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Uudet asyylipeptidit, niistd valmistetut farmaseuttiset
valmisteet, menetelmi niiden valmistamiseksi ja niiden
kéyttd ~ Nya acylpeptider, farmaceutiska preparat diérav,

forfarande for deras framstdllning och deras anviandning

Keksinndn kohteena ovat uudet somatostatiinista ja sen
analogeista johdetut asyylipeptidit, menetelmi nHiden asyylipep-
tideiden valmistamiseksi, nditid sisdltidvEt farmaseuttiset valmis-
teet sekd nHiden yhdisteiden tai vast. valmisteiden kdytts tera-
peuttisiin tarkoituksiin. Keksinntn mukaiset asyylipeptidit ovat
somatostatiinin ja siitd johdettujen analogien johdannaisia, jois-
sa 9-asemassa olevan lysiinitdhteen 5-aminofyhmé Jja mahdollises-
ti mySs 4-asemassa olevan lysiinitdhteen CE-aminoryhmd ja/tai
N-terminaalinen aminoryhm& on substituoitu jonkin karbonihapon
tdhteelld, jolloin somatostatiinin aminohappojirjestys voi olla
modifioitu Jjattdmdlld pois yksittdisid aminohappoja tai vaihta-
malla ne toisiksi aminohapoiksi.

Somatostatiini, kaavan

I 1
H-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys-0H
1 2 3 4 5 o 7 8 9 10 11 12 13 b

mukainen syklinen tetradekapeptidi /Ecience 179, 77 (197317 es-
td&d tunnetusti kasvuhormonin (somatotropiinin) hypofyysin ohjaa-
maz sekreetiota. TEmdn lisdksi se estdd endokriinisen haiman
sekretorista aktiivisuutta, kuten insuliinin ja glukagonin sekree-
tiota. Nidmd arvokkaat ominaisuudet eividt pddse itse somatostatii-
nissa tdysin kdyt&nndn kayttssn, koska td1ld yhdisteelld on liian
lyhyt vaikutusaika. Témidn lisdksi pidetddn usein parempana sité,
ettd vaikuttava aine vaikuttaa estidvdsti pHiasiassa yhteen maini-
tuista hormooneista. THstd syystd pyritéankin»modifioimalla pe-~
rusjérjestystd, etenkin jattdmidlld pois yksittdisid alkuperdisii
aminohappoja ja/tai vaihtamalla ne toisiksi, usein my8s "epHluon-
nollisiksi" aminohapoiksi saavuttamaan estovaikutuksen dissosi-
ointi seki mahdollisimman pitkd vaikutuksen kesto.

Yllattéen todettiin nyt, ettd muuntamalla aivan epdtavalli-

sesti perusrakennetta, nimittdin asyloimalla somatostatiinin tai
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sen samalla tavoin vaikuttavien rakenneanalogien 9-asemassa ole-
van lysiinitdhteen &-aminoryhmd mahdollisesti substituocidun
alkaanikarbonihapon kanssa muodostuu asyylipeptidi, Jjossa ei ai-
noastaan s&dily perusrakenteen alkuperdinen aktiivisuus, vaan usein
s5itd myos parannetaan ja syvennetddn edelleen ylld esitetyssd mer-

kityksessd, etenkin vaikutuksen kestoon ndhden. T&llainen tulos

yllattdsd sitédkin enemmén, koska siten kumotaan Lys9-téhteen pad-
teasemassa olevan aminoryhmin emidksinen luonne, Jjota pidetdidn
valttamdttomind somatostatiinin ja analogisten vaikuttavien ai-
neiden biologiselle vaikutukselle. _
Keksinndn mukaiset yhdisteet ovat usein myds teknisesti
edullisia, koska niiden pienemmistd rakenne-elementeistd tapah-
tuvassa synteesisséé el tarvita kyseisten aminoryhmien, etenkdin
lysiinitdhteissd olevien &£-aminoryhmien selektiivistd suojaa ja
siten synteesid yksinkertaistetaan.
| Tdstd niZkBkannasta ldhdettdessd pidetddn keksinndn mukai-
sista asyylipeptideistd yleensd, sekd mydhemmin erityisesti hy~
vind pidetyistd edustajista edullisina sellaisia, joissa kaikissa
kyseeseen tulevissa aminoryhmissid on sama asyylitdhde.

Keksinndn kohteena ovat etenkin somatostatiinista ja sen

analogeista johdetut, yleisen kaavan (I)

L(A)a-(B)b-(c)C-D-Phe-trp-Lys(Ac)—Thr-E-(Thr)f—(G)g (1)

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

mukaiset asyylipeptidit, jolloin
Ac merkitsee mahdollisesti substituoidun alkaanikarbonihapcn

vapaassa aminoryhmissd olevaa asyylitdhdettd,

A merkitsee osakaavan Alaq—Gly Cys - —cysqu—OH,

Ac—Alaq-Glya—CySB- —cysqq—OH H- Cysz— —cysqq- H,

Ac-Cy —cy51 -0H tai Bmp- —cysqq-OH mukaista tdhdettd
(jolloin cys merkitsee ryhmdd L-Cys tai D-Cys ja Bmp mer-
kitsee desaminosysteiini-tdhdettd), tai osakaavan

-NH—CH(R)-(CH2)D—CO mukaisen &-aminoalempialkaanikarboni-

hapon tdhdettd (jossa n merkitsee jotakin kokonaisluvuista
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0 - 6 ja R merkitsee vetyi tai karboksyylid), miki my08s
jos n =2 ja R on vetyd, voi olla substituoitu syklisellH
hydrokarbyylitdhteellsd ja tdllaisessa tapauksessa sitd mer-
kitddn edelleen ryhmind Gaba(Ar),

B merkitsee ryhm#d Lys, Lys(Ac) tai Lys(X) (jolloin X merkit-
see E-~aminosuojaryhmdd),
merkitsee ryhmdid Asn, Ala tai His,
merkitsee ryhmd& Phe, tai mikidli tidhteessd A el esiinny mi-
tddn rikkipitoisia aminohappotdhteitd, se voi olla yhdessa

. ryhmdn E kanssa t#hde -Cys6— —Cysqq— ,

trp merkitsee ryhmdd L-Trp, D-Trp tai jotakin analogista t&h-
dettd, joka sisdltdd indoliytimessd, esim. 5—asehassa halo-
geenin, etenkin fluorin,

E merkitsee ryhmdd Phe tai Tyr, tai silld voi olla yhdessa

symbolin D kanssa ylld esitetty merkitys,

G merkitsee ryhmidsd L-Ser, D-Ser tai jonkin korkeintaan 8 hii-

liatomia sisdltdvdn sekunddidrisen & -aminohapon tdhde, Ja
a, b, ¢, f ja g merkitsevdt riippumattomasti lukua O tai 1.
Samoin keksinndn kohteena ovat n#iden asyylipeptidien ei-toksiset
suolat ja farmakologisesti kdyttokelpoiset kompleksit.

Asyylitdhteen Ac perustana olevalla alkaanikarbonihapolla

‘on mieluummin korkeintaan 18 hiiliatomia, kun se on substituoima-

ton, ja mieluummin korkeintaan 8 hiiliatomia, kun se on substitu-

oitu., Substituentteina ovat toisaalta hydroksyyli-, merkapto-,
alempialkyylimerkapto-, kutes metyylimerkapto-, guanidino-,
karboksyyli-, karboksamido- ja ennen kaikkea primddriset amino-
ryhmdt, tai jokin kahteen eri hiiliatomiin sitoutunut iwminoryhmi,
toisaalta mono~ tai bisykliset hydrokarbyyli-' tai heterosyklyyli-
tdhteet, kulen etenkin fenyyli, p-hydroksifenyyli, 1- tai 2-naftyy-
1i, 2-, 3- tai 4-pyridyyli, 2- tai 3-indolyyli, 2- tai L4-imidatso-
lyyli, 2-, 4- tai S5-tiatsolyyli, 2-tienyyli tai 2-furyyli. Happo
voi sisdltHd yhden tai useamman samanlaisen tai erilaisen substi-
tuentin, jolloin hiiliatomeja mukaanlukien hiilipitoiset substi-
tuentit on mieluummin korkeintaan 18. Erityisen edullisia ovat
asyylitdhteet, jotka on johdettu yksinkertaisesti haarautuneista

tai etenkin suoraketjuisista substituoimattomista alkaani-(mono-
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tai di)-karbonihapoista, jolloin ensiksi mainituilla on korkein-
taan 18, viimeksi mainituilla korkeintaan 9 hiiliatomia, kuten
toisaalta etikka-, propioni-, voi-, isovoi-, valeriaana-, iso-
valeriaana-, kaproni-, enantyyli-, undekaani-, lauriini-, myris-

tiini-, palmitiini- ja steariinihaposta ja toisaalta maloni-, me-

'ripihka—, glutaari-, adipiini-, pimeliini- ja korkkihaposta joh-

detut,
Erityisen edullisia ovat myos asyylitdhteet, jotka on joh-

dettu luonnossa, etenkin peptidi-rakenneosina esiintyvistd L-
muodon e -aminohapoista ja niiden ldheisistd analogeista, kuten
etenkin "epdluonnollisen'" D-muocdon enantiomeereistd. FEdullisista
# -aminohapoista tulevat aivan erityisesti'kysymykseen esimerkik-
si seuraavat: glysiini, alaniini, valiini, leusiini, isocleusiini,
fenyylialaniini, asparagiinihappo, glutamiinihappo, arginiini,
lysiini ja histadiini, edelleen /S—alaniini, K -aminovoihapyo,

Y- ~aminovoihappo, norvaliini, isovaliini, norleusiini ja ornitii-
ni seki myos asparagiini, glutamiini, tyrosiini, tryptofaani,
metioniini, treoniini, seriini ja aivan erityisesti myos proliini

ja hydroksiproliini, joissa o -aminoryhmid on suljettu alkyylitdh-

" teen kanssa renkaaksi.

Symbolilla X merkitylld Lysu-téhteen. £ —aminosuvo jaryhmdlla
on mychemmin esitettdvdt merkitykset. Se ercaa ylld karakteri-
soidusta asyyliryhmidstd Ac periaatteessa siten, ettd se on loh-
kaistavissa selektiivisesti vapautettaessa aminoryhmi, jota vas-
toin asyyliryhmd Ac el ole erotettavissa & ~aminoryhwméstd hait-
taamatta samanaikaisesti peptidisid amidi-sidoksia.

Ryhméns Gaba(Ar) merkitty tidhde mH&ritell#dn lshemmin kaa-

van

R R R
P

- NI -CH -CH - CH - CO -~

avulla, jossa kulloinkin yksi symboleista R, Rp ja Ry on jo-
kin substituoimaton tai substituoitu syklinen hydrokarbyylitdhde
Ar ja muut kaksi merkitsevit vetyd, Tihdettd Gaba(Ar) vastaa-

valla substituoidulla Y-aminovoihapolla on lyhenteeni H-Gaba(Ar)-

- =0H.
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Syklinen hydrokarbyylitdhde Ar on jokin mono-, di- tai

.polysyklinen sykloalkyylitdhde tai jokin vastaava, ainakin yhden

aromaattisen renkaan sisdltévid aryylitdhde, jolla on korkeintaan
18, mieluummin korkeintaan 12 rengashiiliatomia. Sykloalkyyli-
tdhteistd ovat edullisia sellaiset, joilla on 3-...8-, ja ennen
kaikkea 5- ja/tai 6-jdseniset renkaat, kuten esimerkiksi syklo-

propyyli, syklobutyyli, sykloheptyyli, syklo=-oktyyli ja aivan

erityisesti syklopentyyli ja sykloheksyyli, edelleen myds 1-bi-

syklo/@,E,Z]oktyyli, 2-bisyklo[§,2,a7oktyyli, 2—bisyklo[§,2,1]—
heptyyli, 71- tai 2-adamantyyli, ja 1- tai 2-perhydronaftyyli, s.o.
bisyklo[h,h,Q/dekyyli. Aryylitdhteend on ensi sijassa.jokin
naftyyli, kuteﬁ 1- tai 2-naftyyli, jokin vastaava osittain hyd-
rattu naftyyli, kuten etenkin 1-, 2-, 5- tai 6-(1,2,3,4k-tetrahyd-
ronaftyyli), fenyyli, jokin antryyli, jokin fluorenyyli ja atsule-
nyyli. Kaikissa ndissd syklisissd hydrokarbyylitdhteissa voi ol-
la yksi tai useampi alempialifaattinen hydrokarbyylitdhde, eten-
kin alkyylitdhde, jossa on korkeintaan 4 hiiliatomia, esim. metyy-
1i, etyyli, propyyli, isopropyyli tai jokin butyyli ja/tai muu
syklinen, etenkin monosyklinen hydrokarbyylitdhde, kuten yll&
médritetyt, jolloin hiiliatomeja on korkeintaan 18. T&llaisina
syklisingd hydrokarbyylitihteinid mainittakoon esimerkiksi 4,4-di-
metyylisykloheksyyli, jokin tolyyli, kuten 2-, 3- tai L-tolyyli

ja jokin bifenylyyli, esim. 4-bifenylyyli.

Aromaattisessa osassaan sykliset hydrokarbyylitdhteet voivat
olla substituoituja yhdelld, kahdella tai useammalla samanlaisella
tai erilaisella substituentilla, kuten halogeenilla, esim. kloo-
rilla, bromilla, jodilla ja etenkin fluorilla, fenoksilla, alem-
pialkoksilla, esim. sellaisella, joka on johdettu jostakin ylla
mainituista, korkeintaan 4 hiiliatomia sisdltdvistd alempialkyy-
lit&dhteistd, ndistd etenkin metoksilla, edelleen myds nitrolla
tai aminolla, etenkin primddriselld aminolla, dialempialky&li—
aminolla ja asyyliamino-, kuten alempialkanoyyliaminolla, esim.
asetaminolla. FErityisen edullisia ovat mainituilla substituen-
teilla substitucoidut fenyylitdhteet.

Tdhde Ar on YyTtaminovoihapon ketjun pl-, V- tai mieluummin

P -asemassa. Témin mukaisesti johdetaan kaavan Gaba(Ar) mukai-
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set erityisen edulliset tdhteet seuraavista voihapoista: 4-amino-

‘3-fenyyli-, 4-amino-3-sykloheksyyli-, b-amino-3-(2-naftyyli)- ja

ennen kaikkea 4-amino-3-(1-naftyyli)-voihaposta ja 4-amino-3-(3-

fenoksifenyyli)-voihaposta.

" Symbolissa G mainittu sekundsddrinen, korkeintaan 8 C-atomia
gigdltivd ot-aminohappo on jokin oh-alempialkyyliaminoalempialkyy-

likarbonihappo, jossa molemmat alempialkyylitihteet voivat olla

. yhdistetty yhteen C-C-sidoksen, happiatomin, rikki(II)atomin tai
L mahddllisesti alempialkyloidun typpiatomin avulla, jolloin kum-

“pikin yksittdinen alempialkyylitidhde sisdlt&E korkeintaan 6 hii-

liatomia ja kumpikin yhdessd korkeintaan 7 hiiliatomia., Alempi-
alkyylitdhteessd, joka on karbonihapon hiilirungon perustana on
mieluummin useampi kuin yksi C-atomi ja se on etenkin sellainen,

joka esiintyy luonnollisissa aminohapoissa, kuten butyyli, iso-

'jbutyyli, pentyyli ja etenkin etyyli tai isopentyyli, Alempialkyy-

'li, Jjoka esiintyy aminoryhmén tai typpisillan substituenttina, on

mieluummin metyyli. C~C-sidos, joka yhdist&@&d mahdollisesti molem-
mat alempialkyylitdhteet, on mieluummin yksinkertainen sidos. od-
aminoryhmd on mieluummin sellaisessa steerisessid konfiguraatiossa,
joka vastaa luonnollisia aminohappoja, s.o. L-aminohappoja.
Edullisina pidetddn etenkin sellaisten sekund&d&dristen e-amino=-
happo jen téhtéité, jotka ovat tunnettuja luonnossa esiintyvini
aminohappoina, kuten ennen kaikkea L-proliini, tai ovat niille

valittomdsti rakenteellisesti analogisia, kuten toisaalta L-oksa-

+ ja etenkin kaavan

P4

7\

HE? ?HE

HN CH-COOH

mukainen 4-tiaproliini, jossa Z on happi tai rikki, Ja toisaalta
jokin N-alempialkyloitu, etenkin N-metyloitu, alifaattinen amino-
happo, ennen kaikkea N-metyyli-L-leusiini.

