoyylioksipropyyli)-(3 -kysteiini imusuodatetaan, Xu
vataan ja bentshydrolin poistamiseksi hierretiin kolmesti bentsii~
nilld. Jddnnds kiteytetdd1 asetoni~vedestd ja saadaan ndin varitio-
mid kiteitd tdta tuotetta, jonka sulamlsplste on 71-75° ja(a]zo =
-1° (dioksaani). - '

Edelldmainittu esteri saadaan seuraavalla tavalla: R

12 g (20 mroolia) W-palmitoyyli-S 2(R),3-dihydroksipropyyli -(#)
kysteiini-bentshydryyliesterid liuotetaan seokseen, jossa on 60 ml

yridiinid ja 60 ml metyleenikloridia, ja siihen tiputetaan 0-10°:
ssa 14,5 ml (13,2 g ) palmltllnlhappoklorlala. 2 tunnin kuluttua
nuoncen lampGtilassa on reaktio ohutkerroskromatogrammin mukaan pad
tynyt. Susponsioon (pyridiinihydrokloridi) lisdtadn 10 ml metanolia
nidrmeunetidn 20 minuuttia 25%:ssa ja sen jdlkeen haihdutetaan reak-
tioseos pieneen tilavuuteen, Jddnnds liuotetaan kloroformiin, ra-
vistellaan kulloinkin kahdesti 0,5N-suolahapolla, 1l03:sella nat-
riumbikarvonaatilla ja vedelld, kuivataan kloroformi-faasi natrium-
sulfaatilla ja haihdutetaan siirapiksi., Puhdasta esterid saadaan
kromatogfafoimalla tdtd siirappia piihappogeelilld kloroformissa.
Rromatograafisesti yhtendiset fraktiot (DC-kontrolli piihappogee-
1illd kloroformissa:etikkaesteri 98:2, Rf = 0,5) haihdutetaan ja
kiteytetddn uudellcen asetonista. Saadaan N*palmitoyyli—(S)—[Z(R),3—
dipalmitoyylioksipropyyli)-(#)-kysteiini-bentshydryyliesteri varit-
témind kiteind, joiden sul.p. 69-71°,

Edells kaﬂ?ﬁf 'hbcqpa;mltoyyll S(2(R) 3- dlhydroLSLPropyyll)—(S)

203 eyl

kysLellnlﬁ/ﬁaaHéan esim, seuraavalla tavalla: 23,4 g (54 mmoolia)
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. R
_— N-palmitoyyli-$-(2(R),3-dihydroksipropyyli)=(g)~kysteiinid liuo~-

tetaan 150 ml:aan kloroformi-etanoli-seosta 1:1 ja siihen tipute-
taan huoneenl&mpétilassa livos, jossa on 13,6 g (70 mmoolia) dife-
nyylidiatsometaania 50 mlissa kloroformia. Kun liuos on seisonut

3 tuntia huoneenlidmpdtilassa alkuaan punainen liuos on tullut véi-
rittomidksi ja DC:n mukaan (kloroformi:metanoli = 9:1, piihappogeeli
reaktio on p&ddttynyt.

Haihdutetaan tyhjdssd kuiviin ja uutetaan jddnnds Kylmidll&
petrolieetterilla. Jﬁéﬁnds suodatetaan piihappogeelilld metyleeni-
kloridi liuottimena. Ndin saadaan virittomid bentshydryyliésteri—
kiteit#, joiden sul.p. on 88-91° R

N“palmitoyyli—2—(2(R S) 3—dihydroPsipropyyli)—($)-kysteiinin

‘valmistamiseksi menctellaan seuraavasphj

50 g (139 mmoolia) N-palmitoyylif-kysteiinid, 12,4 g glysidia
ja 45 g kaliumkarbonaattia kuumennetaan 375 ml:ssa etanolia typpi-
atmosfadrissd samalla hyvin sekoittaen 16 tunnin ajan 80%:seen.
Jaddhdyttimisen jédlkeen huoneen lampdtilaan hapotetaan seos 2N-suo-
lahapolla noin pH—-arvoon 4 ja lisdtddn vetté; tdlldin tuote saos-
tuu. Se imusuodatetaan ja pestddn vedellé,'kunnes suodoksessa el
ole kloori-ioneja. Saostuman kuivaamisen jilkeen tyhjdssé se kitey-
tetdidn uudelleen etikkaesteristd. Saadaan virittdmii N-palmitoyyli-
S(Z(R),3—dihydroksipropyyli —(gb—kysteiini~ ja N-palmitoyyli—s-(z
(S),3—dihydroksipropyyli)~(z)—kysteiini—diastereomeeriseoksen ki-
teitd, joiden sul.p. on 76-155°, _ R

Saattamalla N-palmitoyyli-8(2(R,S),3-dihydroksipropyyli)- (%)~
Kystelini reagoimaan difenyylidiatsometaanin kanssa, kuten edelld
on mainittu R—yhdisteest&,ﬂéaadaan N—palmitoyyli—S—(é(R,S),3—di-
palmitoyylioksipropyyli)"(8)—kyste-inibentshydryyliesteria: viarit-
tOmien kiteiden sul.p. 84-85°,

Kup tdtd diastereomeeriseosta (19,8 g) kromatografoidaan pyl-
vddlld jossa on 250 g piihappogeelid (lerck) metyleenikloridi
livottimena, saadaan ensimmiiisessi fraktiossa (1,55 g) R-diastereo-
meerid (Rf = 0,61, metyleenikloridi:etikkaesteri = 98:2, ohutkerros
piihappogeeli), toisessa fraktiossa 12,7 g R,S-diastereomeeriseosta
ja kolmannessa fraktiossa (1,1 g) S-diastereomeerid (Rf = 0,53 mety
leeniklgridi:etikkaesteri = 98:2).

K S-diastereomeereista saadaan edelld kuvatulla tavalla N-palmi-
toyyli-S—(Z(S),3—dipalmitoyylioksipropyyli)—(§)~kysteiiniﬁ; varit-
tomét kiteet, sul.p. 64-65°, (a)go = +19 (dioksaani).



30

Tdssd esimerkissd mainittujen, vastaavalla tavalla kuin N-

- palmitoyyli~S(2\R),3-dipalmitoyylioksipropyyli)-Cys-Ser—-Ser—Phe-

Ala-Glu-OH, valmistettavien keksinndn mukaisten uusien lipopepti-
dien valmistamiseksi tarvittavat lihtdaineet gvat esimerkiksi
N-myristoyyli-S- (Z(R) 3- dlhydrok51propyyll)-( )-kysteiini, virit-
toémdt kiteet, sul.p. 140—1500, ja 2 '
N-stearoyyli—S-(Z(R),3-d1hydroksxpropyyli)—(S)—kysteiini, vdrit-
témit kiteet, sul.p. 140-150°; Q
N-lauroyyli~S- (Z(R) 3- dlhydrok51propyy11)—($)~kyste11ni, viritto-
mdt kiteet, sul.p. 140~ 150°
‘Ne voidaan valmistaa e51merkissa 4 annettujen ohjeiden mukaan.
Edellédmainittujen ohjeiden mukaan valmistettujen bentshydryyli-

‘estereiden omihaisuudet ovat scuraavat: )

N—myristoyyli—“—(Z(R) 3-dihydroksipropyyli)~ (%) ~kysteiini-bents-
hydryyliesteri, vidrittomdt kiteet, sul.p. 90f,92O

N-stearoyyli-S- (Z(R) 3- dlhydrokSLPropyyll)—(ﬁ)—kystellnl bentshyd-
ryyliesteri, virittSémit kiteet, sul.p. 95-979;
N—lauroyyli—S—(Z(R),3~dihydroksipropyyli)—($)~kysteiini~bentshyd-
ryyliesteri, virittémit kiteet, sul.p. 95-97°.

