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Substituoidut tetrapeptidit - Substituerade tetrapeptider

Keksintd koskee substituoituja, kaavan (I) mukaisia tetrapep-

tideja
H
3 .
1 L F g @
-Pro—Phe-Hls—N\ /ﬁ\ /.\Ra
[ ] [ ]

ﬁZ

joissa Rl tarkoittaa vetyd tai asyylid, R2 alkyylid tai
aralkyylid, R3 tarkoittaa vapaata tai funktionaalisesti muun-
nettua hydroksia, R4 vapaata tai substitucitua aminoca tai va-
paata tai eetterdityd hydroksia, ja -Pro-, -Phe- sekd -His-
tarkoittavat aminohappojen proliinin, fenyylialaniinin tai
histidiinin tai n83iden (D)-isomeerien bivalenttisia tidhteiti,
keksintd koskeée myds tdllaisten, suolaa muodostavia ryhmid
sisdltdvien yhdisteiden suoloja, menetelmdd t&dllaisten yvhdis-
teiden valmistamiseksi, farmaseuttisia valmisteita, jotka si-
sdltdvidt nditd yhdisteitd, niiden kdytt88 valmistettaessa
farmaseuttisia valmisteita tai niiden k&yttsd farmakologi-
sesti aktiivisina yhdisteind ja uusia vdlituotteita valmis-

tettaessa kaavan (I) mukaisia yhdisteitd.

Asyyli tdhteend Rl sisdltdd8 ensi sijassa enintddn 80 C-atomia
ja on pddasiassa alifaattinen, aromaattinen, aromaattis-ali-
faattinen, heterosyklinen tai heterosyklis-alifaattinen asyy-
li. Erityisesti asyyli tdhteeni Rl on luonnossa esiintyvén
(L) -aminohapon, kuten histidiinin, tai sen (D)-isomeerin
asyylitdhde, kahdesta luonnossa esiintyvéstd (L)-aminohapos-
ta tai niiden (D)-isomeerista muodostuneen dipeptidin asyyli-
tdhde, 3-6 luonnossa esiintyvdstd aminohaposta 5hodostuneen
ja korkeintaan 60 C-atomia sisdltdvén oligopeptidin asyyli-
tdhde, jolloin vapaat, funktionaaliset ryhmdt ndissd amino-
happotédhteissd ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, tai

Rl on jokin muu alifaattinen, aromaattinen tai aromaattis-
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alifaattinen, enintd&n 18 C-atomia sisdltdvd asyylitdhde.
Mieluimmin Rl tarkoittaa dipeptyylitdhdettd H-Arg-Arg-, H-Pro-
His- tai H-Ile-His-, joissa kulloinkin molemmat aminohapot,
toisistaan riippumatta, voivat sisdltdd (D)~ tai (L)-konfigu-
raation, ensi sijassa kuitenkin niilld on (L)-konfiguraatio.
Oligopeptiditdhde Rl sisdltdd karboksyylipddssd mieluimmin
histidyylitdhteen, joka puolestaan voi olla sitoutuneena pro-
pyyli- tai isoleusyylit&@hteeseen. Muu aminohapposekvenssi on
pddasiallisesti mielivaltainen. Esimerkkeind oligopeptidit&h-
teestd Rl voidaan mainita sekd tdhde H-Asp-Arg-Val-Tyr-Ile
(tai Pro)~His- tai tdmdn osat, joille on tunnusomaista, ettd

aminopddstd puuttuu 1-3 aminohappoa.

Alkyyli tdhteend R2 sisdltdd erityisesti 1-18 C-atomia ja

on ensi sijassa alempialkyyli, jolloin etuliite "alempi” té&s-
sd ja jdljempdnd seuraavassa tarkoittaa t&hdettd, jossa on 1l-
enintd3dn 7, pddasiassa l- enintddn 4 C-atomia. Mieluimmin al-
kyylit&hde R2 tarkoittaa haarautunutta alempialkyylid, ennen
kaikkea 2-metyyli-propyylid. Aralkyyli tdhteend R2 sisdltda
ennen kaikkea enint&&n 18-C=atomia ja tarkoittaa erityisesti
substituoimatonta tai fenyylitdhteessd substituoitua fenyyli-
alempialkyylid, ensi sijassa bentsyylid. Aryylisubstituent-
teina voidaan mainita erityisesti alempialkyyli, vapaa tai
funktionaalisesti muunnettu hydroksi ja vapaa tail esterdity
karboksi. Aryylitdhteessd voi olla yksi tai useampi, esim.
kaksi tai kolme ja yleensd enintddn viisi, samanlaista tai eri-

laista substituenttia.