Keksinnon mukaisista asyylipeptideistd on korostettava

etenkin niitd, jotka on johdettavissa sindnsid tunnetuista, eri-
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tyisen arvokkaista somatostatiinin tapaisista peruspeptideistd ja

jotka karakterisoidaan seuraavilla spesifisillé@ kaavoilla:

Siten on somatostatiini, D-Trp8-somatostatiini, ZB-TrpB—D—

' 1
Cysqﬁ7—somatostatiini, ZZB-F)-D—Trp§7-somatostatiini ja des-/Ala -

Gly%7;somatostatiini kaavan IA mukaisten asyylipeptidien perusta-

na:

A'-C&s-B-Asn-Phe-Phe—trp—Lys(Ac)—Thr-Phe—Thr-Ser-c&s—OH Co(1h)

jossa A' merkitsee Ala-Gly-, Ac-Ala~Gly-, H- tai Ac-ryhmid ja
ryhmilld Ac, B, trp ja cys on alussa mainitut merkitykset. Des-
[Klaq—Glyf]-desamino—CysB—somatostatiinista ja sen rakenneanalo-

geista on johdettu kaavan IB mukaiset asyylipeptidit:

Bup-B~C ! -Phe-Phe-trp-Lys(Ac)-Thr-Phe-Thr-G-Cys-OH (IB)

" jossa ryhmilld Ac, Bmp, trp Jja G on alussa mainitut merkitykset

ja C!' tarkoittaa ryhmidid Asn tai His. Oligopeptideistd, joissa on
jétetty yksi tai useampi aminohapoista pois [b~Trp§7-somatostatii—
nin tai Zb-Trpg—D~Cysqﬁ7—somatostatiinin 1=, 2-, 4=, 5-, 12- ja

1%3-asemissa, on johdettavissa kaavan IC mukaiset asyylipeptidit:

f
(Ala—Gly)a—Gys—(B)b—(Asn)c—Phe-Phe—Zﬁ-TrE7-Lys(Ac)-Thr—Phe—

(Thr)f—CSer)g-c§s-0H (1¢)

jossa ryhmilld Ac, B ja cys on alussa esitetyt merkitykset ja
a, b, ¢, £ ja g merkitsevdt riippumattomasti lukua O tai 1.

(6-11)-systiini-siltoja sisdltédvistd analogeista ovat perdisin

" kaavan I mukaiset bisykliset asyylipeptidit, Jjossa A merkitsee

Ly -aminoheptaanihapon tdhdetti -Cysé- —Cysqq—, a merkitsee lukua

1 ja b, ¢, £ ja g merkitsevdt lukua O ja jotka vastaavat kaavaa

- ID
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[—Cys - Phe - trp - Lys(4c) - Thr - Cyswl (ID)

CO—(GH2)6—NH

_m;igﬁgg;gzpmi}}a_ﬁq_ja trp on alussa mainitut merkitykset. Viimek-

si ovat somatostatiini-renkaan aminohappojen vihintddn 6 ja kor-

keintaan 11 osasekvenssid sisdltaviat rikittowHt syklopeptidit

.'kaavan IE mukaisten asyylipeptidien perustana:

l_(An)a_(B)b_(Cu)C_Phe—Phe-trp-Lys(Ac)-Thr—Phe—(Thr)f-(Ser)éJ(IE)

jossé a, b, ¢, f jag merkitsevidt riippumattomasti lukua O tai 1,
ryhmilld Ac, trp ja B on alussa mainitut merkitykset, A" merkitsee
alussa karakterisoitua tzhdettd uNH-CH(R)-(CHE)n-CO— tai vast,
Gaba(Ar) ja C" merkitsee ryhm#id Asn tai Ala.

.Kaavan‘IE mukaisista asyylipeptideistd ovat etenkin ne
edullicia, joissa ryhmdlld Ac on alussa médritellyt yleiset ja
erityisesti korostetut merkitykset, trp merkitsee ryhmdd D-trp,

A" merkitsee W-aminoalempialkaanikarbonihappo-tdhdettd, jossa R

. tarkoittaa vetyd ja n on jokin kokonaisluvuista O - 3, B merkitsee

ryhmdd Lys, Lys(Ac) tai Lys(INOC) (jolloin INOC merkitsee £ -ami-
noryhmisss olevaa isonikotinyylioksikarbonyyli&d), f ja ainakin
vyksi symboleista a, b, ¢ ja g on yhtd kuin 1, jolloin muut mer-
kitsevat riippumattomasti lukua 0 tai 1, kuten etenkin ne yhdis-
teet, Jjoissa a =0 ja b, ¢, f, g=1+tai a, b =0 Jac, f, g = 1,
tai a, b, ¢ =0 ja f, g=1tai a, b, g =0 jac, £f=1.

Kaavan IE mukaisista asyylipeptideistd ovat aivan erityisen
edullisia ne, joissa ryhmdllid Ac on alussa ma8aritellyt yleiset ja

erityisesti korostetut merkitykset, trp merkitsee ryhmad D-Trp,

A" alussa mddriteltyd tdhdettd Gaba(Ar), etenkin sellaista, jossa

hydrokarbyyli Ar on P -asemassa, tai sellaista & -aminoalempialkyy-
likarbonihappo-tidhdettsd, jossa n on jokin kokonaisluvuista 0 - 6,
etenkin 1 - 3, ja ennen kaikkea 2, ja R merkitsee karboksyylid

ja etenkin vetyd, C" merkitsee ryhmdd Ala ja etenkin ryhm&ad Asn,

a =1, c=0 tai etenkin 7 Ja b, f Ja g = 0., Nédistd on puolestaan

korostettava yhdisteitd, Jjoissa tdhteessd A" n = 5 ja R on vety



‘tai karboksyyli, a = 1 ja b, ¢, f ja g ovat kaikki O, ja ennen

© kaikkea kaavan IF

'-“‘ff_*‘_’_LAsn_Phe;Phe-[trpoj_Lys(Ac)-Thr-Phe-NH-CHE_CH(U)-CHa-co—' (1F)

?1¢mﬁkéiéiévyhdisteité, joissa trp tarkoittaa ryhmdd D-Trp, joka

jvo; 51sa1taa D-asemassa myss fluorln, ryhmdlls Ac on alussa mdd-

trltellyt ylelset Ja erityisesti korostetut merkitykset ja U mer-
";ﬁkltsee vetya ja alussa middriteltyd tdhdettd Ar, etenkin fenyyll—
’sykloheksyyll-, 2-naftyyli- ja ennen kaikkea 1—naftyyli— tai m-
fenoksifenyyli-tahdettd.
10 Tdhteelld Ar tapahtuvan substituution tuloksena muodostuu
N~ -aminovoihapen R-hiiliatomissa asymmetriakeskus, joka saa ai-
kaan keksinndn mukaisen syklopeptidin kulloinkin kahden diastereo-
meerisen muodon esiintymisen, jotka voidaan haluttaessa kdEyttid:
erikseen tai myds yhdessid diastereomeeriseoksena samoihin kEytts-
15 tarkoituksiin.

Aivan erityisen edullisia ovat yll& olevien kaavojen T - TF
mukaiset asyylipeptidit, joissa Ac merkitsee jotakin suoritusesi-
merkkien mukaista asyylitdhdettd#, tai joilla on jonkin esimer-

. keissa esitetyn asyylipeptidin perusrunko. Ennen kaikkea ovat
20 td116in edullisia esimerkeissd esitetyt asyylipeptidit.

Y1]& mainituista yleisesti tai edullisina karakterisoiduis-
ta, kaavan I mukaisista asyylipeptideistd ne, jotka sisdltHvit
vapaan karboksyyliryhmin, voivat esiintyd myés sucloina, esim.

: natrium~, kalium-, kalsium- tai magnesiumsuoloina, tai myds ammo-
25 niumsuoloina, jotka on johdettu ammoniakista tai jostakin fysio-
logisesti sopivasta orgaanisesta typpipitoisesta emiksestd. Kaa-
“van I mukaisista yll& yleisesti tai edullisina karakterisoiduista
- asyylipeptideistd ne, jotka sisHltdvat vapaan aminoryhmin, voivat
myos esiintyd suolojen muodossa, nimittdin happoadditiosuolojen
30  muodossa. Happoadditiosuoloina tulevat kysymykseen etenkin fysio-
logisesti sopivat, tavanomaisten terapeuttisesti kiyttokelpoisten
happojen kanssa muodostetut suolat. EpHorgaanisista hapoista mai-
nittakoon halogeenivetyhapot, kuteh kloorivetyhappo, mutta myds
rikkihappo ja fosfori- tai vast. pyrofosforihappo. Orgaanisista

55 hapoista mainittakoon ensi sijassa sulfonihapot, esim. bentseeni-
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-tai~p;tolueenisulfonihappo tai alempialkaanisulfonihapot, kuten
--metaanisulfonihappo, edelleen myds karbonihapot, kuten etikkahap-
: Tpo maltohappo, palmitiini~ ja steariinihappo, omenahappo, viini-

Qhappo, askorbllnlhappo ja sitruunahappo.

'ﬂfKaavan I keksinntn mukaiset asyyllpeptldlt voivat resiintya

;myos komplekselna. Komplekseilla tarkoitetaan rakenteeltaan ei

; -JVlela taySLn selv1tettyjé yhdisteité, jotka muodostuvat lisattéd~
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':Ja antavat nédille pidennetyn vaikutuksen, THllaisia aineita on .

sélitetty esimerkiksi ACTH:n ja muiden adrenockortikotrooppisesti
vaikuttavien peptidien yhteydessd. Mainittavia ovat esimerkiksi
epdorgaaniset yhdisteet, jotka johdetaan metélleista, kuten kal-
siumista, magnesiumista, alumiinista, koboltista ja etenkin sin-
kistd, ennen kaikkea vaikealiukoiset suolat, kuten fosfaatit,
pyrofosfaatit ja polyfosfaatit, sekd@ nididen metallien hydroksidit,
edelleen alkalimetallipolyfosfaatit, esim. "Calgon CD}N”, "Calgon
322", ”Calgoég%88” tai ”Polyroégg 12". Orgaanisia aineita, jotka
saavat aikaan vaikutuksen pidentymisen, ovat esimerkiksi ei-anti-
geeniset liivate-laadut, esim. polyoksiliivatteet, polyvinyyli-
pyrrolidoni ja karboksimetyyliselluloosa, edelleen algiinihapon
sulfonihappo- tai fosforihappoesterit, dekstraani, polyfenolit

ja polyalkoholit, ennen kaikkea polyfloretiinifosfaatti ja fytii-
nihappo, sekd emiZksisten tai ennen kaikkea happamien aminohappo-
jen polymeraatit ja kopolymeraatit, esim. protamiini tai poly-
glutamiinihapypo.

Mik&1li toisin ei ole esitetty, koskevat aminohappotihteiden
lyhenteet L-muodon &~aminohappojen tdhteitd, jotka esiintyvdt
luonnossa.

Mik&dli toisin el ole esitetty, merkitsee kidsite "alempi',
missd tahansa se esiintyy orgaanisen tHhteen tai yhdisteen yhtey-
dessé, korkeintaan 7, mieluummin kuitenkin korkeintaan 4 hiili-

Uusilla keksinntn mukaisilla asyylipeptideilld on fysiolo-
ginen vaikutus, joka on perusluonteeltaan somatostatiinin vaiku-
tuksen kaltainen. Niitd voidaan k&yttdd tdstd syystd edullisesti
samankaltaisissa terapeuttisissa indikaatioissa kuin tHtakin,

esim. etenkin toimintahidirifiden kdsittelyssd, joissa kasvuhormo-



- 10

15

20

25

30

1

nin tai glukagonin sekreetio on epdnormaalin korkea, kuten akro-

‘megaliassa tal diabeteksessd. Koska ne tdmdn lisdksi estivit

verenvuotoa gastro-intestinaalisella alueella, niitd voidaan

kdyttdd tuloksellisesti myds tdlld indikaatioalueella. Ne voivat

+ toimia myds arvokkaina vdlituotteina valmistettaessa muita tera-

peuttisesti arvokkaita yhdisteitid, esim, sellaisia, joissa on yk-
si edelleen modifioitu asyylitdhde Ac,

. Keksinndn mukaiset uudet asyylipeptidit valmistetaan kdyt-
tdmdlld tavanomaisia, sindnsd tunnettuja peﬁtidikemian valmistus-
menetelmisd.

Ne valmistelaan esimerkiksi siten, ettd asyloidaan vastaava
peptidi, jonka 9-asemassa olevassa lysiinitéhteessé on vapaa &-
aminoryhmd, mahdollisesti sucjaamalla tilapdisesti esiintyvidt va-
paat hydroksyyliryhmdt ja/tai muut vapaat aminoryhmidt. Asylointi

tapahtuu etenkin siten, ettd kaavan (II)

L (Ao )a- (B)b—(C)C—D—Phe—trp-Lys-Thr (YO )-E-/Thr (YO Uf-[G(YO )]g-]
(11)

mukainen peptidi, jossa Ao merkitsee alussa midriteltysd tihdettd
A vastaavaa tdhdettd, Jossa N-terminaalisen aminohappotihteen o -
aminoryhméssd voi olla alla ldhemmin miZritellyn merkityksen omaa-
va o/-aminosuojaryhmid X', YO on happiatomissa oleva vetyatomi tai
alla l&hemmin mé&dritellyn merkityksen omaava hydroksyylisuoja-
ryhmd ¥ ja jossa muilla symboleilla on alussa esitetyt merkityk-
set, k&sitellddn alkaanikarbonihapolla AcoOH, jossa Ac0 merkitsee
alussa mainittua asyylitdhdettsd Ac vastaavaa tZhdettid, jossa
esiintyvilld amino~ ja hydroksyyliryhmillZ voi olla suojaryhmia
X, X' tai vast. Y, tai t#llaisen hapon reaktiokykyiselld johdan-
naisella ja haluttaessa tai mikdli on tarpeen, vapautetaan saa-
dussa tuotteessa lohkaisemalla suojaryhmit X, X' ja Y aminoryhmit
tai vast. hydroksyyliryhmat.

N-terminaalisen aminohapon ylld mainittu tdhde ei esiinny
tdhteiden A tai Ao kaikissa merkityksissd, vaan vain niiss#, Jot-
ka on esitefty symbolilla A', ja jota edustaa.tdhde H—Alﬁqu tai
H~Cy53—.
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Symbolin X' merkitys vastaa laajasti e¢-aminosuojaryhmien
niitd merkityksid, joita k&ytetddn peptidiketjun synteesissd Ja

jotka on selitetty mybhemmin yksityiskohtaisesti. Mieluummin k&y-

" tetHidn samanlaatuisia tai vield paremmin samanlaisia suojaryhmia

sekd tdhteessd AO ettd myos Aco ja ne lohkaistaan samanaikaisesti

asylointireaktion jdlkeen.

Hapon AcOOH reaktiokykyinen johdannainen on esimerkiksi jo-

“kin anhydridi, etenkin jokin kaavan ACO—O—ACO mukainen symmetri-

nen anhydridi tai Jokin dikarbonihapon syklinen anhydridi, kuten
sukkiinianhydridi tai glutaarianhydridi, tai my@s jonkin tgisen

orgaanisen hapon, esim. trifluorietikkahapop, tai etenkin -jonkin
epdorgaanisen hapon kanssa muodostettu seka-anhydridi, esim. hap-
poatsidi tai happohalogenidi, ennen kaikkea happokloridi. Reak-
tiokykyinen happojohdannainen on mieluummin jokin aktivoitu este-

ri, esim. sellainen, jossa happo ACOOH esterdidsadn 2,4,5-trikloo-

rifenolilla, pentakloorifenolilla, pentafluorifenclilla, 2-nitro-

fenolilla tai etenkin 4-nitrofenolilla, tai jollakin N-hydroksi-
yhdisteelld, kuten N-hydroksisukkiini-imidill&, 71-hydrokdibentso-
triatsolilla tai N-hydroksipiperidiinilli, tai mycds N,N'-disubsti-
tuoidulla isovirtsa-aineella, kuten etenkin N,N'-disykloheksyyli-
isovirtsa-aineella, tai jollakin samankaltaisella peptidikemiasta
tunnetulla aktivointikomponentilla, vrt. Houben-Weyl: Methoden
der organischen Chemie, 4. painos, osa 15/T ja II, E. Wiinsch
(julkaisija): Synthese von Peptiden (Georg Thieme Verlag, Stutte
gart; 1974).