Analogisella cdelld kuvatulla tavalla voidaan saada seuraavia
N~asyyli—S—(2(R),3~diasyylioksipropyyli]—(%}—kysteiini~bentshydryy-
liesterceitd, joissa on erilaisia asyyliryhmid N- jg O-atomeissa:
N-lauroyyli—S~(2(R),3—dipalmitoyylioksipropyyli)-(f)-kysteiini*

bentshydryyliesteri, sul.p. 65-689; @
NHmyristoyyli—SH(Z(R),3—dipalmitoyylioksipropyyli)-($)4kysteiini—
bentshydryyliesteri, sul.p. 68—700; Q

N-stearoyyli-S-(2(R),3- dipalmitoyylioksipropyyli)—($)~kysteiini—
bentshydryyliesteri, sul. p. 70-72°

Muita vidrituotteena kdytettidvid yhdlntLta, joita v01daan valmis-
taa ylldolevien ohjeiden mukaan ovat: _ :
N—laurdyyli—S—(Z(R),3¥dipalmitoyylioksipropyyli)-(é)—kysteiini,
virittémit kiteet, sul.p. 70-72°; 0
N-myristoyyli—§- (2(R) 3- dlpalmltoyyllokslpropyyll)-(5) -kysteiini,
varittomat klteet sul.p. 7L- 73O

R .
- N-stearoyyli-S (Q(R),3—d1palmltoyylioksipropyyli)"($)~kysteiini,

varittomit kiteet, sul.p. 74-77°
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Esimerkki 6:

Esimerkissd 5 kuvatuilla reaktioilla valmistetaan seuraavia
léhtoaineita hakernuksen mukaisten lipopeptidien va%mlstamlseksx'
N—palmitoyyli-s—(Z(R) 3- dllauroyyllok51propyy11 98) kjst81lnl“
bentshydryyliesteri, vadritdn vaha;
N—palmitoyyli—s—(Z(R),3—distearoyylioksipropyyli)-(g)—kysteiini-
bentshydryyliesteri, vdrittomdt kiteet, sul.p.80—82°;
N-palmitoyyli-S—(Z(R),3—dioleoyylioksipropyyli)-(ﬁ)*kysteiini*

bentshydryyliesteri, varitdn 8ljy; 0
‘—palmitoyyli—s—(Z(R) 3~di5ehenOYVlioksipropyyli)-(ST—kysteiini~
bentshydryyliesteri, virittOmdt kiteet, sul.p. 85~ 88® 2
N-palmitoyyli~s-(2(R),3- dl*(dlhydrosterkuloyyllok51pr0pyyll)—(3)
kysteiini-bentshydryyliesteri, viritdn vaha.

Vastaavilla, esterdimdttémilld substituoimattomilla kysteii-
neilld on seuraavat ominaisuudet: ey
N—palmitoyyli-S-[Z(R),3-dilauroyylipksipropyyli)-($)-kysteiini,
varitén 6ljy, RE = 0,27; e
"N-palmitoyyli-s-(2(R),3-distearoyylioksipropyyli)=-(8)-kysteiini,
virittomit kiteet, sul.p. 82-85°; 0
- N—palmitoyyli—s-[Z(R),3"dioleoyylioksipropyyli)—(3)-kySteiini,
vdritdn 61jy, Rf kloroformi:metanolissa = 9:1 (ohutkerros-piihapp
geeli-Merck) = 0,35; Q
N-palmitoyyli--5- [Z(R) 3- dlnehenoyylloks1propyyll]—(z) -kysteiini,
virittOmdt kiteet, sul.p.'87~90
N—palmitoyyli—s~(2(R),3~di~(dihydrosterkuloyylioksipropyyli)~(3)—
kysteiini, véaritdn vaha, Rf = 0,38 (samat olosuhteet kuin edelld
on mainittu N-palmitoyyli-2,3-dioleoyylioksi-johdannaiseen ndnden

Ndmd kysteiini-johdannaiset kondensoidaan esimerkissd 5 annet
tujen oheiden mukaisnsti seuraavien peptidien kanssa:
H-Phe~Dlhe-Asn—Ala-Lys—0H
H+Glu-Gln-Asn-Ala-Lys-OH
H-Ser-Ser-Asn-Ala-Glu-0OH

Niin saadaan keksinndn mukaisia vastaavia lipopeptidejd.

Esimerkki 7: n

0,9 g N-palmitoyyli-S—~2(R),3(R),4-trihydroksibutyyli(3) -kys-—
teiinr—bentshydryyliesteria seoksessa, joka koostuu 3 ml:sta tri-
fluorietikkahappoa 12 ml:sta metyleenikloridia, seisotetaan 2 tun
tia huoneen limpdtilassa., Tdmidn jHlkeen seos haindutetaan kuiviin
jddnnds hierretddn jiivedelld, imusuodatetaan ja kiinted aine kui-
vataan. T&ndn jdlkeen se uutetaan bentsiinilld ja kiteytetddn uudi
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leen asetgnista. Saadaan N-palmitoyyli-$-2(R),3(R),4-trihydroksi~

butyyli-(és-kysteiinin vdrittSmid kiteitd, joiden sul.p. on
20 o]

76-76,5 ja ominaiskierto(a)D = -5

Lihtbaineena kdytetty bentshydryyliesteri saadaan seuraavalla

(c = 0,819, dioksaani).

tavalla: a2
l g N-palmitoyyli-S-=2(R),3(R),4- trlhydrok51butyjli—(z) kysta~
iinibentshydryyliesterid asyloidaan seoksessa, joka koostuu & ml:
sta pyridiinid 5 ml:ssa metyleenikloridia, 1,83 ml:lla palmitiini-
happokloridia. 18 tunnin-jdlkeen huoneen ldmpdtilassa lisdtddn 1
metanolia ja haihdutetaan kuiviin. J&innds suodatetaan 100 g:lla
piihappogeelid, Merck, kloroformi.liuottimena. Ohutkerroskromato-

grafoimalla (CHClB:etikkaesteri = 98:2) saaduista puhtaista frak-

‘tioista saadaan haihduttamisen jdlkeen virittdmii kiteit#d, joiden

sul.p. on 60-62°,

Léhtdaine edellémainittua reaktiota varten saadaan seuraavasti

2,53 g H-palmitoyyli-S 2(R),3(R),4—trihydroksibutyyli-(SS“
kysteiinid annctaan reagoida seoksessa, joka koostuu 12 ml:sta
etanolia ja 32 ml:sta kloroformia, 1,37 ¢g:n kanssa difenyylidi-
atsometaania 15 tunnin ajan huoneen lidmpGtilassa. Tédmdn jélkeen
haihdutetaan kuiviin ja puhdistetaan mu;dostunut bentshydryylies-
teri 150 g:lla piihappogeelid kloroformi liuottimena. Rf = 0,3
(CHCly:asetoni = 95:5) piihappogeéli Merck, ohutkerrgs.

i,

N-palmitoyyli-$-2(R),3(R),4-trihydroksibutyyli-(3)-kysteiinid
saadaan seuraavalla tavalla: ,

20 g N-palmitoyyli-kysteiinid, 27,6 g l*t%gﬁyyli-Z,4—etylideenj
D-erytriittia ja 17 g kaliumkarbonaattia sekoitetaan 240 ml:ssa
etanolia typpiatmosfiirissd 15 tunnin ajan 80°:ssa. Tdmin jilkeen
suodatetaan suolat pois, .ja suodos haihdutetaan kuiviin. Jd&nnds
livotetaan 200 ml:aan vesi:tetrahydrofuraania = 1l:1 ja hapotetaan
2N suolahapolla pH-arvoon 3. Tdmin jilkeen rawvistellaan kolmesti
eetterillﬁ, sidddetddn pyridiinillid eetterifaasi pH arvoon 1,5,
ravistellaan vedelld, huivataan eetterifaasi ja haihdutetaan kui--
viin. Tdmd jddnnds puhdistetaan 200 g:lla piihappogeelid lMerck,
kloroformi:asetonilla = 8;2 (1 litra) ja sen jdlkeen kloroformi}
matandilla = 6:4 (1,2 litraa) elucintiaineena.