Funktionaalisesti muunnettu hydroksi aryylisubstituenttina on
esterbity tal eetterdity hydroksi. Ester&ity hydroksi on or-
gaanisella tai epdorgaanisella hapolla esterdity hydroksi,
esim. asyylioksi, sulfonyylioksi tai halogeeni. Asyylioksi on
erityisesti alempialifaattinen asyylioksi, 3-6, ennen kaikkea
5 tai 6 rengasjdsentd ja enintd&n 12 C-atomia sisdltdvd syklo-
alifaattinen asyylioksi, enintddn 12 C-atomia sisdltdvd, mono-

syklinen aroyylioksi tai aromaattis-alifaattinen, enintddn 12
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C-atomia sisdltdvd asyylioksi. Eetterdity hydroksi aryylisubs-
tituenttina on erityisesti muodoltaan alifaattisella, aro-
maattisella tai aromaattis—-alifaattisella, enintdidn 12 C-ato-
mia sisdltavdlld alkoholilla eetterdity hydroksi, ensi sijas-

sa alempialkoksi.

Esterdity karboksi aryylisubstituenttina on ensi sijassa muo-
doltaan alifaattisella, aromaattisella tai aromaattis-alifaat-
tisella, enintddn 12 C-atomia sisdlt&dvidllid alkocholilla este-

roity karboksi, ensi sijassa alempialkoksikarbonyyli.

Funktionaalisesti muunnettu hydroksi tdhteend R3 on erityi-
sesti orgaanisella karboksyylihapolla esterdity hydroksi,
tdmdn lisdksi myds eetterdity hydroksi. Esterdivind tai eet-
terdivind t&dhteind kysymykseen tulevat ensi sijassa eldinten
tai ihmisten elimist8ssd poislohkaistavissa olevat tdhteet,
jotka poislohkaisun jdlkeen kyseessd olevissa konsentraati-
oissa tuottavat farmakologisesti vaarattomia lohkaisutuottei-
ta. Esterdity hydroksi t&hteend R3 on erityisesti enintdin

18 C-atomia sisdltdvd asyylioksi ja ensi sijassa alempiali-
faattinen asyylioksi, 3-6, ensi sijassa 5 tai 6 rengasjdsentd
ja enintddn 12 C-atomia sisdltdvd sykloalifaattinen asyyliok-
si tai monosyklinen aroyylioksi tai aromaattis-—-alifaattinen

asyylioksi, jotka kulloinkin sis&ltdvidt enintddn 12 C-atomia.

Eetterdity hydroksi tadhteena R3 on erityisesti muodoltaan ali-
faattisella, aromaattisella tai aromaattis-alifaattisella,
enintddn 12 C-atomia sisdlt&dvalld alkoholilla eetterdity hyd-

roksi,

Substituoitu amino tdhteend R4 on esim. alempialkyylilld ja/
tai aryylialempialkyylilld mono- tai disubstituoitu amino tai
luonnossa esiintyvdn aminohapon tai sen (D)-isomeerin amidises-
ti sitoutunut tdhde tai 2-6 aminohappoa ja korkeintaan 60 C-
atomia sisdltdvdn peptidin amidisesti sitoutunut t&hde, joka

peptidi rakentuu luonnossa esiintyvistd aminohapoista ja/tai
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niiden (D)-isomeereista, jolloin vapaa, funkticnaaliset ryh-
mdt ndissd aminohappo- tai peptidit&dhteissd ovat mahdollises-
ti suojatussa muodossa, ja tdhde R4 on ennen kaikkea 2-6,
mieluimmin 2 tai 3 aminohappoa sisdltdvdn peptidin t&hde, jon-
ka N-pddtteissd pddssd on seuraava aminohapposekvenssi -Val-
Tyr-Lys-, -Ile-His-Lys-, -Ile-His-Ser-, -Val-Tyr-Ser- tai
-Ala-Sta-.

Eetterdity hydroksi tdhteend R4 on muodoltaan alifaattisella,
aromaattisella tai aromaattis-alifaattisella, enint&ddn 12 C-
atomia sisdltdvdlld alkoholilla eetterdity hydroksi, ensi si-
jassa alempialkoksi tai erityisesti hydroksikarboksyylihapon
tdhde, joka happo puolestaan mahdollisesti on amidoitu amino-

hapolla tai dipeptidilli.

Kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd voi E-Rz:ssa ja g—R3:ssa,
toisistaan riippumatta, olla (R)- tai (S)-konfiguraatio, mie-

luimmin kuitenkin (S,S)-konfiguraatio.