Asylointi tapahtuu sindnsd tunnetulla tavalla, mieluummin
tavanomaisissa liuvottimissa, esimerkiksi dioksaanissa, tetrahydro-
furaanissa, asetonitriilissd, pyridiinissid, dimetyyliformamidissa,
dimetyyliasetamidissa, dimetyylisulfoksidissa, N-metyylipyrroli-
donissa, heksametyylifosforitriamidissa, sekd kloroformissa jJa

metyleenikloridissa, ja nZiden tarkoituksenmukaisissa seoksissa.

aaas

etyyliamiinia, N-etyylimorfoliinia tai N-metyylipiperidiiniZz,
jotta saataisiin asyloitava aminoryhm# muodossa, Josta on poistet-
tu protonit. ReaktiolHmpstila on tavanomaisesti -20° - +7OOC,

mieluummin noin 0°C:n ja huoneenlémpdtilan vdlillE.
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Asylointiaineina ovat yleensi aktiiviesterit siitd syystd

“edullisia, koska ne asyloivat aminoryhmid edullisesti ennen hydrok-

syyliryhmi& ja tekevdt siten hydroksyyliryhmien suojan kdytdnnsl-

lisesti katsoen tarpeettomaksi, Dikarbonihappojen ollessa kysees-

.58 pidetddn kuitenkin syklisid anhydridejd parempana, sik&dli kun

ne ovat ldsnd. Jotta viltettdisiin ei-toivettu O-asylointi, kdEHy-

tetddn tavanomaisesti vain yhtd ekvivalenttia asylointiainetta kaa-

-van II mukaisen ldhtdaineen jokaista vapaata aminoryhmi& varten.

Jos kuitenkin jostain syystd on edullisempas luopua selektii-
visestd asyloinnista, kuten asianlaita voi olla etenkin happoklo-
ridien kanssa suoritettavassa reaktiossa, niin otetaan asylointi-
aine ylim#&rind ja vapautetaan mukana asyloidut hydroksyyliryhmit
jdlkik&dteen samalla tavanomaisella tavalla kuin suojatut hydroksyy-
liryhmat, etenkin eméksdiselld hydrolyysilld, esim. natrium- tai
kaliumhydroksidin avulla veden ldsndollessa.

Esiintyvien suojaryhmien jadlkik&#teen tapahtuva lohkaisu suo-
ritetaan niiden laadun mukaan ja tapahtun kulloinkin sinidnsd tun-
netulla tavanomaisella tavalla, kuten mychemmin lahemmin esitetZ&n.
T&l16in on esiintyvien hydroksyyliryhmien Y, sek# tZhteissi AO Ja
AcO olevien e&-aminosuojaryhmien X' lohkaisu pakollinen toimenpi-
de, kun taas &£-aminosuojaryhmi X L-asemassa olevassa lysiinitdh-
teessd lohkaistaan vain haluttaessa.

Keksinnon mukaiset asyylipeptidit voidaan valmistaa myds si-
ten, ettd sykliscidaan jokin asyylipeptidi# vastaava lineaarinen
peptidi, mahdollisesti suojaamalla tilapiisesti esiintyvidt vapaat
hydroksyyli-, karboksyyli- ja/tai aminoryhmit. Vastaava lineaa-
rinen peptidi on sellainen, jolla on samat aminohapot samassa
jérjestyksessd kuin keksinndn mukaisella syklisella peptidilla,
Jolloin kuitenkin kahden mielivaltaisen vierekk&isen renkaan muo-
dostavan aminohapon vdlinen sidos on katkaistu ja korvattu vas-
taavilla pddtyasemassa olevilla funktionaalisilla ryhmilld, jotka
voivat esiintyd myds aktivoidussa mucdossa. Kun rengas on kat-
kaistu kahden mielivaltaisen perdkkiizen aminohapon vilisessiH
amidisessa sidoksessa, ovat lineaarisen peptidin paétyasemassa
olevat ryhmat kulloinkin karboksyyli- ja aminoryhmd. Jos rengas
katkaistaan kuitenkin kahden systeiinitdhteen, kuten etenkin 3-

Jja 1t-asemassa olevien vdlissd, niin katkeaa disulfidinen sidos,
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" ja vastaavalla lineaarisella peptidilld on pddtyasemassa olevina
ryhmind kaksi vapaata tai funktionaalisesti muunnettua merkapto-
T ﬁyhméé.”_Paatyasemassa olevien ryhmien spesifisen tyypin mukaan

'kéytetéﬁh”myés vastaavia syklisointimenetelmii.

" Keksinnon mukaiset yhdisteet voidean valmistaa syklisoinnin

. avulla siten, ettd syklisoidaan jokin kaavan (III)

B~ /[T, 7 -V o (I11)

mukainen vastaava lineaarinen peptidi,  jossa Ia on kaavaa 1 vas-
taava tdhde, jossa peptidirenkaan kahden mielivaltaisen vierek-
k&igen aminohappotdhteen vidlinen amidinen sidos on katkaistu, ja
V tarkoittaa vapaata hydroksyyliryhmi#d, aktivointiryhmin avulla
muunne ttua hydroksyyliryhmdd tai hydratsinoryhmia —NH-NH2, Jol-
loin mahdollisesti esiintyvdt, syklisointireaktioon osallistumat-
tomat amino-, karboksyyli- ja hydroksyyliryhmit esiintyvit tar-
Peen mukaan suojatussa muodossa Ja vapautetaan témin jdlkeen.
Kaavan IIl mukaisista lineaarisista peptideistd pidetdan

edullisina niitéd, joissa tdhde A on pddtyasemassa olevana amino-
happona tdhteessd /Ta/. Nimid edulliset ldhtdaineet on karakteri-

soitu kaavoilla
H—(B)b—(C)C~D-Phe-trp—Lys(Ac)—Thr—E—(Thr)f—(G)g—(A)a—V (ITIa)
Jja etenkin
H—(A)a—(B)b-(C)C—D-Phe—trp—Lys(Ac)—Thr-Eu(Thr)f-(G)g—V (II1b)

joissa symboleilla Ac, A, B, C, D, trp, E ja G sekd a, b, c, f ja

g on alussa mainitut merkitykset ja symbolilla V vialittdmisti

" y1l& esitetyt merkitykset. Aivan erityisen edullisia ovat kaa-

vojen Illa ja IITb mukaiset yhdisteet, joissa tHhteessid A ei
esiinny mitddn rikkipitoista aminohappoa.

Symbolilla V esitetty funktionaalinen ryhm& tdydentdi C-
terminaalisen aminohappo-tZhteen karbonyyliryhmii ja muodostaa
yhdessd sen kanssa jonkin vapaan karboksyyliryhmin, jonkin akti-

voidun esteriryhmin, tal vastaavasti karbatsolyyliryhmin.
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Aktivointiryhmi, jolla hydroksyyliryhm# on muunnettu, on
etenkin sellainen, joka muodostaa N-hydroksisukkiini-imidin,
1-hydroksibentsotriatsolin, N,N'-disykloheksyyli-isovirtsa-aineen,
2,4,5-trikloorifenolin, 2-nitrofenolin, 4-nitrofenolin, pentakloo-
rifenolin tai pentafluorifenoclin aktivoidun esterin, mutta mySs

Jokin toinen peptidikemiasta tunnettu téménlaatuinen aktivointi-

‘\ryhmé, vrt. Houben-Weyl, osa 15/II.

- Kaavan III mukaisten lineaaristen peptidien keksinndn mukai-
nen syklisointi tapahtuu sindnsd tunnetulla tavalla tavanomaisten,
amidi-sidoksen muodostamiseksi kdytettyjen liiténtdmenetelmien
avulla, jolloin kuitenkin peptidipitoisia lahfﬁaineita kdytetdsn
hyvin alhaisessa konsentraatiossa, jotta siirret&din kulkua intra-
molekulaarisen syklisoinnin hyvdksi intermolekulaarisen polykon-

densaation kustannuksella.
I

Lineaarisia peptidejd kiytetddn edullisesti 1,10 - n.
1,10_2 moolin, mieluwummin n. 1,10“3 moolin konsentraatiossa, Jjoka
vastaa n. 0,07 - 1,0 %:n, mieluummin 0,71 %:n paino/tilavuus-
konsentraatiota. Vastaava laimennus voidaan sHdEtHH reaktioseok-
sessa alusta alkaen, tai myds tiputtamalla hitaasti jatkuvasti
ldhtdaine ja mahdollisesti muut reagenssit reaktioseokseen.

Syklisointi tapahtuu mieluummin siten, ettd jossakin ylla
mainituissa alkukonsentraatioissa a) kaavan III mukainen 1dhtd-
aine, jossa V merkitsee vapaata hydroksyyliryhmédd suojaamalla
tilapédisesti esiintyvdt muut amino-, karboksyyli- sekd hydroksyy-
liryhm&t kdsitell&ddn Jjollakin karbodi-imidillZ, mahdollisesti
jonkin aktiiviestereitd muodostavan komponentin kanssa, tai b)
kaavan ITT mukainen 1#htCaine, jossa V on aktivoiduksi esteriksi
muunnettu hydroksyyliryhmi ja°pdityasemassa oleva aminoryhmi
esiintyy protonoidussa muodcssa, jolloin ainakin syklisointiin
osallistumattomat aminoryhmdt ja karboksyyliryhmi#t on suojattu,
saatetaan reagoimaan orgaanisen emiksen kanssa, tai c¢) kaavan III
mukainen 1ldhtCaine, jossa V merkitsee ryhmiid -NHNHE, jolloin syk-
lisointiin osallistumattomat aminoryhmdt on suojattu, kidsitelldidn
ensin happamissa olosuhteissa typpihapokkeella tal sen jollakin
alempialkyyliesterilld ja tidmin jidlkeen syklisoidaan jossakin
¥y11& mainitussa alhaisessa konsentraatiossa ylimHdrin kiEytetyn

orgaanisen emiksen avulla.
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Karboksyyliryhmd suojataan myohemmin esitettdvdlld tavalla

Suojafyhmallé W. Amino- ja hydroksyyliryhmien suojaksi kdytetddn

_tarkoitﬁksenmukaisesti ryhmia X, X' tai vast. Y.

Syklisointi suoritetaan sopivissa liuottimissa. Esimerkkei-

 'na mainittakoon dioksaani, tetrahydrofuraani, asetonitriili, py-
»ridiini, dimetyyliformamidi, dimetyyliasetamidi, dimetyylisulfok-

.-gidi, N-metyylipyrrolidoni, heksametyylifosforitriamidi, kuten

. mySs kloroformi, metyleenikloridi tai etyyliasetaatti sekd ndiden
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" seokset,:

Mene telmén muunnelmassa a) sykliéointi‘saadaan aikaan
karbodi-imidin avulla, mieluummin N,N'-disykloheksyylikarbodi-
imidin avulla, jota kdytetddn mieluummin ylimddrin. On oletetta-
vaa, ettd tdlléin kaavan III mukainen lZhtSaine, jossa on vapaa
karboksyyliryhmd, muuntuu primididrisesti disykloheksyyli-isovirtsa-
aineen (tai vast. jonkin analogisen isovirtsa-aineen) aktivoiduk-
si esteriksi ja t&@m&d in situ muodostettu aktiivinen esteri reagoi
edelleen., Aktiivisen esterin muodostavan komponentin lisiys apu-
reagenssiksi johtaa epdilemHttd aktiivisen esterin intermediaari-
seen muodostukseen. Tdhén tarkoitukseen voidaan kayttzd peptidi-
kemiassa tavanomaisia aktiivisia estereiti muodostavia komponent-
teja, kuten etenkin 2,4 ,5-trikloorifenclia, 2- tai b4-nitrofenolia,
pentakloori- Jja pentafluorifenolia, mufta ennen kaikkea N-hydrok-
siyhdisteitd, joista on mainittava erityisen edullisina N-hydrok-
sisukkiini-imidi, N-hydroksipiperidiini ja ennen kaikkea 1-hydrok-
sibentsotriatsoli. Tdssd menetelmdn muunnelmassa kiytettdvi tyss-
kentelyldmpdtila on yleensd 0 - 700, mieluummin 35 - 550.

Muunnelmassa b), jossa kHytetddn valmiita aktiiviestereitd,
etenkin jo korostettuja aktiiviestereiti, syklisointi tapahtuu
spontaanisti, kun pHidtyasemassa oleva aminoryhmid vapautetaan or-
gaanisen emdksen avulla protoneista. Kiytetyt emikset ovat mie-
esim. trietyyliamiinia tal N-etyylimorfoliinia. Mieluummin tyds-
kennellddn 10 - 300:n ldmpotilassa, etenkin huoneenlampdtilassa.

Muunnelmassa c¢) voi ensimmiinen vaihe, s.o. happoatsidin
muodostaminen typpihapokkeella tai sen jollakin esterillid tapah-
tuvan késittelyn avulla, voi tapahtua edullisesti ldhtSaineen

olennaisesti korkeammassa konsentraatiossa kuin tit3E seuraava
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. syklisointi. Tarkoituksenmukaisesti tySskennell&ddn suunnilleen
;Qjonkinfélempialkyylinitriitin, kuten etyyli-, iscamyyli- ja eten-

fkin;tert;—butyylinnitriitin yhdelld ekvivalentilla suolahappois

séséa;véiiaiﬁeessa n. -30° = n. -5%:n, mieluummin n. -20°:n lHm-
“patiléissg;Q-Nitriitin vihiinen ylimddrs on sallittua. Témén
ﬁjéiﬁgeh}ééététaan muodostuneen atsidin liuos tarpeellisen laimen-
o ;ﬁh£$é£ 5§1keen n. 0° - n. 350:n léampotilassa eméksiseksi ylimdE-

H'#fﬁnﬁikéyfétyn orgaanisen, esim. jonkin yll& mainitun emdksen avul-

| xlé!jé sitén saétetaan kuten menetemdn muunnelmassa b) spontaani-
10 seen syklisointiin.

Erikoistapauksessa voidaan keksinndn mukaiset yhdisteet,

sik&1i kun ne sisdltHdvat pari rikkipitoista éminohappotéhdetté,
kuten D- ja L-systeiinista tai P-merkaptopropionihaposta, val-

mistaa siten, ettd jokin kaavan (IV)
1 T . - T Iv
5 o = L1g7 = T, (1v)

mukainen vastaava lineaarinen peptidi, jossa Is on kaavaa I vas-
taava tdhde, jossa rikkipitoisten aminohappotdhteiden vialinen
disulfidinen sidos on katkaistu, ja To merkitsee vetyd tai
merkaptosuojaryhmdd T, hapetetaan disulfidi-sillan muodostamisek-
20 si mahdollisesti lohkaisemalla ensin tai samanaikaisesti merkapto-
suojaryhmdt T, ja vapautetaan mahdollisesti suojatussa muodossa
esiihtyvét amino-, karboksyyli- ja/tai hydroksyyliryhmit.

Lineaarinen peptidi IV on etenkin kaavan (IVa) .