Puhgaat fraktiot haihdutetaan, hierretddn heksaanilla ja ki-
teytetddn uudelleen etikkaesteri-petrolieetteristd.

Saadaan vdrittdmid N-palmitoyyli-S [(2 4~ etylldeenl)~erytr1-
tyyll)-(é%“kYStEllnl—kltElta, joiden sul.p. on 62- 65°
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Tdmdn yhdisteen hydrolyysi suoritetaan 3%:sella HBF,:114
80%:ssa 4,5 tunnin kuluessa.

8,2 g etyleenijohdannaista k&dsitellddn 100 ml:ssa dimetoksi-
etaania ja 100 ml:ssa 3%:sta HBF,:d4. Jadhdytetddn 0%:seen, jol-
loin hydrolyysituote saostuu. Imusuodattamisen ja kuivaamisen j&l-
keen suoritetaan uudelleenkiteytys etikkaesteristd. Sul.p. 160-16"
sintrautuminen 939:sta alkaen. Rf = 0,285 (kloroformi:MeOH = b6:4)
ohutkerros, piihappogeeli, Merck.

Esimerkki 8:

»

Analogisesti esimerkin 5 ohjeiden mukaan valmistetaan N-stea-
royyli~S-[2(R),3—dipalmitoyylioksipropyyli]"(Q)—kysteiinis a ja
N—palmitoyyli—Sv(Z(R),3(R),4~tripalmitoyylioksipropyyli)—(8 ~kys~

- telinistd seuraavat lipopebtidit:

N—stearoyyli—s-(z(R),3—dipalmitoyylioksipropyyli)—Cys~Ser-Ser-Asn-
Ala-Glu-Ile-Asp-Glu~OH, Rf (157) = 0,32;
N~-palmitoyyli-S-(2(R),3(R),4-tripalmitoyylioksibutyyli}-Cys-Ser—
Ser-Asn-Ala-Lys-OH, Rf (157) = 0,55; _
N-palmitoyyli-s-(2(R),3(R),4-tripalmitoyylioksibutyyli]-Cys-Ser-
Ser-Asn-Ala-Lys-Ile-Asp-Glu-OH, Rf (157) = 0,38.
Esimerklki 9: Co

Analogisesti esimerkin 5 ohjeiden mukaan valmistetaan N-palmi-
toyyli—z(R),3—dipalmitoyylioksipropyyli-(ﬁ3—kysteiinisté ja N-pal-
mitoyyli-2(R,S)73-dipalmitoyylioksipropyyli-kysteiinista seuraa-
vassa mainittuja lipopeptidejd, jolloin mainittujen kysteiini-joh-
dannaisten tdhteitd merkitddn PC(R) vast. PC(R,S):
PC(R,S)~Ser-Ser-Ans-OH |
PC(R)-Ser~Ser-Ans—~Ala-Lys—0H
PC(R,S)-Ser-Ser-Asn~Ala-Lys~OH
PC (R) -Ser-OH '
PC(R,S)-Ser—0Ou
PC(R,5) -Ser-Ser-Asn-Ala~OH
PC(R)-Phe-Ile~Ile-Phe~Ala—~OH
PC(R,S)-Phe-Ile-Ile-Phe~Ala-OH
PC(R)-Val-Lys-Val-Tyxr~Pro-OH
PC(R,S)-Val-Lys-Val-Tyr—Pro-OH
PC(R)-Ala-Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro-NH,
PC(R,Sf~Ala-Ile-Gly~-Val-Gly-Ala-Pro-NH,
PC(R)-Ser-Ser—-Asn-Ala-Lys—Ile-Asp-Glu-OH
PC(R,S)-Ser~Ser—Asn~Ala-Lys-Ile—Asp~Glu~0H

- Lisdksi valmistetaan R,S-epimeeriseoksia kaikista edellisissd

esimerkeissd mainituista lipopeptideistd.
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Esimefkki.10:

0,24 g N-palmitoyyli—S—(2(R),3-dipalmitoyylioksipropyyli}—Cys—
Ser(But)-Ser(But)—The-Ala-D'Gly(OBut)2:ta livotetaan 10 ml:aan tri-
fluorietikkahappoa, jonka vahvuus on 90 %. Liuoksen annetaan seis-
ta ZOOC:ssa 90 minuuttia, minkd j&lkeen se haihdutetaan, trituoroi-
daan eetterilld ja kuivataan sitten natriumhydroksidilla. Saadaan
N—palmitonli—S-(Z(R),B-dipalmitoyylioksiprOpyyli)-Cys-Ser—Ser—Phe-
Ala-D.Glu-OH:ta vdrittOmdnd ei-hydroskooppisena jauheena. Rf-arvo
piihappogeelilld (kloroformi-metanoli-vesi-etikkahappo, 75:25:5:0,5)
on 0,37.

Lihtdaine voidaan valmistaa seuraavalla tavalla:

0,287 g H—Phe—AlafD.Glu(QBut)2:ta lisdtd8n seokseen, Jjossa on
0,6 g N-palmitoyyli-S—[Z(R),3—dipalmitoyylioksipr0pyylij-Cys—Ser(But)-
Ser(But)—OH:ta, 0,092 g N-hydroksibentsotriatsolia ja 0,124 g di-

sykloheksyylikarbodi-imidid 10 ml:ssa metyleenikloridia. Annetaan
seistd 24 tuntia ZOO:ssa, minkd jdlkeen seos suodatetaan ja suodos
kromatografoidaan piihappogeelipylvddssd (2 x 25 cm), joka on val-
mistettu kloroformissa. 25 cm:n alkufraktion jdlkeen eluoidaan klo-
roformilla pi&fraktio, joka sisdltd# puhdasta N-palmitoyyli-$-(2(R),3-
dipalmitoyylioksipropyyli)—Cys~Ser(But)~Ser(But)—Phe—AlawD-Glu(OBut)2:
ta. Rf-arvo piihappogeelilld (kloroformi-metanoli 9:1) on 0,72.

4,75 m1 1,12 M tetrabutyyliammoniumfluoridia (Bu4NF) dimetyyli-
sulfoksidissa lisgdt&d&n liuokseen, jossa on 1,38 g N-palmitoyyli-
S—(Z(R),3—dipalmitoyylioksipropyyli}—Cys—Ser(But)-Ser(But)—OTmse:ta
24 ml:ssa dimetyyliformamidia. Annetaan seistd 40 minuuttia 20°:ssa,
minkd j&lkeen liuos kaadetaan 150 ml:aan j&adkylm3#d 0,01 N kloori-
vetyhappoa, seos suodatetaan ja jd&nnds pestddn vedelli kunnes suo-
dos ei endd sisdlld kloridi-ioneja ja kuivataan sitten natriumhyd-
roksidilla. N-palmitoyylioksi—s-(2(R),3~dipalmitoyylioksipropyyli]-
Cys—Ser(But)-Ser(But)-OH saadaan varittdmén jauheen muodossa. Rf-
arvo on piihappogeelilld (kloroformi-metanoli 9:1) 0,20.