Edelld esitetyssd, ja jdljempdnd seuraavassa kdytetyilld ylei-
silld sanonnoilla on tdmdn selityksen puitteissa mieluimmin
seuraavat merkitykset:

Alempialkyyli on ennen kaikkea metyyli, etyyli, n-propyyli,
isopropyyli, n-butyyli tai osocbutyyli, lisdksi esim. my&s sek.
~butyyli tai tert.-butyyli, myds n-pentyyli, neopentyyli, n-
heksyyli tai n-heptyyli.

Halogeeni on erityisesti kloori tai bromi, lisdksi myds fluo-
ri tai jodi.

Luonnossa esiintyvid aminohappoja ovat ensi sijassa kaikki 20
aminohappoa, jotka yleensd esiintyvdt proteiineissa, nimittdin
glysiini (H-Gly-OH), alaniini (H-Ala-OH), proliini (H-Pro-OH),
seriini (H-Ser-OH), kysteiini (H-Cys-H), tyrosiini (H-Tyr-H),
asparagiini (H-Asn-OH), glutamiini (H-Gln-OH), asparagiinihap-
po (H-Asp-OH), glutamiinihappo (H-Glu-OH), arginiini (H-Arg-
OH), histidiini (H-His-OH) ja kaikki 8 aminohappoa, jotka ovat
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ihmiselle valttdmdttomidt, nimittdin valiini (H~Val-OH), leu-
siini (H-Leu-OH), isoleusiini (H-~Ile-OH), lysiini (H-Lys-OH),
fenyylialaniini (H-Phe-OH), tryptofaani (H-Trp-OH), metionii-
ni (H-Met-OH) ja treoniini (H-Thr-OH). Muista luonnossa esiin-
tyvistd aminohapoista mainittakoon tdssd esim. hydroksiprolii-
ni, sarkosiini (H-Sar-OH), B—aminokarboksyylihapot, esim. B-
alaniini (H-B—Ala—OH), y-aminokarboksyylihapot, esim. y-amino-
voihappo, o, y-diaminokarboksyylihapot, esim. ornitiini ja
ennen kaikkea 4-amino-3-hydroksi-6-metyyli-heptaanikarboksyy-
lihappo (statiini, t&dssi lyhennetty "H-Sta-OH"). Ellei toisin
mainita, tarkoitetaan mainituilla lyhenteilld aminohappoja

niiden luonnollisessa konfiguraatiossa.

Hydroksikarboksyylihappo on ensi sijassa monohydroksimonokar-

boksyylihappo, erityisesti o~hydroksi-monokarboksyylihappo,

- esim. glukolihappo tai maitohappo (lyhennys:H-Lac-OH).

Aromaattisia t&hteitd ovat ensi sijassa mahdollisesti substi-
tuoidut fenyylitdhteet. Aromaattisten tdhteiden substituent-
teja ovat erityisesti alempialkyyli, vapaa tai funktionaali-~-

sesti muunnettu hydroksi ja/tai vapaa tai esterdity karboksi.

Alifaattiset tdhteet ovat ensi sijassa asyklisia, tyydytetty-
j& tai yhden tai kaksi kaksoissidosta sisdltdvid, tyydyttdmdt-
tomid substituoimattomia tai substituoituja hiilivetytdhteitd,
joilla ei ole syklisid substituentteja, joissa vapaan valens-
sin tulee 1dhted C-atomista, joka ei ole substituoitu oksolla,
ja tdllaisia t&dhteitd ovat ensi sijassa substituoimattomat tai
substituoidut alkyylitdhteet, esim. alempialkyylitdhteet. T&dl-
laisten alifaattisten tdhteiden edullisia substituentteja ovat
vapaa tai funktionaalisesti muunnettu hydroksi tai merkapto,
vapaa tai esterdity karboksi ja/tai vapaa tai substituoitu

amino.

Heterosykliset tdhteet ovat ensi sijassa mono- tai bisyklisid,

etupddssd 3-7 rengasjdsentd suljettua rengasta kohden sisdlta-
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vid, heteroatomeina ensi sijassa happi, rikki ja/tai typpi ja
ne voivat sisdltdd enintd&n neljd heterocatomia. T&hteen Rl
ollessa kysymyksessd etupddssd 5-6, ennen kaikkea 5 rengas-
jdsentd sisdltyy monosykliseen, heterosykliseen renkaaseen,
joka heteroatomeina voi sisdltd8 ainoastaan yhden tai kaksi

typpiatomia ja voi olla bentsoanelloitu.