TO_Aq-(B)b~(c)C-Phe_Phe_trp_Lys(Ac)-Thr_Ew(Thr)f-(G)g-AZ-TO (IVa)
25 mukainen, jossa Aq merkitsee ryhmds Ac—Ala—Gly—C&s-, H-Ala—Gly—C§51
Ac-Cjs-, H-Cys- tai Bmp-, A, ryhmdd D- tai L-Cys-OH, tihteell: T,
on vdlittomdsti yll&d esitetty merkitys ja muilla symboleilla on
alussa mainitut merkitykset,
Lineaarinen peptidi IV on kuitenkin my8s jokin kaavan (IVb)

30 LA”-(B)b—<C)C~Cys(TO)—Phe—Lys(Ac)~Thr-Cys(To)—(Thr)f—(G)éJ (Ivv)
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mukainen, jossa A" merkitsee tdhteen A merkityksissid esitettyd
rikitsnts dminohappotéhdetté, tdhteelld Toton valittomdasti ylld
esitetty merkitys ja muilla symboleilla on alussa mainitut merki-
tykset.

Hapetuksen avulla tapahtuva syklisointi tapahtuu tavanomai-
sella, sindnsd yleisesti tunnetulla tavalla. TE11l6in voidaan ha-
rettaa Jjokin kaavan IV mukainen lineaarinen peptidi, jossa on
kaikki suojaryhmdt lohkaistu t&td ennen. Jos kuitenkin kaavan IV
mukaineﬁ lineaarinen peptidi esiintyy suojattuja amino-, hydrok-
syyli- jé/tai karboksyyliryhmisd sisHltEvEssE muodossa, kuten se
useimmissa tapauvksissa saadaan jossakin edeltdvissi synteesissE,
on edullista suorittaa ensin syklisointi jJa Qasta sitten suoja-
ryhmien (s.0. ryhmien X, X', ¥ ja W) lohkaisu. Tdllaisessa tapa-
uksessa suojataan mieluummin esiintyvEt karboksyyliryhmdt tert-
butyyliestereind, &-aminoryhmidt tert-butyylioksikarbonyyliryh-
milld, seriini- ja treoniinitZhteiden hydroksyyliryhmidt, mikdli
ne yleensdkdin suojataan, tert-butyylieettereind, ja merkapto-

ryhmdat trityyli-, asetaminometyyli-, p-metoksibentsyyli-, PCH-

- tai vast. MPCH-, tai tetrahydropyranyyliryhmillid (Thp). Paitsi

asetaminometyylid voidaan kaikki ndwd funktionaaliset ryhmdt loh-
kaista yhdessd vaiheessa happojen vaikutuksen avulla (asidolyysi).
Merkaptosuojaryhmidt, jotka ovat tyypiltHin trityylid, asetamino-
metyylisd ja tetrahydropyranyylid, voidaan kuitenkin haluttaessa
lohkaista sdilyttéamdlls tert-butyyli-tyyppiset suojaryhmat ras-
kasmetallisuolojen, esim. merkuriasetaatin ja rikkivedyn avulla
selektiivisesti. Siten saadaan vapaita merkaptoryhmia sisaltava
lineaarinen peptidi, joka voidaan syklisoida hapetuksen avulla
sinansd tunnetulla tavalla, esim., Jodin avulla, dijodietaanin
avulla orgaanisissa liuottimissa, tai hapen, etenkin iiman hapen
avulla, kuten ilman hapen avulla nestemdisessi ammoniakissa. Vie-
14 edullisempaa on poistaa trityyli-, tetrahydropyranyyli- tai
asyyliaminometyyliryhmilld suojatut merkaptoryhmit muodostamalla
samanaikaisesti disulfidi-silta jodin avulla, esim. metanolissa,
etikkahapossa tai etenkin dimetyyliformamidissa, jolloin mainitun
tyy?piset‘muut suojaryhmidt jHEvAt jdljelle ja ne lohkaistaan j&l-

kik&teen.
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Suojaryhmien rajoitetumpi valinta suuntauntuu erikoistarkoi-
tuksen mukaan, jolloin on valittava etenkin useiden suojattavien
funktionaalisten ryhmien ollessa kyseessd tarkoituksenmukaiset yh--
distelmst. ,

" &-amino-suojaryhmidnd X voidaan k&yttdd jokaista peptidi-
kemiassa tavanomaista amino-suojaryhmii, kuten ne on esitetty

tiivistettyind vastaavissa hakutecksissa, esim. Houben-Weyl:

" Methoden der organischen Chemie, 4. painos, osa 15/I, B. Wiinsch

(julkaisija): Syhthese von Peptiden (Georg Thieme Verlag, Stuttgart;

1974).

Siten voidaan kdyttdd esim. pelkistyksen avulla tai emaksi-
sesti lohkaistavia amino-suojaryhmid, esim. etenkin bentsyylioksi-
karbonyyli-ryhmdd ja bentsyylioksikarbonyyli-ryhmi&d, jotka aro-
maattisessa osassa on substituwoitu halogeeniatomeilla, nitroryh-
milld, alempialkoksiryhmilla ja/tai alempialkyylitdhteilld, ku-
ten p~kloori- ja p-bromibentsyylioksikarbonyyli-, p-nitrobentsyy-
liocksikarbonyyli-, p-metoksibentsyylioksikarbonyyli-, p-tolyyli-
oksikarbonyyli-ryhmidd, tai myds isonikotinyylioksikarbonyyliryh
mad, edelleen myds asyyliryhmid, kuten p-tolueenisulfonyylid,
bentseenisulfonyylid, o-nitrobentseenisulfenyylid tai vast. myds
formyyli&d, trifluorijasetyylid tai ftaloyylid.

Erds edullinen &-amino-suojaryhmd X on jokin etoksikarbo-
nyyliryhméd, jolla on pfB-asemassa kolmella hiilivetytdhteell:
substituoitu silyyliryhmi, kuten trifenyylisilyyli-, dimetyyli-
butyyli-silyyli- ja ennen kaikkea trimetyylisilyyliryhma. TE1l-
lainen A-(trihydrokarbyylisilyyli)-etoksikarbonyyliryhmi, kuten
B-(trialempialkyylisilyyli)-etoksikarbonyyli-, esim. etenkin A -
(trimetyylisilyyli)-etoksikarbonyyliryhmi, muodostaa suojattavan
£-aninoryhmin kanssa vastaavan A-trihydrokarbyylisilyyli-etoksi-
karbonyyliaminoryhmin (esim. A-trimetyylisilyylietoksikarbonyy-
liaminoryhmén), joka on stabiili happamen hydrolyysin ja hydro-
genolyysin olosuhteissa, mutta joka voidaan lohkaista aivan eri-
tyisissd, hyvin miedoissa olosuhteissa fluoridi-ionien vaikutuk-
sen avulla. Tdssd suhteessa se kidyttdytyy analogisesti kuin myo-
hemmin karboksyyli-suojaryhmini kuvattu PB-silyylietyyliesteri-

ryhmd. (Tdmid samankaltaisuus on otettava erityisesti huomioon

_synteesissa: vyksittdistapauksia 1ukuunottamatta Jonkin n&iden
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U suojaryhmien kdytts estdd muiden suojaryhmien ‘samanaikaisen kdy-
 }t6n ) . Muut yksityiskohdat on esitetty myShemmin karboksyyllryh—

;man suogauksen yhteydessa ﬁ-511yylletyy11ester1na.

KﬂfAlvan erltylsen edullisia ovat.asidolyyttisesti lohkaista-

*vatw.yhmat kuten ensi sijassa tert-butoksikarbonyyliryhmd Ja
fanaioglset ryhmat esim., tert-amyylioksikarbohyyli-, isopropyy~‘
bﬁflmok51karbonyyll- di-isopropyylimetoksikarbonyyli~-, allyylioksi-_
‘jkarbonyyll- " syklopentyylioksikarbonyyli-, sykloheksyylioksim

:*fkarbonyyllw, d~isobornyylioksikarbonyyli- ja adamantyylioksi-
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karbonyyliryhmdt, sekd myUs aralkyylityyppiset ryhmidt, kuten

bentshydryyli ja trifenyylimetyyli (trityyli), tai maaratyt 2=
(p-bifenylyyli)—2-propyylioksikarbonyyli-tyyﬁpiset aralkcksi-~
karbonyyliryhmdt, jotka on esitetty sveitsiliisessd patenttijul-
kaisussa 509 266.

Hydroksyyli-suojaryhmiénd Y voidaan kdyttdd kaikkia tiZh&n
tarkoitukseen peptidi-kemiassa kdytettyjd ryhmi&d, vrt, ylld si-
teerattua teosta (Houben-Weyl). ZEdullisia ovat asidolyyttisesti
lohkaistavat ryhmét, kuten 2-tetrahydropyranyyli ja aivan erityi-
sesti tert-butyyli, sekd myds tert-butoksikarbonyyli. Fdelleen
voidaan ki3yttdd kuitenkin myds pelkistyksen avulla tai emdksises=-
ti lohkaistavia hydroksyyli-suojaryhmid, esim. bentsyyli- ja
bentsyylioksikarbonyyliryhmi&d, jotka aromaattisessa osassa voi-
vat olla substituoituja halogeenilla, nitrolla ja/tai alempi-
alkoksilla, tal vast. alempialkanoyylitihteitd, kuten asetyylis,

tai aroyylitéhteité, kuten bentsoyylié. On myos mahdollista me-

tyjd rajoittavia toimenpiteitd.

Karboksyyli-suojaryhmind W voidaan kdyttdd jokaista tavan-
omaista tzhdn tarkoitukseen yleisesti kaytettyd ryhmidd, vrt. yllz
siteerattua teosta (Houben-Weyl). Siten suojataan karboksyyli-
ryhmdt esimerkiksi hydratsidimuodostuksen avulla tai estersimil-
14. Esterﬁintiin sopivat esim. alemmat, mahdollisesti substitu-
oidut alkanolit, kuten metanolia, etanoli, syaanimetyylialkoholi,
2,2,2~trikloorietanoli, bentsoyylimetyylialkoholi tai etenkin
tert-butyylialkoholi, mutta mySs jokin mahdollisesti substituoi-
tu bentsyylialkoholi. Substituoitujen alkanolien aivan erityisen

edullinen kategoria ovat etyylialkoholit, joilla on B-~asemassa
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'wkptrisubstitﬁoitu silyyliryhmd, kuten trifenyylisilyyli~, dimetyyli-
Qbutyyll 51lyy11— tai ennen kaikkea trimetyylisilyyliryhmi.  Kuten

'51m. belglalalsessa patentlssa n:o 851,576 on esitetty, nimi al-

kohbllt soplvat suOJaamaan karboksyyllryhmla erityisen hyvin sii-

ﬁta  yysta, ‘koska vastaavilla B- 51lyy11etyyllesterellla, esim,

_;%trlmetyyllsllyyll) etyyllesterellla on tosin tavanomaisten
alkyyllesterelden stabiilius, mutta ne v01daan lohkaista selektii-

v1se5t1 mled01ssa edellytyksissa fluoridi-ionien vaikutuksella

7  fﬂfsa1lyttaen kaikki muut suojaryhmit.
10

Merkapto-suo jaryhmind T voidaan kéyttéé kaikkia tahan tar-
koitukseen peptidi-kemiassa yleisesti kédytettyjd ryhmid, jolloin
merkaptoryhmdt suojataan etenkin sopivan asyioinnin avulla. Asy-
lointiin sopii esim. asetyyli~ tai bentsoyylitdhde, jokin alempi-
alkyyli- (esim. etyyli-) -karbamoyyli tai jokin mahdollisesti,
kuten yl11l& on esitetty, substituoitu bentsyylioksikarbonyyliryh-
md (karbobentsoksi-ryhmid). Alkylointiin sopivat esim. tert-butyy-
li-, isobutyylioksimetyyli-~, bentsyylitiometyyli« tai tetrahydro-
pyranyylitédhde tai mahdollisesti halogeenilla, alempialkoksilla
tai nitrolla substituoidut aryylimetyylitidhteet, kuten bentsyyli,
p-metoksibentsyyli, difenyylimetyyli, dimetoksibentshydryyli tai
aivan erityisesti trityyli, sekd myds fenyylisykloheksyyli (PCH),
p-metoksifenyylisykloheksyyli (MPCH), tienyyli(2)-sykloheksyyli
mm., vrt, Ber. 101, 681 (1968). Hyvin edullinen on myds yleisen
kaavén R, ~CO-NH-CH_- mukainen asyyliaminometyylitdhde, jossa

t 2
R,~CO~ merkitsee jonkin karbonihapon tdhdettd, vrt. Tetrahedron

L:tters 1968 (26), 3057 ja saksalainen hakemusjulkaisu 2 060 969.
Asyylitédhde Rt—CO— voi olla johdettu Jjostakin alifaattisesta,
sykloalifaattisesta, aromaattisesta, aralifaattisesta tal hetero-
syklisestd karbonihaposta tai jostakin hiilihappomonojohdannai-
sesta (kuten hiilihappomonoesteristié tai karbamiinihaposta).
Symbolilla Rt
tuoitu alempialkyylitdhde, esim. metyyli-, etyyli-, propyyli-,
isopropyyli—, n-butyyli- tai tert-butyylitidhde, Jjoka voi sisdltii

on esitetty ensi sijassa jokin mahdollisesti substi-

substituentteina esim. kloorin, trifluorimetyylin tai nitroryh-
médn. Edelleen merkitsee Rt esimerkiksi Jjotakin mahdollisesti
substitucitua 3-8, mieluummin 5-6 rengasatomia.sisdltdvid syklo-

alkyylitdhdettd, kuten syklopentyyli- tai sykloheksyylitdhdetts
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tai jotakin mahdollisesti substituoitua aromaattista tai aralifaat-

tista, mieluummin monosyklistd tzhdettd, ennen kaikkea jotakin

“mahdollisesti substituoitua fenyyli- tai bentsyylitadhdettd, esim.
‘ ”substituoimatonta tai fenyylitdhteessid alempialkyylillé, alempi-
 ,a1kok5illa, halogeenilla tai nitrolla substituoitua fenyylid tai

' 3{bént$yyli§, tai jotakin monosyklistd heterosyklyylit8hdettd, esim.

iffftienyylié tai furyylid. Erityisen edullinen asyyliaminometyyli-
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ryhmista on asetyyliaminometyyliryhmid. ‘

' Mieluummin valitaan suojaryhmidt Y ja W, sekid myahémmin vie-
1ld l&dhemmin karakterisoitu o-aminosuojaryhmd X' siten, ettd ne
ovat lohkaistavissa samankaltaisissa olosuhteissa. FErityisen
ednllisia ovat td11l6in jo korostetut asidolyyttisesti lohkaista-
vat ryhmdt, Kaikkien nZiden suojaryhmien lohkaisu tapahtuu t&dl-
18in edullisesti yhdess# ainoassa toimenpiteessi. Voidaan kuiten-
kin kdyttdd myos erilaatuisia ryhmid ja lohkaista Jjokainen yksit-
tHin.

Jos kuitenkin kaavan I wmukaisessa loppuaineessa tulee suo-
jaryhmdn X, s.o. Lysu—téhteessé oleva éE-~aminosuojaryhman sailyi,
niin téhteet X', ¥ ja W on valittava siten, ettd ne voidaan loh-
kaista sdilyttden samalla ryhma X.

Suojaryhmien lohkaisu tapahtuu yleisesti tunnetulla tavalla.
Hapan hydrolyysi (asidolyysi) suoritetaan esim. trifluorietikka-
hapon, suolahapon tai fluorivedyn avulla, happoherkkien suojaryh-
mien ollessa kyseessd myds jonkin alempialifaattisen karbonihapon,
kuten muurahaishapon ja/tai etikkahapon avulla veden ja mahdolli-
sesti Jjonkin polyhalogenoidun alempialkanolin tai alempialkanonin,
kuten 1,1,1,3,3,3-heksafluoripropan-2-0lin tai heksafluoriasetonin
lédsnHdollessa. Pelkistyksen avulla lohkaistavat ryhmidt, etenkin
bentsyylitédhteitd sisdltEvit ryhmit poistetaan mieluummin hydro-
genolyyttisesti, esim. hydraamalla palladiumkatalyysissd. Iso-
nikotinyylioksikarbonyyliryhma lohkaistaan mieluummin sinkki-

pelkistyksen avulla.

. Emdksisid ryhmid sisdltévédt keksinndn mukaiset loppuaineet

saadaan riippuen eristyksen laadusta emBksind tai happoadditiosuo-

loina, N&md voidaan muuntaa jdlkikZteen sininsid tunnetulla taval-
la toisiinsa. Vastaavasti voivat happamia ryhmi#d sisdltivdt lop-

puaineet esiintyd myds suolojen muodossa, jolloin molemmat muodot
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voidaan muuntaa toisiinsa tunnetulla tavalla.