0,563 g HC1°H~Ser(But)—Ser(But)OTmse:ta ja 0,16 ml N-etyyli-
morfoliinia lis&td&n 1,06 g:aan N—palmitoyyli—S-[Z(R),3—dipalmi—
toyylioksipropyyli)—L-kysteiinié, 0,213 g:an N-hydroksibentsotriat-
solia ja 0,287 g:an disykloheksyylikarbodi-imidid 6 ml:ssa dimetyy-
liformamidia. Annetaan seistid 24 tuntia 200:ssa, minkd jdlkeen liuos

on muuttunut geelimdiseksi. T&m8 geeli liuotetaan kuumentamalla ja
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livotin haihdutetaan pois py®rivissi haihduttimessa. JH3nn8ds kroma-
tografoidaan piihappogeelipylviissd, joka on valmistettu klorofor-
missa. Puhdas N- palmitoyyli S~ (2(R) 3- dlpalm1t0k51propyyll) —-Cys~
Ser(Bu ) - Ser(Bu )-0Tmse elucidaan kloroformi-metanolilla 99:1. Rf-
arvo piihappogeelilld (etyyliasetaatti-petrolieetteri 1:1) on 0,62.

5,39 g Z-Ser (Bu")-Ser (Bu*)-OTmse: ta hydrataan metanolissa kahden
tunnin ajan pH-arvossa 4,5 (sdddetddn jatkuvasti 1N kloorivetyhapol-
la) kdyttdm&dlld mukana 0,6 g palladiumhiili-katalysaattoria (10 %).
Katalysaattori suodatetaan pois ja suodos haihdutetaan, minkd j&l-
keen saadaan valkoinen vaahto, joka on HCl-H—Ser(But)—Ser(But)-
OTmse. Rf-arvo piihappogeelilld (kloroformi-metanoli 9:1) on 0,57.

7,0 g HCl-H—Ser(But)—OTmse:ta ja 2,96 ml N-etyyli-morfoliinia
lisdtdén 6,94 g:aan A—Ser(But)—OH:ta, 3,6 g:aan N-hydroksi-bentso-
triatsolia ja 5,33 g:aan disykloheksyylikarbodi-imidi&d 100 ml:ssa
dimetyyliformamidia. Annetaan seisgt# tunnin ajan 0%:ssa ja 24 tuntia
200:ssa, minkd jédlkeen seos suodatetaan, 7jddnnds liuotetaan etyyli-
asetaattiin ja liuos pestddn 1 N sitruunahapolla, 1N natriumbikar-
bonaatilla ja vedelld. Kuivaamisen ji3lkeen natriumsulfaatilla liuo-
tin haihdutetaan pois ja saadaan 81ljy, joka on Z—Ser(But)—Ser(But)—
OTmse. Rf-arvo piihappogellilld (etyyliasetaatti-petrolieetteri
1:1) on 0,69.

1,84 g Z—Phe—Ala—D‘Glu(OBut)zﬂﬁ‘hydrataan 50 ml:ssa metanolia
kdyttdmdlld mukana 0,25 g palladium-hiiltsd (10 %). Katalysaattorin
suodattamisen ja suodoksen haihduttamisen jdlkeen saadaan peptidi
H-Phe—Ala—D-Glu(OBut)2 valkoisena vaahtona. Rf-arvo piihappogeelil-
18 (kloroformi-metanoli 8:2) on 0,58.

3,08 g H-—Ala-D‘Glu(OBut)Z:ta lisHt#4n 2,79 g:aan A-Phe-OH:ta,
1,57 g:aan N-hydroksibentsotriatsolia ja 2,31 g:aan disykloheksyy-
likarbodi-imidid 60 ml:ssa dimetyyliformamidia. Panoksen annetaan
seistd 0°:ssa 20 tuntia, minki jdlkeen se suodatetaan, suodoksesta
poistetaan liuotin, j&&nnds lisitd#n etyyliasetaattiin ja liuos
uutetaan 1 N sitruunahapolla, 1 N natriumbikarbonaatilla ja vedelli.
Kuivaamisen j&dlkeen natriumsulfaatilla liuotin haihdutetaan ja jHdn-
nds saostetaan etyyli- asetaatti—petrolieetterista. Saadaan vdriton
jauhe, joka on Z-Phe-Ala-D- Glu(OBu )2. Rf-arvo piihappogeelilld
(kloroformi~metanolissa 9: 1) on 0,75.

4,33 g Z—Ala—D‘Glu(OBu )Z:ta hydrataan 50 ml:ssa metanolia kiyt-
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tdmdlld mukana 0,5 g palladium-hiiltd (10 %). Katalysaattorin pois-
suodattamisen ja suodoksen haihduttamisen jdlkeen saadaan H-Ala-
Glu(OBut)Z'valkoisena vaahtona. Rf-arvo piihappogeelilld systeemis-
gd kloroformi-metanoli 9:1 on 0,30.

2,9 g HCl'H—D'Glu(OBut)Z:ta ja 1,27 ml N-etyyli-morfoliinia
lisdtddn 2,23 g:aan Z-Ala-OH:ta, 1,68 g:aan N-hydroksibentsotriat-
solia ja 2,48 g:aan disykloheksyylikarbodi-imidid 50 ml:ssa dimetyy-
liformamidia. Seoksen annetaan seistd 24 tuntia Oo:ssa, minkd jil-
keen se suodatetaan ja liuotin poistetaan suodoksesta haihduttamalla.
Kiteytt&mdlld jdidnnds uudestaan etyyliasetaatti-heksaanista saadaan
Z~A1a-D~G1u(OBut)2, joka sulaa 99—101o:ssa ja jonka topinen kierto
on [a)D_é;+5O (c = 1,4 metanolissa).

Esimerkki 11:

2,48 g N—palmitoyyli-s-(Z(R),3—dipalmitoyylioksipropyyli}-Cys—
Ser(But)—Ser(But)-Asn~Ala~LYS(Boc)—NHZ:ta liuvotetaan 50 ml:aan 90
%:sta trifluorietikkahappeoa. Liuoksen annetaan seistd 60 minuuttia

20°:ssa, minki jilkeen siitd poistetaan liuvotin haihduttamalla ja
jddnnds kuivataan natriumhydroksidilla. Tuote liuotetaan sitten 2
ml:aan dimetyyliformamidia ja saostetaan siitd 200 ml:1la 5 %:sta
vesipitoista natriumbikarbonaattiliuvosta, suodatetaan ja pestédén
vedelld. Saadaan viritt®mini jauheena N-palmitoyyli-S-(2(R),3-di-
palmitoyylioksipropyyli)-Cys—Ser-Ser—Asn-Ala—Lys—NHZ:ta, jonka Rf-
arvo on 0,40 piihappogeelilld kdyttden systeemid 157.

1,64 g H—Ser(But)—Ser(But)—Asn—Ala—Lys(Boc)?Nszta lisdtdén
2,0 g:aan N-palmitoyyli-S$-{2(R),3-dipalmitoyylioksipropyyli)-L-
kysteiinid, 0,404 g:aan N-hydroksibentsotriatsolia ja 0,544 g:aan
disykloheksyylikarbodi-imidi&d 50 ml:ssa metyleenikloridia. Annetaan
seisti 200:ssa 24 tuntia, mink# jdlkeen liuotin haihdutetaan pois
ja jd&annss puhdistetaan kromatografoimalla piihappogeelipylvdédsséd
(valmistettu kloroformissa). Kloroformia k#sittdvidn alkufraktion jal-
keen saadaan eluoimalla kloroformi-metanolilla 98:2 fraktio, joka
sisdltdd puhdasta N—palmitoyyli—S—[Z(R),3-dipalmitoyylioksipropyy~
li]—Cys—Ser(But)-Ser(But)—Asn—Ala—Lys(Boc)-NHz:ta. Rf-arvo piihap-
pogeelilld kloroformi-metanolissa 9:1 on 0, 38.

1,275 g Z—Ser(But)—Ser(But)-Asn—Ala-Lys(Boc)—NHZ:ta hydrataan
50 ml:ssa metanolia k&ytt&m#lld mukana 0,25 g palladium-hiili-kata-

lysaattoria (10 %). Katalysaattorin poissuodattamisen ja liuottimen
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poishaihduttamisen jédlkeen saadaan valkoinen vaahto, joka on H-
Ser(But)—Ser(But)-Asn—Ala-Lys(Boc)-NHZ. Rf-arvo piihappogeelilld
systeemissd klofoformi—metanoli 8:2 on 0,20.