Myds y1lld mainittujen kompleksien muodostaminen tapahtuu

”fﬁﬁnettujen menetelmien mukaisesti. Vaikealiukoisia metalli-,
jesim;“51ﬁmiini~ tai sinkkiyhdisteitd sisHltévit kompleksit valmis-
:feﬁééﬁ'miélgummin samankaltaisella tavalla kuin on tunnettua
;ACTH'h”kdhdalla, esim. kyseisen metallin liukoisen suolan, esim.
;:lnkklklorldln tai sinkkisulfaatin kanssa tapahtuvan reaktion
savulla Ja saostamalla alkalimetallifosfaatilla ja/tai -hydroksi-

‘dllla. Komplek51t orgaanisten yhdisteiden kanssa, jotka ovat

tyypiitaan polyoksigelatiinia, karbometyyliselluloosaa, polyvi-
nyylipyrrolidonia, polyfloretiinifosfaattia, polyglutamiinihappoa
jne, saadaan sekoittamalla ndmd substanssit peptidin kanssa vesi-
pitoilsessa liuoksessa. Samalla tavoin voidaan valmistaa myos
liuvkenemattomia yhdisteitd alkalimetallipolyfosfaattien kanssa.
Y114 karakterisoitujen kaavojen III ja IV mukaiset l&htcai-
ﬁeet ja, mik&d1li ei ole esitetty toisin, mycs niiden synteesissi

tarvittavat vdlituotteet ovat uusia ja niitd voidaan osaksi kdHyt-

tdd mySs edullisesti muiden somatostatiinin analogien synteesiin,

esim. séllaisten, jotka sisdltdvdt analogisia aminohappo-osajak-
soja. Ne kuuluvat samoin kuin niiden valmistusmenetelméitkin
esilld olevan keksinnon kohteeseen. Ne saadaan sindnsd tunnettu-
jen menetelmien mukaisesti siten, ettd niiden rakenteeseen tar-
vittavat aminochapot tai vast. pienemmidt peptidiyksikot kondensoi-
daan keskendin muodostamalla CO-NH-sidoksia mielivéltaisessa ajal-
lisessa jJjdrjestyksessd, Jjolloin voidaan suojata intermediaarises-
ti reaktioon osallistumattomat funktionaaliset ryhmét.
Valmistettaessa nditd ldhtbaineita, kuten myds kaikkia mui-
ta tarvittavia vdlituotteita, tulevat suwojaryhmind pHityasemassa
olevia w-amino- ja karboksyyliryhmid Qarten kysymykseen etenkin
pitk&ketjuisten peptidien synteesissé tavanomaiset sudjaryhmét,
Jjotka voidaan lohkaista esim. solvolyysin tai pelkistyksen avulla
helposti ja selektiivisesti. Ne mainittiin edelld jo useita ker-
toja ryhmien X' tai vast. W nimityksen yhteydessi.
-amino-suojaryhmind X' mainittakoon esim.: mahdollisesti
esim, halogeenilla, nitrolla, alempialkyylilld fai alempialkoksil-
la substituoidut di- tai triaryylialempialkyyliryhmit, kuten di-
fenyylimetyyli- tai trifenyylimetyyliryhmdt, esim. bentshydryyli,



10

15

20

25

20

35

2k

___trityyli;Jdi—(p—metoksi)—bentshydryyli, tal ennen kaikkea hiili-
 haposta Johdettavat hydrogenolyyttisesti ‘lohkaistavat ryhmdt, ku-
-ten mahdolllsestl aromaattisessa’ tahteessa halogeeniatomeilla,
Cnltroryhmllla, alempialkyyli- tai alemplalkok51ryhm111a substitu-
fbldut bentsyy110k51karbonyy11ryhmat esim. bentsyylioksikarbonyy-
.ll (s o. karbobentsok51) p~bromi- tai p- klooribenfsyylioksikarbo-

yyl;, p nltrobentsyyl1ok51karbonyyl1, p- metok51bentsyyllok51—

karbonyyll, edelleen myss 2-(p- bifenylyyli)-2~propyylioksikarbo-
““_nyyll Ja vastaavat sveitsildisessd patentissa 509 266 esitetyt

:aryyllok61karbonyyl1ryhmat. Tdlldin on huomattava, etta o< —amino-

suojaryhmidn X' on oltava lohkaistavissa selektiivisesti sailytta-
milld samalla 4-asemassa olevan lysiinitidhteen mahdollisesti esiin-
tyvd E-aminosuojaryhmd X, Usein on muuten edullista, kun tamin

lohkaisun-yhteydessd myds mahdollisesti esiintyvd karboksyyli- ja

hydroksyylisuojaryhmd W tai vast. Y pysyy vahingoittumattomana.

Tdhidn tarkoitukseen kdytetyt karboksyyli-suojaryhmat ovat
samat, jotka esitettiin symbolin W vastaavassa merkityksessi.

N&md suojaryhmédt voidaan lohkaista tunnetulla tavalla. Si-
ten voldaan lohkazista bentsyylioksikarbonyyliryhméd hydrogenolyy-
sin avulla, N-trityyliryhmid mineraalihapoilla, kuten halogeenive-
tyhapoilla, esim. fluorivedylld tai mieluummin kloorivedylld, tai
jollakin orgaanisella hapolla, kuten muurahaishapolla, etikkaha-
polla, kloorietikkahapella tai trifluorietikkahapolla liuottimena
kéytétyssé vesipitoisessa tai absocluuttisessa trifluorietanolissa
(vrt. DE-hakemusjulkaisu DT 2 346 147) tai vesipitoisella etikka-
hapolla. Tert-butyylioksikarbonyyliryhm& voidaan lohkaista tri-
fluoriétikkahapon tai suolahapon avulla, 2-(p-bifenylyyli)-iso-
propyylicksikarbonyyliryhm& vesipitoisen etikkahapon tai esim.
etikkahapon, muurahaishapon (82,8 %:sta) ja veden (7:1:2) seoksen
avulla tai julkaisun DT 2 346 147 menetelmiin mukaisesti.

P-silyylietyyliesteriryhmdt lohkaistaan mieluummin fluori-
di-ioneja luovuttavien reagenssien avulla, esim. kvaternddristen
orgaanisten emisten fluoridien, kuten tetraetyyliammoniumfluoridin
avulla. Ne voidaan myUs lohkaista samoin kuin tavanomaiset alkyy-
liesterit alkalisella hydrolyysilli, esim. alkalimetallihydroksi-

dien, -karbonaattien tai ~bikarbonaattien avulla tai muuntaa



10

15

20

25

30

35

25

”=’hydratsindlyysillé, esim, hydratsiinihydraatin avulla vastaaviksi

\?karbatSOYyliryhmiksi. Tert- bﬁtyyliesterEiden lohkaisuun k8ytetdén

mleluummln asmdolyy51a, bentsyyllesterellle hydrogenolyy51a.
Kaavoaen III tai IV l#htSaineiden valmistamiseksi suoritet-
tava amlnohappo— ja/tai peptldlyk51kk03en kondensointi tapahtuu
élnansa tunnetulla tavalla.siten, ettd liitetHdn mieluummin Joklﬁ
amlnohappo tal jokin peptidi, JOSS& on suogattu ~aminoryhmd  ja

mahdolllsestl aktlvoltu terminaalinen karboksyyllryhma (= aktllVl—

“nen’: komponenttl) ‘aminohappoon tail peptidiin, jossa on vapaa o-

amlnoryhma ja vapaa tai suojattu, esim.) esterSity terminaalinen
karboksyyliryhmi (= passiivinen komponentti)) vapautetaan muodos-
tuneessa tuotteessa terminaalinen aminoryhmi#d ja tiAm# peptidi, Jjo-
ka sisdlt8E vapaan «-aminoryhmién ja mahdollisesti suojatun ter-
minaalisen karboksyyliryhmin, saatetaan puolestaan reagoimaan
Jonkin toisen aktiivisen komponentin, s.o. aktivoidun karboksyy-
liryhmdn ja suojatun o(-aminoryhmin sisdltidvin aminohapon tai
peptidin kanssa, jne. Karboksyyliryhmid voidaan aktivoida esim.
muuntamalla se happoatsidiksi-, -anhydridiksi, imidatsolidiksi,
-isoksatsolidiksi tai aktivoiduksi esteriksi, kuten joksikin
mychemmin mainituksi, tai karbodi-imidin, kuten N,N'-disyklo-
heksyylikarbodi-imidin kanssa tapahtuvan reaktion avulla, mahdol-
lisesti lisddm&dll& samalla N-hydroksisukkiini-iwidi#, substitu-
oimatonta tai esim. halogeenilla, metyylilléd tai metoksilla
substituoitua 71-hydroksibentsotriatsolia tai 4-hydroksibentso-1,
2,3-triatsiini-3-oksidia (mm. vrt. DT 1 917 690, DT 1 937 656,

DT 2 202 613) tai etenkin N-hydroksi-5-norborneeni-2,3=-dikarboks-
imidi&, tai N,N'-karbonyylidi-imidatsolin avulla. Kaytetyimpd-
n& liitantédmenetelmdnd mainittakoon karbodi-imidi-menetelmi,
edelleen myos atsidi-menetelmd, aktivoitujen estereiden menetel-
mé Ja anhydridi—menételma sekd Merrfield-menetelmd ja N-karboksi-
anhydrldlen tai N-tiokarboksianhydridien menetelmi.

Y11&4 mainittujen akt1v01tuJen estereiden muodostamiseen
soveltuvat esim. mahdollisesti elektroneja puoleensa vetdvilld
substltuentellla substituoidut fenolit ja tiofenolit, kuten
fenoll, tiofenoli, tiokresoli, p-nitrotiofenoli, 2,4,5- ja 2,4,6-
trikloorifenoli, pentakloorifenoli, o- ja p-nitrofenoli, 2,4-di-

nitrofenoli, p-syanofenoli, edelleen esim. N-hydroksisukkiini-
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?;;1m1d1, N- hydrok51ftallm1d1 Ja N-hydroksipiperidiini.
"“iKaavogen III ja IV mukaisten peptidien” erityisen edulllses-'

‘:valmlstuksessa kEytetddn 111tantamenetelmana karbodi-imidi-

vhyd_ogeﬁolyy51lla. e -agemassa olevan 1y511n1tahteen £-am1noryh—

10 man’suogak51 kdytetddn tert- butok51karbonyy11ryhman avulla tapah-
tuvaa asylointia ja seriini- ja treoniinit&hteiden hydroksyyliryh-
mille tert-butyyliryhmin avulla tapahtuvaa eetterdintid. Nimd
molemmat suojaryhmdt voidaan haluttaessa lohkaista lopuksi yhdes-
sd vaiheessa happamella hydrolyysilld, esim. trifluorietikkahapon,

15 suolahapon tai fluorivedyn avulla. 9-asemassa olevan lysiinit&h-
teen E-aminoryhmd esiintyy asyloidussa muodossa eikd sitd tastd
 syystéd tarvitse suojata. |
Rikkipitoiset aminohappotidhteet (Bmp ja cys) johdetaan re-
' aktioon mieluummin vasta synteesin viimeisissid vaiheissa, koska
20 rikin l&sn&dolo voi tunnetusti haitata hydrauskatalysaattoreiden
aktiivisuutta ja siten asettaa kyseenalaiseksi muuten hyvin edul-
listen hydrogenolyyttisesti lohkaistavien ryhmien kiyton. Maini-
tuissa hapoissa olevat merkaptoryhmdat suojataan edullisesti tri-
tyyliryhmilld, jotka ovat erityisen sopivia edullisten menetelman

_ 25 muunnelmien suorittamiseen.

- Tydskentelytavasta riippuen saadaan kaavan III ja IV mukai-
set yhdisteet, riippuen niiden luonteesta, emdsten tai happoaddi-
tiosuolojen muodossa, tai myds happojen ja niiden suolojen muo-
dossa. Happoadditiosuoloista voidaan valmistaa em8kset sindnsi

30 tunnetulla tavalla. Viimeksi mainituista puolestaan voidaan val-
mistaa terapeuttisesti kdyttokelpoisia happoadditiosuoloja saat-
tamalla ne reagoimaan happojen, esimerkiksi yll& mainittuja suo-
loja muodostavien happojen kanssa. Hapot ja niiden suolat ovat

» myos samankaltaisessa suhteessa toisiinsa. Yhdisteet, joilla on
35 sekd yksi vapaa karboksyyliryhma ja yksi emi8ksinen ryhmid, voivat

esiintyd sisdisind suoloina.
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Vapaassa muodossa ja niiden suolojen muodossa olevien uusien

-ﬁhdistéiden'vélisen léheisen suhteen johdosta tarkoitetaan edelld

\Ja seuraavassa vapailla yhdlstellla tai nllden suoloilla merkltyk— .

sen— Ja tarko&tuksenmukalsestl mahdollisesti myds vastaavia yh-

‘lstelta tal vast. vapaita yhdisteiti.

{Kek51nnon kohteena ovat myos ne menetelman sovellutusmuodot

lahdetaan mlellvaltalsella menetelmin asteella valltuot~
a&tavasta yhdlsteesta ja suoritetaan puuttuvat menetelman

tal JOllOln jokin 18htdaine muodostetaan reaktio-olosuh-

-'telssa tal kaytetaan sen johdannaisen muodossa, esim. suolan muo-

dossa.
Fsilld olevan keksinnon menetelmissd kaytetddn mieluummin

sellaisia l&htdaineita, jotka johtavat alussa erityisen arvokkai-
na kuvattuihin yhdisteisiin.

Keksinnsn kohteena ovat samoin farmaseuttiset valmisteet,
ﬁotka sisdltévat kaavan I mukaisia yhdisteitd tai niiden farma-
seuttisesti kédyttckelpoisia suoloja tai komplekseja. NHEitH val-
misteita voidaan k&yttdd etenkin ylld esitetyissid indikaatioissa,
kun ne annetaan intraperitoneaalisesti, kuten intravenoosisesti,
intramuskulaarisesti tai subkutaanisti tai myds intranasaalises-
ti. Tarpeellinen annos riippuu erityisesti kédsiteltdvidstd sai-

raudesta, sen vaikeusasteesta ja terapian kestosta. Yksittdisan-

td parhalten kulloinkin kyseessd olevan potilaan yksilollisen
tutkimuksen perusteella. NHiden tekijciden méd&dritysmenetelmi on
ammattihenkilolle selvéd. Yleensd on injektiossa kuitenkin tdEl-
laisen yhdisteen terapeuttisesti tehokkaan mdédri#n annosalue n.
0,001 - n. 0,2 mg/paino~kg. N. 0,0015 - n. 0,15 mg/paino-kg on
edullinen alue ja annostus tapahtuu intravenoosisen infuusion tai
subkutaanisen injektion avulla. Vastaavasti sisdltdvdt parente-
raalisesti annettavat farmaseuttiset valmisteet yksitt&Zismuodossa
annostustavasta riippuen annosta kohden n., 0,08 - n. 15 mg jota-
kin keksinngn mukaisista yhdisteistéd. Vaikuttavan aineen lis&ksi
ne sisdltdvat tavanomaisesti vield jonkin puskuriaineen, esim.
Jjonkin fosfaattipuskuriaineen, jonka tulee pitdd pH-arvo arvoissa

n. 3,5 - 7. Edelleen ne sisdltdvidt natriumkloridia, manniittia

tai sorbiittia isotonian siHitimiseksi. Ne voivat esiintyd jaHdy-
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tyskuivatussa tai liuvotetussa muodossa, jolloin liuokset voivat

sisdltdd edullisesti jonkin antibakteerisesti vaikuttavan sZilon-
tdaineen, esim, 0,2 - 0,3 % 4-hydroksibentsoehappo-metyyliesterii
tai -etyyliesterid. Jos tHllaisissa Valmisteissa vaikuttavan ai-

neen tulee esiintyd kompleksin muodossa, jolla on pidennetty vai-

“kutusaika, niin tdmd voidaan muodostaa suoraan lis&#mdlld komplek-

sin muodostavat komponentit injektioliuokseen, joka on valmistet-

tu esim, ylld mainittujen toimenpiteiden avulla. LisiEykseksi so-

“veltuu esim. 0,7 - 1,0 paino-% sinkki(II)-suolaa (esim. sulfaattia)

ja 0,5 ~ 5,0 paino-% protamiinia (esim. sulfaattina) yhdessi las-
kettuna injektioliuoksen koko tilavuuteen. Timd valmiste esiintyy
liuvoksena, jonka pH-arvo on n. 3,5 - n., 6,5, fai suspensiona, Jjon-
ka pH-arvo on n. 7,5 - &,0.