2,02 g HC1*H-Lys(Boc}-NH,:ta ja 0,902 ml N-etyylimorfoliinia
lisdtddn 4,465 g:aan Z-Ser(Bu%)-Ser(But)-Asn—Ala—OH:ta, 1,095 g:aan
N-hydroksibentsotriatsolia ja 1,622 g:aan disykloheksyylikarbodi-
imidid 50 ml:ssa dimetyyliformamidia. 24 tunnin kuluttua seos suoda-
tetaan ja reaktiotuote saostetaan suodoksesta vedelld ja kiteyte-
tddn sitten uudestaan metanoli-eetterigtd. Sulamispiste on 207-208°.

34 ml 0,5 N natriumhydroksidia lisdtd&n 3,54 g:aan Z—Ser(But)—
Ser(But)—Asn—Ala-OMe:ta 34 ml:gssa metanolia. 3 minuutin kuluttua 1li-
sdtddn 17 ml 1 N kloorivetyhappoa, suurin osa metanolista poistetaan
haihduttamalla, ja erottunut tuote suodatetaan pois. Kiteyttdmdlld
metanoli-eetteristd saadaan puhdasta Z~Ser(But)—Ser(But)—Asn—Ala—
OH:ta, joka sulaa 180-181%:ssa.

61,8 ml 2,32 N kloorivetyhappoa etyyliasetaatissa ja 7,3 ml
tert.butyyli-nitriittid lis&t&d&n 25,95 g:aan Z—Ser(But)—Ser(But)-
NH-NH,:ta 200 ml:ssa dimetyyliformamidia -10%:ssa. 10 minuutin ku-
luttua lis&t8sn liuvos, jossa on 14,8 g HCl*H-Asn-Ala-OMe:ta Jja
36,16 ml N-etyyli-morfoliinia 150 ml:ssa dimetyyliformamidia tipoit-
tain ja seos pidetd&n sitten tunnin ajan ~10%:ssa ja 15 tuntia 0°:
ssa. Liuoksesta poistetaan liuotin haihduttamalla, j&d&nnds lisdtddn
kloroformiin ja gestdén natriumbikarbonaatilla, laimealla kloori-
vetyhapolla ja vedelli. ZHSer(But)-Ser(But)—AsnﬂAla—OCH3, joka saa-
daan liuottimen poishaihduttamisen jdlkeen, saostetaan uudestaan
kloroformi-petrolieetteristd. Rf-arvo piihappogeelilld systeemissd
kloroformi-metanoli 9:1 on 0, 35.

20,15 g Z—-Asn-Ala-OMe:ta hydrataan 500 ml:ssa metanolia kdyt-
tdmdlld mukana 2,0 g palladium~hiili-katalysaattoria (10 %) pH-ar-
vossa 4,5 (pidetdén tdssd arvossa lisddmdlld jatkuvasti 1 N kloori-
vetyhappoa). Katalysaattorin suodattamisen ja suodoksen haihdutta-
misen jdlkeen saadaan valkoinen jauhe, joka koostuu HCl:Asn-Ala-O-
CHj:sta. Rf-arvo piihappogeelilld systeemissd kloroformi-metanoli-
vesi 70:30:5 on 0,25.

Esimerkki 12:
Seuraavat lipopeptidit valmistetaan menetelmdlld, joka on pda-

asiassa esimerkissd 5 selitetyn menetelmin mukainen:
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N—palmitoyyli-S—(Z(R,S),3—dipalmitoyylioksipropyyli)—Cys-Ser—Ser~
Asn-Ala-Glu-OH, Rf (157) = 0,65,
N—palmitoyyli—S*(2(R,S),3-dipalmitoyylioksipropyyli}—Cys~Ser—Ser—
Asn-Ala-Ala-OH,
N—palmitoyyli—S—té(R,S),B—dipalmitolioksipropyylij—Cys—Phe—Ile—Ile-
Phe—Ala—OCHB, Rf (157) = 0,43,
N-palmitoyyli-S-(2(S),3~dipalmitoyylioksipropyyli)-Cys-Ser-Ser-Phe-
Ala-Glu-OH, Rf (157) = 0,63,
N-palmitoyyli-S-(?(R,S),3—dipalmitoyylioksipropyyli]—Cys—Ser-Thr—
Phe-Ala-Glu-~0OH, Rf (157¢) = 0,37,
N*palmitoyylius~t2(R,S),B—dipalmitoyylioksipropyyli]—Cys—Thr-Ser—
Phe-Ala-Glu-OH, REf (157c) = 0,35,
N-palmitoyyli—SF(Z(R,S),3—dipalmitoyylioksipropyyli)-Cys—Thr—Thr—
Phe-Ala-Glu-OH, Ef (157¢) = 0,37,
N~palmitoyyli—84(2(R),3—dipalmitoyylioksipropyyli)—Cys-Ser—Ser—Phe~
Ala-D-Glu-0H, Rf (157) = 0,54,
N—palmitoyyliws-(Z(R),B-distearoyylioksipropyyli]-Cys~Ser—Ser—Asn-
Ala~D-Glu-0H,
N-palmitoyyli—S—(Z(R,S),3—dipalmitoyylioksipropyyli]—Cys—Ser—Ser-
Ala-Glu~-0OH,
N—palmitoyyli~8—(2(R,S),3—dipalmitoyylioksipropyyli)—Cys—Glu—Glu~
AsanlafLys—OH.
Esimerkki 13:

Seuraavat lipopeptidit valmistetaan menetelm#lli, joka on pdi-

asiassa esimerkissd 5 selitetyn menetelmédn mukainen:
N—palmitoyyli-S—(Z(R),3—dialuroyylioksipr0pyyli)—Cys—Ser—Ser-Phe—
Ala-Glu-OH, Rf (157) 0,45,
N—palmitoyyli—sr[Z(R),3~dimyristoyylioksipropyyli}"Cys—Ser-Ser—Phe-
Ala-Glu-0H, Rf.(j57) = 0,47,
N-palmitoyyli-S—(Z(R),3-distearoyylioksipropyyli)—Cys-S]r—Ser—Phe-
Ala-Glu-OH, Rf (157) = 0,50,

N-palmitoyyli-s- (2 (R),3-dioleoyylioksipropyyli)-Cys-S kr-Ser-Phe-Ala-
Glu-OH, Rf (157) = 0,53,
N-palmitoyyli-$-(2(R),3-di-(9-metyleeni-stearoyylioksipropyyli))-
Cys—-Ser—~Ser-Phe~-Ala-Glu-OH, Rf (157) = 0,53.



39

Esimerkki 14:
0,185 g disykloheksyylikarbodi-imidi&, 0,1 g N-hydroksi-bentso-
triatsolia ja 0,105 ml N-etyyli-morfoliinia lisdt&&n 0,749 g:aan

N-palmitoyyli-S-(2(R),3-dipalmitoyylioksipropyyli)-Cys-Ser-OH:ta ja
0,30 g:aan HCl-H-Phe—Tyr—NHz:ta 15 ml:ssa metyleenikloridia. Anne-
taan seistd 24 tuntia 200:ssa, minkd jédlkeen seos suodatetaan, suo-
dos haihdutetaan ja j#&nnds trituroidaan kahdesti kulloinkin 10 ml:
lla vettd. J88nnbs liuotetaan sitten 15 ml:aan kloroformia ja kroma-

tografoidaan piihappogeelipylviddssd (2 x 25 cm), joka on valmistet-
tu kloroformissa.