Intranasaalisesti annettava valmiste voi esiintyd vesipi-
toisena liuoksena tai geleeni, 5ljymdisenZ liuoksena tai suspen-—
siona tai myds rasvapitoisena salvana. Vesipitoisessa muodossa
oleva liuos saadaan esim. siten, ettd kaavan I mukainen vaikutta-
va aine tai sen terapeuttisesti kdyttokelpoinen happoadditiosuola

livotetaan vesipitoiseen puskuriliuokseen, jonka pH-arvo on 7,2,

esim. polyvinyylipyrrolidonia ja/tai sdildntiainetta. Yksittdis-
annos on n. 0,08 - n. 15 mg, mieluummin 0,25 - 10 mg, jotka sisdl-
tyvat 0,05 ml:aan liuosta tai 0,05 g:aan geleetH.

Intranasaalisesti annettava 6ljyinen annostusmuoto saadaan
esim. suspendoimalla kaavan I mukainen peptidi tai sen terapeut-
tisesti k&ayttckelpoinen happoadditiosuola jossakin ©1jyssi, mah- .
ja/tai rajapinta-aktiivisia aineita (tensidejd), joiden HLB-arvo
(”hydrophilic-lipophilic-balance”) on alle 10, kuten moniarvois—
ten alkoholien rasvahappomonoestereits, esim. glyseriinimonoste-
araattia, sorbitaanimonolauraattia, sorbitaanimonostearaattia tai
sorbitaanimonoleaattia. Rasvapitoinen salva saadaan esim. suspen-
doimalla keksinndn mukainen vaikuttava aine sivellettdville rasva-
on alle 10, Emulsiosalva saadaan hiertdmills peptidipitoisen

vaikuttavan aineen vesipitoista liuosta pehmeHllH, siveltdvialls
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rasva—alusfalla lisddmdlld jokin tensidi, .jonka HLB-arvo on alle

’ ﬂO Kaikki némé intranasaaliset annostusmuodot voivat sisdltH

«myos sallontaalnelta. Yk51tta15annokset ovat n. 0,08 - n. 15 mg,
mleluummln O 25 = 10 mg, jotka 51saltyvat n. 0,05 -'n. 0,1 g:an

perusmassaa.g
bIntran;saallseen annostukseen soveltuvat edelleen 1nhalaa—
tal Vast'_1nsufflaat10va1mlsteet kuten insufflaatiokapselit,
Jétka;mahdolllstavat jauheen muodossa olevan vaikuttavan aineen
vlnsufflaatlon hengitysilman mukana, tai aerosolit tai sprayt, Jjot-

10 ka voivat jakaa jauheen muodossa tai liucksen tai suspension tip-
pojen muodossa olevan farmakologisen vaikuttavan aineen. Valmis-
teet, joilla on jauhetta jakavia ominaisuuksia, sisdltdvdt vaikut-
tavan aineen lisdksi tavanomaisesti myds apuaineita: insufflaatio-
kapselit sisdltdvat esim. kiinteitd kantoaineita, kuten laktoosia.

15 Aerosoli- tail vast. sprayvalmisteet sisdltdvEt esim. nestemHista
ponnekaasua, jonka kiehumispiste on alle huoneen l&mpdtilan, sekd
haluttaessa muita kantoaineita, kuten nestemiisid tai kiinteita
ei-ionisia tai anioniaktiivisia tensidejd ja/tai kiinteitd laimen-
nusaineita, Valmisteet, joissa farmakologinen vaikuttava aine

20 esiintyy liuoksena, sisdltévat tédmén lisdksi jonkin sopivan ponné—

| aineen, edelleen, mikH1li tarpeellista, jonkin ylimi&drdisen liuot-
timen ja/tai stabilisaattorin. Ponnekaasun sijasta voidaan kdyt-
tdd mySs paineilmaa, joka tuotetaan tarvittaessa sopivan tiivis-
tys~ ja jdnnitystenpoistolaitteen avulla.

25 Keksinnon kohteena on samoin kaavan I mukaisten uusien yh-
disteiden ja niiden terapeuttisesti kdytttkelpoisten happoadditio-
suolojen kdytts farmakologisesti aktiivisina yhdistein&d, etenkin
alussa mainituissa indikaatioissa, mieluummin farmaseuttisten val-
misteiden muodossa. PHivittiinen annos n. 70 kg painavalle l&m-

30 minveriselle on n., 0,7 - n. 120 mg.

Keksintdd selitetZin ldihemmin seuraavissa esimerkeissi,
Jeimimse e kuitenkaanr—ete—radeitettu. Limpdtilat on esitetty
Celsius-asteina. Lyhenteind, esim. aminohappojen, peptidien, suo-
' jaryhmien jne. nimedmiseksi kidytetdin tavanomaisia esim. julkail-

35 suissa "Synthese von Peptiden" (julkaisija E. Winsch), "Methoden
der Org. Chemie" (Houben-Weyl) osa XV (1974; G. Thieme Verlag,
Stuttgart) esitettyjd lyhenteiti. Etenkin kiytetdin seuraavia
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‘lyhenteitd: :

¢féft butoksikarbonyyli “

tert- butyyli (eetterin muodostavana ryhmana)
_-(trlmetyyllsllyyll) etoksi (esterln muodostavana "
}yhmana) .'

entsyyllok51karbonyy11 (karbobentsok51)

hutkerroskromatografla o f~5”“

DO

geelid adsorbenssina ja seuraavia jirjestelmisd ajoaineina:

ssa kiytetddn, mikdli toisin ei ole esitetty, piihappo-

10 jérjestelhﬁ 52: n-butanoli-etikkahappo-vesi (71,5:7,5:21)
101: n-butanoli-pyridiini-etikkahappo-vesi (38:24:8:
30)
104: kloroformi-metanoli-17 %:nen vesipitoinen

ammoniakki (41:41:18)

15 111B: n-butanoli-pyridiini-25 %:nen ammoniakki-vesi
(Lo:24:6:20)
112A: n-butanoli-pyridiini-muurahaishappo-vesi (42:24:
L:20)
151: n~butanoli-pyridiini-etikkahappo-vesi (38:20:6:
20 2h)
- I157: kloroformimmetanoli—vesi—etikkahappo_(70:42:10:
0,5) _
157B: (85:13:1,5:0,5)
: 157C: (75:27:5:0,5)
25 ) : 157E: (55:47:1%:5)

Esimerkki 1:

. . &
ZNx—asetyyll-Alaq, waasetyyll—Lysq, N -asetyyli—Lys%/—somatoSta—

tiini

o ' Ac Ac
30  Ac-Ala-Gly-Cys-Ljs-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr—Phe-Thr-Ser-Cys—OH

(Ac = CHBCO-)
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450 mg’somatostatiinia (peptidipitoisuus 82 %, loput vettd ja

éflkkahappoa) 175 plissa dimetyyliformamidia sekoitetaan 16 mg:ian
4wnltrofenyy11asetaatt1a ja 12 pl ran trietyyliamiinia 2 tuntia
huoneen 1ampot11assa. Eetter1 heksaanista saostettu tuote suodate-
taén kloroforml metanollssa (1:1) Sephadex LH~ Eég—pylvaan kautta
DC\p mukaan puhtaat fraktlot eristetddn. " Saanto: hb mg.

. 'Esimerkki 2:":

o 10 Zb—TrpS, N£—aSetlei—Ly59-Gaba1é]Fsyklo;somafostatiini(5~12)-okta-
peptidi '

LAsn—Phe—Phe—(D~Tr‘p)-Lys(Ac)—Thr—Phe—Gaba—J

(Ac = CHBCO—)

100 mg L-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys-Thr-Phe-Gaba— (asetaattina)

19 livotetaan yhdessd N-metyylimorfoliinin, jota on 15 pl, ja p-nit-
rofenyyliasetaatin kanssa, jota on 20 mg, 1,0 ml:an dimetyyli-

) .formamidia ja pidetddn 20 Funtia huoneen ldmpdtilassa. Viimeis-

ﬁ) . telyd varten reaktioseos sgbstetaan 20 ml:an etyyliasetaattia ja
pestédédn kolme kertaa kulloinkin 5 ml:1la vett#. Orgaaninen faa-

20 si kuivataan natriumsulfaatin péélla, mink&d jédlkeen se haihdute-
taan tyhjdssd. Jdidnnds hierretddn 5 ml:lla eetterid, suodatetaan
pois Jja pestddn eetterilld, Raakatuote kromatografoidaan piihap-
pogeelipylvadssd (70 g) kloroformi-metanoli-seoksen avulla (meta-
noliosuuden noustessa asteittain 5 %:sta 15 %:in). Sopivat ohut-

25 kerroskromatografisesti yhtendiset fraktiot yhdistetdin, haihdu-

tetaan tyhjdssd, liuotetaan 20 ml:ssa tert-butanolia ja lyofili-

. soidaan,
DC: Z@HCHB—CHBOH-HEO (1h:6:1)7 Re 0,65
,[6H013-CH30H (85:15)7 Rp 0,20

20 Zﬁ-butanoli—etikkahappo—HEO (3:1:1)7 Rf 0,77
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'Samankaltéisesti saadaan samasta peptidistd (vapaana emiksend)

9

:*u ;y11ap1taen muut edellytykset seuraavat NE-asyyll Lys”“-johdannai-

Jolta kaytetaan valltuottelna seuraavan esimerkin 7 loppu-

set;.

.

—JOhdannalnen (Ac

.

_ hv(N bentsyyl1ok51karbonyy11glysyy11) Lys
Z_Gly) saadaan 33 mg:lla Z2-Gly-p- nltrofenyyllesterla.

~W?Dé: [6H013—CH30H -E.0  (14:6:1)7 Rf 0,74

[ﬁH013~CH30H (85:15)7 R, 0,29

b) New(N-bentsyyliokaikarbonyylileusyyli)-Lysg-johdannainen (Ac
10 Z-Leu) saadaan 38 mg:lla Z-Leu-p-nitrofenyyliesteris.

pc: ZﬁH013—CH30H-H20 (1h:6:1)7 R 0,80

ZﬁHClB—CHBOH (85:15)7 R, 0,35
c) NE—(N-bentsyylioksikarbonyyli—fenyylialanyyli)—Lysg—johdannai—
nen (Ac = Z-Phe) saadaan 42 mg:lla Z-Phe~p-nitrofenyyliesterii.
15 DC: [5H013-CH30H~H20 (14:6:1)7 Ry 0,84
[ﬁHClB-CHBOH (85:15)/ R, 0,39
£ . . . . 9 . .
d)‘N -(N-bentsyylioksikarbonyyli-prolyyli)-Tys’-johdannainen
(Ac = Z-Pro) saadaan 39 mg:lla Z-Pro-p-nitrofenyyliesterii.

DC: jdrjestelms 157B R. 0,35

20 ) N-(N -tert-butoksikarbonyyli-N-bentsyylioksikarbonyyli-1ysyy-
1i)-Ly59-johdannainen [Ac = Boc-Lys(2)/ saadaan 49 mg:lla
Boc-Lys(Z)-p-nitrofenyyliesteris,

DC: Z@HClB—CHBOH (8:2)7 R, 0,55

Esimerkki 3:

25 [5-Trp8—N€;glycyyli-Lysg—Gaba1E7Fsyklo-somatostatiini(5-12)—okta—
- peptidi '
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(X;;wfhe Phe-(D- Trp) Lys(Ac) Thr-Phe- GabaJ

xﬁAé Gly)

iuokseen Jossa on 78 mg

rataan’ huoneenlampotllassa Jja normaallpalneessa 10 tunnin kulues—

10

15

20

25

30

'"f V11me1ste1ya varten suodatetaan katalysaattorllta pois, suo-

butanolia ja lyofilisoidaan.

Samankaltaisella tavalla valmistetaan myds vastaava N leu-
syyli- (Ac = Leu), N®-fenyylialanyyli- (Ac = Phe), N®-prolyyli-
(Ac = Pro) ja Né-(N*-tert-butoksikarbonyyli)-lysyyli-johdannainen
(Ac = Boc-Lys):

|

DC (silikageeli):

Jirjestelmd szﬁc=G11/ RfZKc:Leg7 Rf/1¢=Phg7 Rf11c=Prg7'Rf1Ac=BocLy§7

101 0,60 0,69 0,71 - -
111B 0,62 0,80 0,80 - -
1124 0,58 0,70 0,82 - -
151 0,59 0,70 0,70 - -
157 ‘ - - - - 0,65
157¢ - - - 0,73 -

Viimeksi mainittu Né;(N“ﬁtert—butoksikarbonyyli)—lysyyli-
johdannainen (Ac = Boc-Lys) muunnetaan edelleen vastaavaksi pep-

tidiksi, jossa on vapaa lysyyli-tdhde, s.o0. kaavan

L Asn-Phe-Phe- (D-Trp)-Lys(Lys)-Thr-Phe~Gaba -

9

£
mukaiseksi /b—Trp8qN -lysyyli-Llys —Gabaq%flsyklo—somatostatiini—

(5-12)oktapeptidiksi seuraavasti:

100 mg LAsn-Phe-Phe--(D—Trp)-Lys(Boc-Lys)-Thr—-Phe-Gaba—J liuote~

taan 1,9 wml:aan seosta, jossa on 89 tilavuus-% trifluorietikka-
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“fqhappoa, 10;tilavuus—% vettd ja 1 tilavuus-% tioglykolihappoa, ty-

- 10

"j5

20

a5

peh Vaikutﬁksessa 5%:ssa, liuos lémmitetdsn heti 25%:n 1Empsti-

'aan, annetaan selsta 25 minuuttia huoneenlampotllassa typen va1~

ﬁﬁukééé( Tuote saostetaan 20 ml 1la eetterla Ja 1yof111501daan

ertqbutanollsta.f

arJéstelma 101" R, 0,55

o

TrpB—N aoktanoyyll Lysg-Gaba _7—syklo sotatostatllnl(ﬁ 12)-ok-

‘-tap8ptldl

- L Asn-Phe-Phe- (D-Trp)-Lys (Ac)-Thr-Phe-Gabal [ho=Cl (CE,) C0=7

69 mg l—Asn-Phe—Phe-(D-Trp)—Lys—Thr-Phe—Gaba-J (asetaattina), jo-

‘ka on 0,25 ml:ssa dimetyyliformamidia, sekoitetaan 10 pl:an tri-

etyyliamiinia ja 23 mg:an kapryylihappoanhydridid (oktaanihappoan-

hydridi) ja annetaan tdmin olla 15 tuntia huoneenlimpstilassa.
Tuote saostetaan vedelld ja suodatetaan sen puhdistamisesi kloro-

formi-metanolissa (1:1) Sephadex LH-26Eprlvéan kautta. DC:n mu-

kaan puhtaat fraktiot eristetddn.

Egimerkki 5:

ZB—Trp8—Né;stearoyyli—Lys9-GabaqE7—syklo—somatostatiini(5-12)—0k—

tapeptidi

L Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Ac)-Thr-Phe-Gaba - [Ro=CH, (04 ) 00T

Liuoksen, jossa on 66 mg LAsn-Phe—Phe-(D-Trp)—LyS-Thr—Phe—GabaJ
(asetaattina), 26'mg steariinihappo-p-nitrofenyyliesterid ja 9 nl
trietyyliamiinia 0,2 ml:ssa dimetyyliformamidia, annetaan seistd

yon yli huoneenldmpstilassa. Vedelld saostettu materiaali suoda-

tetaan tdmén jédlkeen kloroformi-metanolissa (1:1) Sephadex LH—EéEL

"pylvddn kautta ja eristetdin DC:n mukaan puhtaat fraktiot.