25 ml:n alkufraktion jdlkeen (kloroformi eluoimisaineena) eluoi-
daan puhdas N-palmitoyyli-S-(2(R),3-dipalmitoyylioksipropyyli)-Cys-
Ser—Phe—Tyr-—NH2 kloroformi-metanolilla. Rf-arvo piihappogeelilld
(kloroformi-metanoli 9:1) on 0,48.

Edelléd mainittu hydrokloridi voidaan valmistaa seuraavalla ta-
valla: 4,62 g Z—Phe-Tyr—NH2 hydrataan 50 ml:ssa metanolia kdyttdm&l-
18 mukana 4 ml kloorivetyhappoa metanolissa (2,53 N) ja 0,5 g pal-
ladium-hiiltd (10 %). Katalysaattorin suodattamisen ja suodoksen
haihdqttamisen jdlkeen saadaan HCl-.H-Phe--Tyr-NH2 valkoisena vaahtona.
Rf-arvo piihappogeelilld (kloroformi-metanolilla) on 0,42.

2,52 ml N-etyylimorfoliinia list33n 7,93 g:aan A-Phe-0-~Su ja
4,33 g:aan HCl-H—Tyr—NH2 50 ml:ssa dimetyyliformamidia. Annetaan
seistd 20 tuntia 20%°:ssa, minkd jilkeen liuos vikevdid#in noin puo-
leen tilavuuteen ja rekatiotuote suodatetaan lisd&md114 200 ml vet-
td. Jddnnds suodatetaan ja kiteytetiin uudestaan kuumasta asetonit-
riilistd. N&din saadun A-Phe-Tyr-NH,:n sulamispiste on 221-2239; (u)D=

-25° (¢ = 0,5 metanolissa).
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelm& kaavan I mukaisten immuunipotensoivien lipopepti-

dien valmistamiseksi

K3

* *
Rl“CO_O-QH
* k
Rl—CO'—O“ H (I)
Hy
H2
*
R2CO—NH—CH-CO“X * = R

*% = R tai §

jossa R, ja R, tarkoittavat kumpikin tyydytettyd tai tyydyttdmdtdn- |
td, alifaattista tai seka-alifaattis-sykloalifaattista, mahdollises-
ti myés happifunktioilla substituoitua hiilivetytdhdettd, jossa on
11-21 C-atomnia, R tarkoittaa vetyd tai tdhdettd R,-CO-0-CH,~, jos-
sa Ry tarkoittaa samaa kuin edelld ja X peptidisesti sitoutunutta
luonnollista alifaattista aminohappoa, jossa on vapaa, esterdity tai
amidoitu karboksyyliryhmd, tai aminohapposarja, jossa on 2-10 luon-
nollista, alifaattista aminohappoa, joiden terminaalinen karboksyy-
liryhmd8 on vapaassa, esterdidyssd tai amidoidussa muodossa, jolloin
* vast. **:1la merkityt aéymmetriakeskukset omaavat absoluuttisen

R- vast. S- tai R-konfiguraation ja mahdollisesti **C-atomien epi-
meeristen R- ja S-yhdisteiden seoksen, ja niiden suolojen ja komplek-
sien valmistamiseksi, t unne t t u siitd, etta

a) yhdisteestd

¥

* &

‘Rl*CO—O-gH
* %
R.-CO-0-CH

1 (VI)

H,

H,

*
RZCO—NH—CH“CO—Y * = R

* %

i}

R, S tai seos

R, S
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jossavR1, R2 ja R3 tarkoittavat samaa kuin kaavassa I ja Y esittdi
X:34 vastaavaa aminohappoa tai aminohapposarjaa kaavassa I, Jjossa
kuitenkin vdhint&idn yksi aminohappoja substituoivista hydrofiilisis-
td ryhmistd ja/tai terminaalinen karboksyyliryhmd on suojattu neut-
raaleissa tai lievdsti happamissa olosuhteissa lohkaistavalla suo=-
jaryhm&ll4d, tai tdllaisen yhdisteen suolasta, lohkaistaan suojaryh-
ma(t), tai

b) kaavan VII mukainen yhdiste

§3
* %

Rl—CO—O~?H
%k
Rl—CO*O— H
H2 {(VIT)
HZ
*
RZ—CO"NH—CH—CO—W * = R

** = R, S tai

seos (R,S)

jossa R1, R2 ja Rz tarkoittavat samaa kuin kaavassa I ja W = OH,
tai esittdd kaavan I mukaisen X:n aminohappoa tai epdtdydellista

aminohapposarjaa, saatetaan reagoimaan kaavan

NH, - 2 (VITI)

mukaisen yhdisteen kanssa, jossa Z1 tarkoittaa kaavan I mukaista
ryhmdd X vastaavaa ryhm&&d vast. X:n mukaisen mainitun aminohapon tai
epdtdydellisen aminohapposarjan komplementtdiristd aminohapposarjaa
vast. aminohappoa, joissa sarjoissa ei kuitenkaan ole vapaita amino-
ryhmid, tai tdmédn yhdisteen suolan kanssa, tai

c) asyloidaan kaavan
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1
R3
L

HO—?H
* %
HO-CH

)

(IX)

H,
I *
— —_ - - *
R, CO-NH-CR~CO-2,

H

R

)k

n

R, S tai ‘

seos (R,S)
mukainen yhdiste, Jjossa R2 tarkoittaa samaa kuin kaavassa I ja Ré
esittdd vetyd tai ryhmda H-0-CH, -, ja Z, jotakin kaavan I X:&& vas-
taavaa ryhmiid, jossa kuitenkaan ei ole vapaita hydroksiryhmid, tai
tdllaisen yhdisteen suola asyloidaan, ja haluttaessa muutetaan saa-
duissa yhdisteissd, joissa on vapaa terminaalinen karboksyyliryhma,
tdmd amidiryhmdksi tai esteriryhmiksi ja/tai muutetaan yhdisteet
suoloikseen tai komplekseikgeen.

' 2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t unne t t u
siitd, ettd valmistetaan yhdisteitd, joissa asyylitdhteet R,CO ja
R2CO ovat perdisin tyydytetyistd tai tyydyttdmdttdmistd rasvahapois-
ta, joissa on 14-18 C-atomia.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd valmistetaan yhdisteitd, joissa asyylitdhteet ovat perdi-
sin palmitiini-, steariini-, &l1jy-, lauriini-, myristiini-, behen-,
dihydrosterkuli~, malval-, hydnocarpus- tai chaulmoogra-haposta.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1-3 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd valmistetaan kaavan

Rl—CO--O"(FH2

* k

Rl—co—o— H (1V)
H2
e

R.CO-NE-CHE-CO-X * =

2

mukaisia yhdisteitd, jossa kaavassa X esittdd kaavan I aminohappoa
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tai peptidisarjaa, jossa on 2-5 aminohappoa, tail sen suoloja tai
komplekseja, jolloin aminohapossa, tai- peptidisarjan ollessa kysy-
myksend, ainakin puolet aminohapoista sisdltdvat hydrofiilisen ryh-
mén. '

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd valmistetaan yhdisteitd, joissa X esittdd jotakin seuraa-
vista peptidisarjoista
-Ser-Ser-Asn-Ala-Lys—~0OH,

-Ser-Ser—-Asn-Ala-OH,

-Ser-Ser-Asn-0H,

-Ser-Ser—OH

tai tdmidntyyppisid sarjoja, joissa treoniini, glutamiini tai aspara-
giini korvaavat seriinin, tai

Ser-Ser-Asn-Ala-Glu-OH,

Ser-Ser-Phe-Ala-Glu-CH,

Ser-Ser-Phe-Ala-OH,

Ser-Ser-Phe-0OH

tai tédmdn tyyppisi& sarjoja, joissa treoniini, glutamiini tai aspara-
giini ovat vaihdettavissa seriiniin.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd valmistetaan yhdisteitd, joissa on esteriryhmd peptidi-
sarjan X pdidteasemassa, jolloin esteriryhmd on perdisin alemmasta
alifaattisesta alkoholista, jossa on 1-7 C-atomia, etyleeniglykolis-
ta ta:i glyserolista.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unn e t t u
siitd, ettd valmistetaan yhdisteitd, joissa on amidiryhmd peptidi-
sarjan X pddteasemassa, jolloin amidiryhm& on substituoimaton tai
on perdisin alemmasta alifaattisesta, 1-7 C-atomia sisdltdvistd
amiinista, pyrrolidiinista, piperidiinistd tail piperatsiinista.