DC: [Eloroformi—metanoli—vesi-jééetikka (75:26:5:0,527 Rf 0,18.
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‘?Esimerkki 6:
D-Trp8
n1(5 12)- oktapept1d1

*

~N -CP karbok51prop10nyyll) Lysg-Gaba _7—syklo somatostat11~_

AénéPhefPhe—(D-Trp)—Lys(Ac)wThrgPheQGaba-J(Aé:HOOC-CHéCHé—CO;)

iml an dlmetyyllformamldla Ja sek01tetaan 9 pl an

N metyyllmorfolllnla ja 8,2 gran merlplhkahappoanhydr1d1a. Reak-
‘tloalka on 1 tunti huoneenldmpStilassa, minkid jidlkeen lisdtHHEn 5

; ml (peroksiditonta) eetterid. Saostunutta, rasvaista raakatuotet-
10 ta hierretddn puhdistamista varten 5 ml:lla eetterid, livotetaan

5 ml:an tert-butanolia ja lyofilisoidaan.

e Zﬁ-butanoli—etikkahappo~vesi (3:1:1)7 f 0,65
Jjérjestelmd 52 f 0,63

\ jérjestelmd 104 R, 0 ,60
15 | jérjestelma 111B . Rf 0,50
jirjestelmd 157E R, 0,58

Fsimerkki 7:

[B-TrpS-NE-asetyyli—Lysg-Gab31%7-syklo—somatostatiini(5—12)*okta~
peptidi

20 L Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Ac)-Thr-Phe—Gaba J (Ac=CH,00)

Liuos,‘jossa on 283 mg raakaa H-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Ac)-Thr-
(Bﬁt)-Phe-Gaba—OH (vaihe 7.7), 324 mg N-hydroksibentsotriatsolia
ja 495 mg DCCI:a 240 ml:ssa dimetyyliformamidia, pidetdian 20 tun-
tia BOo:ssa. Viimeistelyé varten liuotin haihdutetaan suurtyh-
25 Jossd pois noin 30" :s8a ja Jddnndstd hierretddn 10 ml:lla etyyli-
asetaattia. Saostunut disykloheksyylivirtsa-aine poistetaan suo-
dattamalla, suodos laimennetaan etyyliasetaatilla 50 ml:an, pes-
t&8dn kolem kertaa kulloinkin 20 ml:lla N vesipitoisella oksaali-
. hapolla ja sitten vedelld neutraaliksi, kuivataan natriumsulfaa-
30 © tin p&ddlld ja haihdutetaan tyhjossd. Raakatuote alistetaan puh-

distusta varten vastavirtajakaantumiseen jérjestelmdssd metanoli-
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'“veéi~klordformi tetrakloorietaani (2700:675:900:1575 tilavuus-
osaa) 430 vaiheen kautta. Elementelssa 210 = 254 saadut faasit =
(K = ﬂ 16)5yhdlstetaan ja haihdutetaan tyhjossa. Jd&nnds liuote-’

téan“ O ml‘an tert-butanolia Ja lyof111501daan, JOllOln ‘saadaan

LvAsn Phe~Phe- (D-Trp)- Lys(Ac) Thr(But) Phe Gaba—J(Ac asetyyll)

ukaln ohutkerroskromatograflsestl yhtenalnen materlaall
.JDC L’ioroforml metanoli (85:15)/ R 0,15

Zﬁloroforml—metanoli—vesi (14:6:127'Rf 0,70

10  THmi suojattu syklopeptidi (186 mg) liuotetaan 5°:ssa N,:n vaiku-
tuksessa 1,5 ml:an seosta, jossa on 89 tilavuus-% trifluorietik-
kahappoa, 10 tilavuus-% vettd ja 1 tilavuus-% tioglykolihappoa,

 1iuos ldmmite tddn heti 250:n lampotilaan ja saostetaan 90 minuu-
_‘ tin kuluttua huoneenlé&mpstilassa N2:n vaikutuksessa 15 ml:lla

15 eetterid. Tuloksena saatu raakatuote lyofilisoidaan tert-buta-

nolista.
' Saatu otsikkoyhdiste on kolmessa jirjestelmissid ohutkerros-
kromatografisesti identtinen esimerkin 2 tuotteen kanssa,
Léhtbaineena kdytetty lineaarinen oktapeptidi valmistetaan
20 seuraavalla. tavalla:
Vaihe 7.71:
Z-(D-trp)-Lys(Ac)-0H
Liuokseen, jossa on 33,84% g Z-(D-Trp)-OH ja 17,42 g 8- hyd—
roksikinoliinia 50 ml:ssa asetonitriilid, lis&dtdin tipoittain 0°-
25 5%°:ssa 45 minuutin kuluessa liuos, jossa on 21,87 g DCCI:a 100

ml:ssa asetonitriilid. 320 minuutin kuluttua 50:ssa poistetaan

saostunut disykloheksyylivirtsa-aine suodattamalla ja pesemdlld
50 ml:1la asetonitriilid. Suodos sekoitetaan liuokseen, jossa on
20,70 g H-Lys(Ac)-OH 25,9 ml:ssa &,25N-kalilipedd ja 80 ml:ssa
30 asetonitriilid ja annetaan seistd 15 tuntia huoneenldmpstilassa.
Viimeistelyd varten reaktioseos haihdutetaan tyhjdssi, jH&nnos
‘ saostetaan 1 litraan etyyliasetaattia, pestdédn kolme kertaa kul-
‘loinkin 200 ml:1la 1N-suolahappoa 0°:ssa ja kolme kertaa kulloin-

kin 200 ml:lla vettd, orgaaninen faasi kuivataan natriumsulfaatin
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 fpéélla Ja halhdutetaan tyhjodssd., . Saatu ruskea 8ljy liuotetaan

150 ml an kloroformla ja tiputetaan sekoittamalla samalla voimak~

_aaét1:1 5 lltraan heksaania. Hoytalelnen "tahmea saostuma suoda—l

_etaan poié, pestaan 500 ml: 1la heksaania Ja kuivataan tyhjcssH.

alsapuhdlstusta varten materlaall lluotetaan 150 ml: an tetrakloo-

etaanlvetyyllasetaattla (6:4 tilavuusosaa) ja kromatograf01daan

i happogeellpylvaalla tédmédn liuvosseoksen avulla., Sopivat ohut~.
;kerroskromatograflsestl yhtenalset fraktlot haihdutetaan tyhgos—..

1nka3an51osta saadaan puhdas tuote vaahtomalsen massan muo-

10" dossa.
» DC: Zﬁloroforml metanoli-vesi (14:6: 1_7 Rp 0,45

Vaihe 7.2
—{D-Trp)-Lys(Ac)~Thr (But)-Phe-0Tmse
Liuos, jossa on 7,24 g raakaa (87 %:sta titrauksen mukaises-
15 ti) H-Thr(But)-Phe-OTmse:a ja 7,58 g Z-(D-Trp)-Lys(Ac)-OE (vaihe
7.1) 100 ml:ssa dimetyyliformamidia, sekoitetaan 5" :ssa 2,28 g:an
N-hydroksibentsotriatsolia ja 3,38 g:an DCCl:a ja reaktivseos pi-

detddan 1 tunti 50:ssa ja vield 15 tuntia huoneen lampdtilassa.

Viimeistelyd varten saostunut disykloheksyylivirtsa-aine poiste-
20 taan suodattamalla ja suodos haihdutetaan suurtyhjdssd. Jaannos
saostetaan uudestaan kaksi kertaa etyyliasetaatti-petrolieetteris-
t& ja kuivataan tyhjossé.
DC: /kloroformi-etyyliasetaatti (1:1)7 Rf 0,18
[tolueeni-asetoni (1:1)7 R, 0,50

25 Vaihe 7.3

! H-(D-Trp)-Lys(Ac)=Thr (But)-Phe-0Tmse
Liuokseen, jossa on 5,00 g Z—(D—Trp)-Lys(Ac)-Thr(But)-Phe-

_ hiiltd (10 %), minkd jdlkeen se hydrataan huoneenlampotllassa ja
30 normaalipaineessa 5 tunnin ajan. Viimeistelyid varten suodatetaan

pois katalysaattorilta Ja suodoksen haihdutuksen Jjdlkeen jidljelle

Vaihe 7.4
Z~Asn-Phe-Phe- (D-Trp)-Lys(Ac)~Thr (But)-Phe-OTuse
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- Lluos, jossa on 632 mg Z-Asn-Phe-Phe-OH ja 803 mg H-{(D-Trp)-
-ys(Ac) Thr(But) Phe-OTmse (vaihe 7.3) 5 ml:ssa dimetyylidorm-
amldla,_sek01tetaan 210 nmg:an N- hydrok51bentsotr1atsolla ja 2?6

mgfan DCCI g Ja annetaan sen olla 15 tuntla huoneenlampotllassa.
kme;stelya varten p015tetaan saostunut dlheksyyllvlrtsa alne‘
:1érretaan 5 ml:lla metanolla Ja imetdan p01s._ Llukenema—_
materlaalla hierretédsn puhdlstusta Varten vield kerran 5
s ml\lla metanolla 50° issa, imet#dn pois, pestdén metanolilla ja
ﬁO .iku1vataan tyhjossd. Tuote on.DC:n mukaan yhtendinen.

DC: /kloroformi-metanoli (85:15)7 R O ,78
Zﬁloroformi—metanoli-vesi (14:6:1)7 R 0,82

FValhe 7.5

Z-Asn-Fhe-Phe- (D-Trp)-Lys(Ac)- Thr(But) Phe-OH
15 900 mg Z-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Ac)-Thr(But)-Phe-OTmse:a

(vaihe 7.4) liuotetaan 23 ml:an juuri valmistettua, vedetontd
0,15N-tetraetyyliammoniumfluoridi-liuosta dimetyyliformamidissa
Jja pidetEin 30 minuuttia 250:ssa. Jadhdytetddn 5o:n lédmpdtilaan,
minka jdlkeen reaktioseos sekoitetaan samalla sekoittaen hyvin

20 0,68 ml:an 1N vesipitoista suolahappoa ja tuote saostetaan lisdz-
mdlld 70 ml vettd. Poissuodatettu materiaali pestddn 5 ml:lla
vettd, kuivataan tyhjossd fosforipentoksidin p#&dlld ja kdytetdin

suoraan vaiheeseen 7.6.

Vaihe 7.6
25  Z-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Ac)-Thr (But)-Phe-Gaba-0Bzl
Seos, jossa on 411 mg Z-Asn-Phe-Phe-(D-Trp)-Lys(Ac)~Thr (But)-

Phe-OH:a (vaihe 7.5) ja 82 mg Gaba-bentsyyliesteri-p-tolueenisul-
fonaattia 2 ml:s5a dimetyyliformamidia, sekoitetaan 61 mg:an
1-hydroksibentsotriatsolia ja 93 mg:an DCCI:a ja pidetddn 20 tun~

30 tia huoneenlémpétilassa. Viimeistelyé varten seos sekoitetaan

minuuttia, suspensio jEdhdytetdan 0°%:n ldmpstilaan, puhdas tuote

: suodatetaan pois ja kuivataan tyhjdssi.
35 - DC: /kloroformi-metanoli (85:15)7 Rf 0,75
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“Vaihe 7.7
H-Asn-Phe- Phe-(D- Trp)-Lys (Ac)-Thr (But)- Phe Gaba-OH o
Lluokseen, jossa on 400 mg Z- AanPhe-Phe (D- Trp) Lys(Ac)- _
Thr(But)mPhe Gaba~0OBzl:a (valhe 7. 6) 25 ml ss8a dlmetyyllformamldla,

i O mg palladlum hlllta (10 %) -mink& . jdlkeen se hydrataan

vuluessa huoneenlampotllassa Jja normaallpalneessa. Vii-

3 taan'25 ml!lla peroksmdltonta eetterla, suodatetaan pois ja kul- _.
ITOI_xvataan tthossa. Raakatuote kHytet#in ilman lisdpuhdistusta lop-

L]

puvaiheeseen (syklisointiin).
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Patenttivaatimukset:

7. Menetelméd asyylipeptidien sek#d niiden suolojen Jja komp-

~leksien valmistamiseksi, jotka asyylipeptidit on johdettu soma-

tostatiinista tai jostakin sen vaikutukseltaan analogisesta joh-
dannaisesta, jonka aminohappojadrjestys on modifioitu jattamalla

pois yksittdisid aminohappoja ja/tai vaihtamalla ne toisiksi ami-

_nohapoiksi, ja joissa asyylipeptideissid 9-asemassa olevan lysii-

nitdhteen &E-aminoryhmi, ja Mahdollisesfi myss l-asemassa olevan
lysiinitdhteen é&-aminoryhmd ja/tai N-terminaalinen wo-aminoryhmi
sisdltEZHd mahdollisesti substituoidun alkaanikarbopiﬁgpon asyyli-
tédhteen, t unne t tu siitd, ettd asyloidaan vastaava peptidi
jonka 9-asemassa olevassa lysiinitdhteessd on vapaa E-aminoryhmd,
mahdollisesti suojaamalla tilapdisesti esiintyvidt vapaat hydroksi-
ryhmdt tai muut vapaat aminoryhmit, tai syklisoidaan asyylipepti-
did vastaava lineaarinen peptidi mahdollisesti suojaamalla tila-
pdisesti esiintyvHt vapaat hydroksyyli-, karboksyyli- ja/tai ami-
noryhmdt ja haluttaessa muunnetaan suolan muodossa saadut yhdis-
teet vastaavaksi vapaaksi muodoksi tail saatu vapaa yhdiste joksi-
kin vastaavaksi suclaksi, ja/tai haluttaessa muunnetaan saatu yh-
diste sen kompleksiksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi yleisen kaavan

L-(A‘) -(B)_~(C) -D-Phe-trp~Lys(Ac)-Thr-E-(Thr) -(G)J (I)
a b c f E

3 L 5 & 7 8 9 10 11 12 13

+
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Hoot=Chy (Ha ~¢o-

ko

.mukaisten, asyylipeptidien sekd niiden ei-toksisten suclojen ja

armakologlsestl kayttokelp01sten komplek51en valmlstamlsek51,

éfﬁitséé mahdollisesti substitﬁoiduh alkaanikarbonihépdn€

apaassa amlnoryhmassa olevaa asyylltahdetta,

1 R R

erkltsee osakaavojen Ala Gly -Cys . =CY

r"_""“_ﬂ 1 [ 1 14_0H

_;Ala ~Gly -Cyso~ - ~OH H-Cys®- -cys

_c CysB-_,—cy 1L+.-OH tai Bmp~ ';04519”OH mukalsta tahdetta
4 “(301101n cys merkitsee tdhdettd L-Cys tai D-Cys ja Bmp des-

~aminosysteiini-tdhdettd) tai osakaavan -NH-CH(R)- (CH ) ~CO-

(cha)y co= -
K”Q&KJQ
\ mukaisen ahamlnoalemplalkaanlkarbonlhapon tdhdetts (301101n
n on jokin kokonaisluvuista O - 6 Jja R merkitsee vetysd tai
karboksyyli&), joka mySs jos n = 2 ja R on vetyd, voi olla
substituoitu jollakin syklisellé hydrokarbyylitédhteellsd Jja
15 | jolloin sitd merkit#dn symbolilla Gaba(Ar),

B merkitsee tihteitd Lys, QXPSAC) tai Lys(X) (jolloin X on €-

aminosuo jaryhms), T
C . merkitsee téhteitd Asn, Ala tai His,

‘ merkitsee téhdetté_?égj tai mikali tdhteessd A ei esiinny
20 mitssEn rikkipitoisia éminohappotéhteité, yhdessd symbolin

F"“—___W 11

E kanssa tdhdettd -Cys - - -,
trp merkitsee tihteitd L-Trp, Q:?rp tai jotakin analogista tdh-
dettd, joka sisdltdd indoliytimessd, esimerkiksi S5-asemassa

halogeenin, etenkin fluorin,

25 E tarkoittaa tidhdettd Phe tai Tyr, tai sil13 on yhdessd sym-
) . bolin D kanssa ylld mainittu merkitys, '
{:ﬂﬁégx § G merkitsee tidhdettsd L-Ser, D-Ser tai jonkin korkeintaan 8
y; 2>} L5 hiiliatomia sisdltédvin sekundddrisen -aminohapon tdhdetti,