8. Jonkin patenttivaatimuksen 1-5 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd valmistetaan lipopeptidi
N—palmitoyyli-S—(Z(R),3—dipalmitoyylioksipropyyli)—Cys—Ser—Ser—Asa~
Ala-Lys-0H, _ '
N-palmitoyyli-S~(2(R),3-dipalmitoyylioksipropyyli)-Cys-Ser-Ser-Phe-
Ala-Glu-0H, _
N—palmitoyyli—S—(Z(R),3—di—(dihydrosterkuloyylioksipropyyli]-Cys—Ser—
Ser~-Asn-Ala-Gly-OH,
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N—lauroyyli—S—(Z(R),3—dipalmit0yylioksipropyyli]—Cys-Ser—SeruAsn-
Ala-Glu-QH,
N-myristOyyli—S-(2(R),3—dipalmitoyylioksipropyyli]—Cys—Glu—Gln-Asn~
Ala-Lys-0OH,
N~palmitoyyli-S-(2(R),3-dilauroyylioksipropyyli)-Cys-Phe-Phe-Asn-
Ala-Lys-OH,
N—palmitoyyli—S-(Z(R),3-dilauroyylioksi)—Cys—Ser—Ser—Asn—Ala—Glu—OH,

N-palmitoyyli=S~{2(R),3~dipalmitoyylioksipropyyli)-Cys-Ala-Ile-Gly-
Val—Gly—Ala—Pro-NHz, _
N—palmitoyyli-S-(Z(R),3—dioleoyylioksipropyyli)—Cys—Ser-Ser—Asn—Ala—
Glu-0H,
N-palmitoyyli=-8-(2(R),3-dipalmitoyylioksipropyyli)-Cys-Phe-Phe-Asn-
Ala-Lys-OH, tai
N—stearoyyli—S~[2(R),3—dipalmitoyylioksipropyylij—Cys—Ser—Ser-Asn-
Ala-Gly-Ile-Asp-Glu-OH.

9. Jonkin patenttivaatimuksen 1-3 mukainen menetelm3, t u n -
nettu siitd, ettd valmistetaan happamien yhdisteiden ammonium-
suoloja, alkali- tai maa-alkalisuoloja tai eméksisten yhdisteiden
farmaseuttisesti kdyttdkelpoisia, myrkyttdmid happoadditiosuoloja.

10. Menetelmd patenttivaatimuksessa 1 a) esitetyn kaavan VI mu-
kaisten yhdisteen valmistamiseksi, t unn e t t u siiti, ettid me-
netellddn vaatimuksen 1 muunnoksen b) mukaan, jolloin vihint&in vyksi
hydrofiilisistd ryhmistd aminohapossa tai peptidisarjassa W ja/tai
Z1 tai terminaalinen karboksyyliryhmi Z1:ssé ldhtoyhdisteiden (VI)
mddritelmdd vastaavasti on suojatussa muodossa.

117. Menetelmd patenttivaatimuksessa 1 c¢) esimertun kaavan IX
mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, t un n e t t u siitd, etti
vastaava yhdiste, Jjossa Z, = OH, saatetaan reagoimaan peptidikemias-
sa tunnetulla menetelmdll&d kaavan NH,-Z, mukaisen yhdisteen kanssa,
jossa 22 tarkoittaa samaa kuin X kaavassa I.

12. Menetelmi kaavan
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Ch
Rl—CO~O*?
* %
Rl—CO~O~ H
I-12
i
*
R2CO~NH—-CH—COOH * = R
** = R, S tai seos
(R,8)

mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa Ryr Ry ja R, tarkoittavat
kukin tyydytettyd tai tyydyttémdtoéntd, alifaattista tai seka-alifaat-
tis-sykloalifaattista, mahdollisesti myos happifunktioilla substi-~
tucitua hiilivetytdhdettd, jossa on 11-21 C-atomia, jolloin *:11&
vast. **:11&8 merkityt asymmetriakeskukset omaavat absoluuttisen R-
vast. R- tai S-konfiguraation, ja C**-atomeissa stereoisomeeristen
yhdiéteiden seosten, ja vastaavien yhdisteiden vast. seosten, valmis-
tamiseksi, joissa karboksyyliryhmd on peitidisynteesille sopivan ak-
tivoidun johdannaisen muodossa, t un n e t t u siitd, ettd asyloi-
daan vastaava yhdiste, jossa kunkin tdhteen R,=CO- sijasta on hyd-
roksiryhméd, asyylitdhteen -R1—CO— liittdmiseksi siihen sopivalla
asylointiaineella, ja mahdollisesti saatetaan kysteiiniosan karbok-
syyliryhmd vapaaksi, tai muutetaan vapaa karboksyyliryhmid aktivoiduk-

si johdannaiseksi.
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Patentkrav:

1. Forfarande fo6r framstd8llning av immunpotenserande lipopep-

tider med formeln

¥3
* %

, R, -CO-0~CH
* K
R -CO-O-CH (1)
1,
H,
*
R, CO-NH-CH-CO-X * = R

* % R eller §

i vilken R, och R, betecknar vardera en mdttad eller om&ttad, ali-

1 2
fatisk eller blandad alifatisk-cykloalifatisk, eventuellt &dven med
syrafunktioner substituerad kolviterest med 11-21 C-atomer, R3 be-
—CO-O—CHz— i vilken R

tecknar vate eller resten R betecknar detsam-

ma som ovan och X en peptidlskt bunden naturlig alifatisk aminosyra
med fri, fOrestrad eller amiderad karboxylgrupp, eller en aminosyra-
sekvens av 2-10 natruliga, alifatiska aminosyror, vars terminala
karboxylgrupp dr i fri, fdrestrad eller amiderad form, varvid de

med * resp. ** betecknade asymmetricentren uppvisar absolut R- resp.
8- eller R-~konfiguration och eventuellt blandningar av de vid **C-
atomerna epimera R- och S- fdreningarna, samt salt och komplex didrav,
kdnnetecknat dirav, att

a) i1 en forening med formeln

fs
* %
Rl CO-0 ?H
* %
R, -CO-0-CH
1 (VI)

}12

H,
*
R,CO-NH-CH-CO-Y

* k

i
o oxm =

r S eller blandning
l S
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i vilken R1, R2 och-R3 betecknar detsamma som i formeln I och Y en

X i formeln I motsvarande aminosyra eller aminosyrasekvens, varvid
emellertid &tminstone en av de aminosyrorna substituerade hydrofila
grupperna och/eller den terminala karboxylgruppen &r skyddad med en
under neutrala eller svagt sura betingelser avspaltbar skyddsgrupp,
eller i ett salt av den en dylik forening, skyddsgruppen (-erna) av-
spaltas, eller

b) en fdrening med formeln

H (VIT)

2

*
R2~CO—NH—CH—CO-W * = R

* %

i}

R, § eller

blandning (R,S)

i vilken R R2 och R3 betecknar detsamma som i formeln I, och W = OH

1!
eller en aminosyra eller en ofullstdndig sekvens av aminosyror enligt

X i formeln I, omsdttes med en férening med formeln

(VITI)

i vilken Z1 betecknar en gruppen X i formeln I motsvarande grupp
resp. en till nédmnda aminosyra eller ofullstdndiga sekvens av amino-
syror enligt X komplementerande aminosyrasekvens resp. aminosyra, i
vilka sekvenser dock inte finns fria aminogrupper, eller med ett
salt darav, eller

¢) en fb6rening med formeln
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Rl
3
|

HO—TH
* %

HO~CH
(IX)

H,

*
R2CO"NH—CH—CO—Z2 * = R

** = R, S eller
blandning (R,S)

i vilken R2 betecknar detsamma som i1 formeln I och Ré betecknar vite
eller gruppen H-O—CHz- och Z2 en X i formeln I motsvarande grupp, i
vilken dock inte finns fria hydroxigrupper, eller ett salt darav
acyleras, och, om s& 6nskas, i erhdllna f&6reningar med fria termi-
nala karboxylgrupper, dessa &verfdrs i en emidgrupp eller estergrupp,
och/eller fdreningarna Overfdrs i sina salt eller komplex.

. 2. FPérfarande enligt patentkravet 1, k a nnetecknat
ddrav, att man framstdller fdreningar i vilka acylresterna R1CO och
R2CO hdrstammar frén mdttade eller omdttade fettsyror med 14-18 C-
atomer.

3. Fo6rfarande enligt patentkravet 2, k @ nnetecknat
darav, att man framstdller foreningar i vilken acylresterna hdrstam-
mar fran palmitin-, stearin-, olje-, laurin-, myristin-, behen-,
dihydrosterkyld, malval-, hydnocarpus- eller chaulmoograsyran.

4, Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-3, k a nn e -

tecknat dirav, att man framstdller foreningar med formeln

R *CO—O—?HZ

1
* %
R. —CO-0-CH
1 (1V)
H,
>
R2CO*NH“CH—CO—X * = R

**-—R

i vilka X i formeln I betecknar en aminosyra eller en peptidsekvens

med 2-5 aminosyror eller salt eller komplex ddrav, varvid aminosyran
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eller, ifall av en peptidsekvens, minst hdlften av aminosyrorna
uppbdr en hydrofil grupp.

5. Forfarande enligt patentkravet 4, k & nnetecknat
ddrav, att man framstdller foreningar i vilka X betecknar f&éljande
peptidsekvenser:

-Ser-Ser-Asn-Ala-Lys-0OH,

-Ser-Ser-Asn-Ala-OH,

~-Ser-Ser-Asn-0QH,

-Ser-Ser-0OH

eller sevenser av denna typ i vilka treonin, glutamin eller aspara-
gin ersdtter serinet, eller

Ser-Ser-Asn-Ala-Glu-OCH,

Ser-Ser-Phe-Ala-Gly-0H,

Ser-Ser-Phe-Ala-0OH,

Ser-Ser-Phe-0OH

eller sekvenser av denna typ i vilka treonin, glutamin eller aspara-
gin kan bytas ut mot serin.

" 6. Fdrfarande enligt patentkravet 1, k @annetecknat
ddrav, att man framstdller fdreningar med en ferminal estergrupp i
peptidsekvensen X, i vilken estergruppen &r hdrledd fran en l&dgre
alifatiskt alkohol med 1-7 kolatomer, etylenglykol eller glycerin.

7. Forfarande enligt patentkravet 1, k & nne tecknat
ddrav, att man framstdller foreningar med en terminal amidgrupp i
peptidsekvensen X, 1 vilken amidgruppen dr osubstitueras eller &r
hdrledd frén en ldgre alifatisk amin med 1-7 kolatomer, pyrrolidin,
piperidin eller piperazin.

8. Fdrfarande enligt nagot av patentkraven 1-5, k 8 nn e -
tecknat ddrav, att man framstdller lipopeptiden
N—palmitoyl—S—(2(R),3—dipalmitoyloxipropyl]—Cys—Ser-Ser—Asa-Ala—
Lys-0H,
N—palmitoyl-S—(2(R),3~dipalmitoyloxipropyl]—Cys—Ser-Ser—Phe-Ala—
Glu-0H,

N-palmitoyl-8-(2(R),3~di- (dihydrosterkuloyloxipropyl)-Cys—Ser-Ser-
Asn—-Ala-Glu-OH,
N-lauroyl-$-(2(R),3-dipalmitoyloxipropyl)-Cys-Ser-Ser-Asn-Ala-Glu-OH,
N—myristoyl—S—(Z(R),3—dipalmitoyloxipropyl]—Cys—Glu-Gln-Asn—Ala—
Lys~0H,
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N-palmitoyl-S—(Z(R),3—dilauroyloxipropyl)—Cys—Phe—Phe-Asn—Ala—Lys-OH,
N-palmitoyl-S-(2(R),3-dilauroyloxi)-Cys-Ser-Ser-Asn-Ala-Glu-OH,
N—palmitoyl-S—(Z(R),3—dipalmitoyloxipropyl]—Cys-Ala-Ile—Gly—Val—Gly—
Ala-Pro-NHz,
N-palmitoyl=-S=-(2(R),3~dioleoyloxipropyl)~Cys-Ser-Ser-Asn-Ala-Glu-OH,
N~palmitoyl—S-(2(R),3—dipalmitoyloxipropyl]—CyS*Phe-Phe—Asn—Alav
Lys-0H, eller
N—stearoyl—S—(2(R),3—dipalmitoyloxipropyl]-Cys—Ser—Ser~Asn-Ala—Glu—
Ile-Asp-Glu-0OH.

9. Forfarande enligt nédgot av patentkraven 1-3, k & nn e -
tecknat dé&rav, att man framstdller ammoniumsalter, alkali-
eller jordalkalisalter av sura f&reningar eller farmaceutiskt an-
vadndbara, icke-~toxiska syra-additionssalter av basiska foreningar.

10. Forfarande f6r framstdllning av en fo6rening med formeln VI
i kravet 1 a), k @dnnetecknat dirav, att man anvinder
varianten b) enligt kravet 1, varvid &tminstone en hydrofilgrupp i
en aminosyra eller i peptidsekvensen W och/eller Z1 eller den ter-
minala karboxylgruppen i Z1 motsvarande definitionen av utgangsfore-
ningen VI, f&religger i skyddad form.

11. Forfarande f£6r framstdllning av en fdrening med formeln IX
i patentkravet 1 ¢), k Ennetecknat ddrav, att en motsva-
rande férening, i vilken Z, = OH, enligt fran peptidkemin bekannta
forefaranden omsdtts med en fdrening med formeln NH2—ZZ, i vilken

Z. betecknar detsamma som X i formel T.

2
12. Forfarande for framstdllning av en f6rening med formeln

%3

* %
R1~CO—O—?H

* %
R, -CO-0-CH

1
H2

‘H2

*
RZCO—NH*~CH—COOH * = R

* *

H

R, S eller blandning
(R,S)
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i vilken R1, R2 och R3 vardera betecknar en mdttad eller omdttad,
alifatisk eller blandad alifatisk-cykloalifatisk, eventuellt &ven
med syrafunktioner substituerad kolviterest med 11-21 C-atomer, var-
vid de med * resp. ** betecknade asymmetriska centrena uppvisar ab-
solut R- resp. R- eller S-konfiguration, samt blandningar av de vid
C**-atomerna stereoisomera foreningarna, och motsvarande féreningar
resp. blandningar, i vilka karboxylgruppen foreligger i form av ett
fér peptidsyntesen ldmpligt aktiverat derivat, k a nneteck -

n a t dirav, att en mosvarande f&rening, i vilken en hydroxigrupp
dr ndrvarande i stdllet fo6r de bada resterna R1—CO*, acyleras med
ett acylresten R1—CO- infdrande acyleringsmedel, och eventuellt fri-
gbr karboxylgruppen i cysteindelen eller en fri karboxylgrupp oSver-

fors i ett aktiverat derivat.
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