] __f.! Ja

30 a b c, T ja g merkitsevat riippumattomasti lukuja O tai 1,

tunnettu siitd, ettd kaavan (IT)

vL—(Ao)a—(B)b—(C)C—Phe—trp—Lys—Thr(YO)-E-[@hr(¥027f~[@(Yol7éJ(II)
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mukainen péptidi, jossa Ao merkitsee jotakin ylld miHriteltyH

téhdétpa}A'vastaavaa tdhdettd, jossa N-terminaalisen aminohappo-

%—amlnoryhma voi sisdltHE nC—amlnosuogaryhman X', Yb'qn

vety talﬁgokln hydroksyyllsuOJaryhma Y, ja Jossa muilla symbolell—
) on.ylla malnltut merkltykset ka51tellaan alkaanlkarbonlhapolla

oséa AC' merkitsee Jotakln ylla maarlteltya asyylltahdet-

| Ac vaétaavaa tédhdettd, jossa e511ntyvat amanw\Ja hydroksyyll-
yhmd "v01vat olla varustettuja suojaryhmilld X, X' tai vast. Y,
vanganln tallalsen hapon reaktiokykyiselld Johdannalsella ja
hélﬁttaessa tai mik&li tarpeellista vapautetaan saadussa tuottees-
“sa suojaryhmien X, X' ja Y lohkaisun avulla aminoryhmidt tai vast.
‘hydroksyyliryhmit. | |

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen' menetelmf yleisen kaavan

[:kA)a-(B)b—(C)C—D-Phe—trp—Lys(Ac)—Thr-Eu(Thr>f-(G)éJ (1)

15  mukaisten asyylipeptidien valmistamiseksi, jossa symboleilla Ac,
A, B, ¢, D, B, G, trp, a, b, ¢, f ja g on patenttivaatimuksessa
2 mainittu merkitys, t unne t tu siitd, ettd syklisoidaan

kaavan
H - [ia7 -

20" mukainen‘lineaarinen peptidi, jossa Ia on patenttivaatimuksessa
2 mddriteltyd kaavaa I vastaava tZhde, jossa peptidirenkaan kah-
den mielivaltaisen vierekkdisen aminohappotdhteen vdlinen amidi-
’ nen sidos on katkaistu, ja V merkitsee vapaata hydroksyyliryhméé,
o ' aktivointiryhm#llsd muunnettua hydroksyyliryhmdH tai hydratsino-
25 ryhmad —NH-NHE,

aktioon osallistumattomat amino-, karboksyyli- ja hydroksyyli-

jolloin mahdollisesti esiintyvdt, syklisointire-

ryhmidt esiintyvdt tarpeen mukaan suojatussa muodossa ja ne vapau-

tetaan timdn jHlkeen.

4, Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd yleisen kaavan

20 ‘ [(A)a—(B)b;(C)C-D—Phe—trpuLys(Ac)—Thr—E—(Thr)f—(G)gJ (1)

mukaisten asyyliveptidien valmistamiséksi, jossa symboleilla Ac,

A, B, C, D, E, G, trp, a, b, ¢, f ja g on patenttivaatimuksessa
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.2 esitetty merkitys, tunmne t tu siitd, ettd kaavan (IV)

] ﬁs‘]_- , oan

muka;nen vastaava lineaarinen peptldl, JOSS& I on JOkln patent-
t;vaa%mmuksessa 2 mddriteltyd kaavaa I vastaava tahde, ‘jossa rik-
_iﬁ1t01sten amlnohappotahtelden vdlinen dlsulfldlnen 51dos on
atké;stu,‘ga To merkltsee vetyd tai merkaptosuoaaryhmaa T hape-"
_tetaan dlsulfldl sillan muodostamiseksi mahdolligesti lohkalsemal—
: fla etukiteen tai samanaikaisesti merkaptosuo jaryhmdt T, ja vapau-
tetaan mahdollisesti suojatussa muodossa esiintyvdt amino-, karbok-
10 syyli- ja/tai hydroksyyliryhmit. |
5. Jonkin patenttivaatimuksen 71 -'4 mukainen menetelm&,

tunnettu siitd, ettd valmistetaan yleisen kaavan (IA)

A'-CJS-B-Asn-Phe-Phe—trp-Lys(Ac)-Thr—PheuThr—Ser—CJS-OH (14)

mukainen asyylipeptidi, jossa A' merkitsee ryhmid Ala-Gly-,

15 Ac~-Ala~Gly-, H- tai Ac- ja symboleilla Ac, B, trp ja cys on pa-
tenttivaatimuksessa 2 esitetyt merkitykset, tai tdmidn asyylipep-
tidin ei-toksinen suola tai farmékologisesti kdyttokelpoinen
kompleksi.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen menetelmd,

20 tunnettu siitd, ettd valmistetaan yleisen kaavan (IF)

.[Asn—Phe-Phe~[?rpd7-Lys(Ac)—Thr—Phe—NH-CHa-CH(U)—CHE-CO;](IF)

mukainen asyyiipeptidi tai sen ei-toksinen suola tai farmakologi-
' sesti kdyttokelpoinen kompleksi, jolloin trpo merkitsee tdhdettd
" D-Trp tai D-(5F)Trp, symbolilla Ac on patenttivaatimuksessa 2
25 médritellyt merkitykset ja U merkitsee vetyd tai jotakin mahdol-
lisesti substituoitua syklistd hydrokarbyylitdhdettd Ar.
7. Jonkin patenttivaatimuksen 7 - 3 mukainen menetelmi,

tunnet tu siitd, ettd valmistetaan kaavan (IG)

_\LAsn—Phe—Phe-(D-Trp)—Lys(Ac)—Thr—Phe~Gaba-J, (1G)
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?mﬁkainén-aéyylipeptidi, jossa Ac tarkoittasa luonnossa esiintyvin

g amlnohapon tei sen D-epimeerin tdhdettd, tai tdmdn asyylipep-

'“tok81nen suola tai farmakologlsestl kayttokelp01nen

siité, etta valmistetaan>kaavan«IG mukainen .

ﬁb :_ﬂﬁ'ff9;$wJonk1n patenttivaatimuksen 1 ~ 3 mukainen menetelmé,
| tunnettu siitd, ettd valmistetaan kaavan IG mukainen asyy-
lipeptidi, jossa Ac tarkoittaa prolyylid, tai t#min asyylipeptidin
ei-toksinen suola tai farmakologisesti k3ytttkelpoinen kompleksi.
70. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen menetelmi,
5 tunnettu siitd, ettd valmistetaan kaavan IG mukainen
~asyylipeptidi, jossa Ac tarkoittaa lysyylid tai Nd-tert-butoksiw
karbonyylilysyylid, tai témén asyylipeptidin ei-toksinen suola

tai farmakologisesti kHyttokelpoinen kompleksi.

Patentkrav: J'%

20 1. Forfarande for framstdllning av acylpeptider, som hir
leder sig fran somatostatin eller ett derivat dirav med analog
verkan, vars aminosyrasekvens har modifierats genom utelimning

u , ‘av enskilda aminosyror och/eller genom utbyte av dessa mot andra
aminosyror, och i vilka &-aminogruppen av lysinresten i 9-stdll-

LT 25 ningen och eventuellt ocksa &-aminogruppen @v lysinresten i
L-stdllningen och/eller den N-terminala o&-aminogruppen inneh3ller
en acylrest av en eventuellt substituerad alkankarbonsyra, samt
salter och komplexer dirav, k Enneteckmnat dirav, att
man acylerar en motsvarande peptid med en fri <&-aminogrupp i

30 lysinresten i 9-stdllningen, eventuellt under tillfdlligt skydd
av nirvarande fria hydroxigrupper eller Ovriga fria aminogrupper,
eller cykliserar en acylpeptiden motsvarande linear peptid,
eventuellt under tillfsdlligt skydd av nirvarande fria hydroxyl-,
karboxyl- och/eller aminogrupper och, om si onskas, omvandlar i

‘25 form av salt erhdllna féreningar till den motsvarande fria formen



;eller en erhallen fri forening till ett motsvarande salt, och/

mfsa:onskas, Sverfdr en erhallen forenlng tlll dess & .-

_orfarande enllgt patentkravet 1 for att framstalla

1der5med den allmanna formeln .j/“'

(B)b;FC)CQD-Phe-tranys(Aé)—Thijf(Thr)f-(G)g—’,H»,(I)

Ciac  :befydér en.vid den fria aminogruppen befintlig acylrest av
en eventuellt substituerad alkankarbonsyra,
10 A betyder en rest med delformeln Ala '-Gly-Cle’- -ogs *-0i,
' Ac-Ala’-Gly® c] _ede™oon, mecdsd. —oystom,

: Ac—CysB- -c;sqq—OH eller Bmp- 403514-0H (varvid cys stéar

for L-Cys eller D-Cys och Bmp for desaminocystein-resten),
eller resten av en w-aminoldgrealkankarbonsyra med del-

55 _ formeln -NH—CH(R)-(CHa)n-CO— (varvid n betyder ett helt
tal O -~ 6 R stdr for vite eller karboxyl), som ocksé, om
n =2 och R &r vafe, kan vara substituerad wmed en cyklisk
hydrokarbylrest, och i ett sadant fall betecknas med
symbolen Gaba(Ar),

20 B - betyder Lys, Lys(Ac) eller Lys(X) (varvid X dr en & -amino-
skyddgrupp),
¢ betyder Asn, Ala eller His,

betyder Phe, eller, om inga svavelhaltiga aminosyrarester
forekommer i resten A, kan tillsammans med E betyda resten

25 -c§s6_ -chqq-

trp betyder L-Trp, D-Trp eller en analog rest, som i indolké&rna,
t.ex. i 5-stdllningen innehdller halogen, sdrskilt fluor,
E ‘betyder Phe eller Tyr, eller har tillsammas med D den ovan
angivna betydelsen.
30 G betyder L-Ser, D-Ser eller resten av en sekundir «f-amino-
~ syra med higst 8 kolatomer, och
a, b, ¢, £ och g stldr oberoende f5r O eller 1, samt icke-toxiska

salter och farmakologiskt anvidndbara komplex didrav, k & nn e -
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"”“ltﬁe;é"k:n'a t d#rav, att man behandlar en peptid med formeln (II)

B)b_ (c) CfD-Phe-fcrp,Lyg-c_uhr. ;YQ )5E-[T_111; (¥, yf.—(é (v, yg-! CTT) |

: etyder en den ovan deflnlerade resten A motsvarande rest
v\ﬂken_ iwémlnogruppen av den N-terminala: amlnosyraresten kan -
nnehalla en &—amlnoskyddgrupp X! 'Yd'ar‘vate.eller enfhydroxyl-,
’kyddsgrupp Y och vari de ovrlga symbolerna har de ovan_angivna
_Lbétydelserna, med en alkankarbonsyra Ac OH, vari Ac betyder en
' “den ovan definierade acylresten Ac motSVarande rest i vilken né&r-
vargnde amino- eller hydroxylgrupper kan vara forsedda med skydds-
: .10 f'grupper X, X' resp. Y, eller med ett reaktivit derivat av en |
' sadan syra och, om s& Onskas eller det &#r nddvandigt, frigor i
den erh&llna produkten aminogrupper resp. hydroxylgrupper genom
avspgalknlngen av skyddsgrupperna X, X' och Y.
3. Forfarande enligt patentkravet 1 for att framstdlla

15 .acylpeptider med den allmédnna formeln

L(A)a;(B)bu(C)C—D—Pheutrp—Lys(Ac)—ThrnE-(Thr)f—(G)éJ (1)

vari Ac, A, B, C, D, E, G, trp, a, b, ¢, f och g har den i patent-
kravet 2 angivna betydelsen, k @ nnetecknat dirav, att

man cykliserar en linear peptid med formeln

20 ‘ - [T 7 -0

" vari Ia ar en‘rest som motsvarar den i patentkfavet 2 definierade
formeln I, i vilken den amidiska bindningen mellan tva godtyckliga
intill—liggande aminosyrarestef av en peptidring &r avbruten, och
V stér for en fri hydroxylgrupp, en genom en aktiveringsgrupp

25 omvandlad hydroxylgrupp eller hydrazinogruppen —NH—NHZ, varvid

" eventuellt nérvarande i cykliseringsreaktionen icke deltagande
amino-, karboxyl- och hydroxylgrupper v1d behov fdreligger i
skyddad form och frigdres i efterhand.

b, TForfarande enligt patentkravet 1 fir att framstdlla

acylpeptider med den allménna formeln



L6

o L(Al).éiw(B_)b-v(C)C—D-Phe-trp-—Lys(Ac)wThr—E-CThr)f-(G).E;J ‘ (1)

aris A B C Dy B, G, trp, a, b -c, f och g har. den 1 patent-*
kravet 2 anglvna betydelsen k &dnne tecknat darav, att

manfox;derar en motsvarande linear peptid med formeln (IV)
- 7T o (1v)
] o . _

:'fvéfifIéiér eh fest motsvarande deﬁ i patentkraﬁet 2 defihierade

- formeln I, i vilken den disulfidiska bindningen mellan de svavel-

~haltiga aminosyraresterna Hr avbruten, och Tb star for vidte eller

en merkaptoskyddsgrupp T, f&r bildning av disulfid-bryggan, even-

10 tuellt under foregdende eller samtidig évspjélkning av merkapto-

skyddsgrupperna T, och fri sdtter eventuellt i skyddad form fdre-
kommande amino-, karboxyl- och/eller hydroxylgrupper.

5. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 4, k & n -

n etecknat ddrav, att man framstdller en acylpeptid med

15 den allmé&nna formeln

g ,
—Cys—B-Asn—Phe—Phe—trp~Lys(AC)—Thr-Phe—Thr-Ser~c§s—OH (I4)

vari A' star for Ala-Gly-, Ac-Ala-Gly-, H- eller Ac- och Ac, B,
trp och cys har de i patentkravet 2 angivna betydelserna, eller
en.icke—toxiskt salt eller en farmakologiskt anvidndbart komplex
“" 20 dirav,
6. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 3, k & n -

i netecknat dirav, att man framstdller en acylpeptid med

den allmanna formeln

LAsn-Phe-—Phe-[fer—Lys(Ac)—Thr-Phe-NH—CHZ-CH(U)-CHZ-CO J (IF)

25  vari trp stér f6r D-Trp eller D-(SF)Trp, Ac har de i patent-
kravet 2 definierade betydelserna och U betyder vidte eller en
eventuellt substituerad hydrokarbylrest Ar, eller ett icke-toxiskt
salt eller ett farmakologiskt anvindbart komplex dirav.

7. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1 - 3, k & n -

1'>30 . netecknat didrav, att man framstdller en acylpeptid med



10

15

by

o oformeln oo

LA‘s'z‘_l.-\-P'l"x_éQPhe—CD—Trp)-Lys(Ac)—-T‘hr—ilPhe-Gaba-I e (1e)

Ac star. far'resten'av en i naturen firekommande p(-amino-

1er dess D-epimer, eller ett 1cke tox1skt salt eller ett
ar akologlskt anvidndbart komplex d&rav S '
Forfarande enllgt ndgot av patentkraven 1_- 3 k &n -

n'e t,e.c-k nat darav, att man framstdller en acylpeptid med

formeln IG, vari Ac stér for giycyl, leucyl eller fenylalanyl,

eller en icke-toxiskt salt eller ett farmakologiskt anvindbart
komplex dHrav. -

9. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 3, k & n =
netecknat didrav, att man framstidller en acylpeptid med

formeln IG, vari Ac star for prolyl, eller ett icke-toxiskt salt

eller ett farmakologiskt anvandbart komplex darav.

10. - Forfarande enligt négot av patentkraven 1 - 3, k A n -
netecknat dirav, att man framstdller en acylpeptid med
formeln IG, vari Ac star for lysyl eller N‘—tert—butoxikarbonyl—
lysyl, eller ett icke-toxiskt salt eller ett farmakologiskt an-

viandbart komplex darav.
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