Kaavan (I) mukaiset yhdisteet voivat olla puhtaina, optises-
ti aktiivisina isomeereina tai isomeeriseoksina. Suolaa muo-
dostavia ryhmid kaavan (I) mukaisessa yhdisteessd ovat joko
happamet ryhmdt, kuten ensi sijassa karboksyyliryhmdt tai
ndiden lisdksi myds sulfonihaovporyhmdt, tai em8ksiset ryhmdt,
kuten ensi sijassa sellaiset, jotka sisdltédvdt emdksisid typ-
piatomeita, esim. aminoryhmdt. Suolaa muodostavia ryhmid si-
sdltdvien, kaavan (I) mukaisten yhdisteiden suoloja ovat eri-
tyisesti farmaseuttisesti kdyttdkelpoiset, myrkyttdmdt suolat,
kuten happamien, kaavan (I) mukaisten yhdisteiden suolat emds-
ten kanssa, erityisesti sopivat alkalimetalli-, kuten natrium-
tai kalium~, tai maa-alkalimetallisuolat, esim. magnesium- tai
kalsiumsuolat, myds sinkkisuolat tai ammoniumsuolat, mukaan
lukien suolat orgaanisten amiinien, kuten mahdollisesti hyd-
roksilla substituoitujen mono-, di- tai tri-alkyyliamiinien,
esim. dietyyliamiinin, di-(2-hydroksietyyli)-amiinin, trietyy-
liamiinin, N,N-dimetyyli-N-(2-hydroksietyyli)-amiinin, tri-
(2-hydroksi-etyyli)-amiinin tai N-metyyli-D-glukamiinin kans-
sa, tai emdksisten, kaavan (I) mukaisten yhdisteiden suolat
happojen kanssa, kuten suolat epdorgaanisten happojen, esim.
suolahapon, rikkihapon tai fosforihapon kanssa, tai suolat or-
gaanisten karboksyyli-, sulfoni- tai sulfohappojen, esim. etik-
kahapon, propionihapon, glykolihapon, meripihkahapon, maleii-
nihapon, hydroksimaleiinihapon, metyylimaleiinihapon, fumaari-
hapon, omenahapon, viinihapon, sitruunahapon, bentsoehapon,
kanelihapon, mantelihapon, salisyylihapon, 4-amino-salisyyli-
hapon, 2-fenoksibentsoehapon, 2-asetoksibentsoehavon, emboni-
hapon, nikotiinihapon tai isonikotiinihapon, my&s aminohappo-

jen, kuten esim. edelld mainittujen, sekid metaanisulfonihapon,
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etaanisulfonihapon, 2-hydroksietaanisulfonihapon, etaani-1l,2-
disulfonihapon, bentseenisulfonihapon, 4-metyyli-bentseeni-
sulfonihapon tai naftaliini-2-sulfonihapon kanssa, tai muiden,
happamien, orgaanisten yhdisteiden kuten askorbiinihapon kans-
sa. Kaavan (I) mukaiset yhdisteet, jotka sisdltd@vdt happamia

ja emd8ksisid ryhmid, voivat muodostaa myds sisdisid suoloja.

Eristdmiseen tai puhdistamiseen voidaan kdyttdid myds farma-
seuttisesti sopimattomia suoloja. Terapeuttiseen kdyttddn so-
veltuvat ainoastaan farmaseuttisesti kdyttdkelpoiset, myrkyt-

toémdt suolat, jotka lisdksi ovat edullisia.

Tédman keksinndn mukaisilla yhdisteilld on entsyymid estdviid
vaikutukéia; erityisesti ne estdvat luonnollisen reniinient-
syymin vaikutuksen. Reniinid joutuu vereen munuaisista, jossa
se vaikuttaa veriglykoproteiinin (angiotensinogeenin) lohkea-
miseen dekapeptidisen angiotensiini I:n muodostuessa; angio-
tensiini I lohkeaa sen jadlkeen keuhkoissa, munuaisissa ja
muissa elimissd oktapeptidiseksi angiotensiini II:ksi. T&ma
viimeksi mainittu kohottaa verenpainetta vapauttamalla natri-
umia piddttdvidsd aldosteroni-hormonia lisdmunuaisista, tdhé&n
hormoniin sitoutuu ylimd8&rdisen nestetilavuuden kohoaminen.
Tamd kohoaminen johtuu angiotensiini II:n itsensd aikaansaa-
masta vaikutuksesta tai siitd lohkeamistuotteena muodostuneen
heptapeptidisen angiotensiini III:n vaikutuksesta. Reniinin
entsymaattisen aktiviteetin estyminen vaikuttaa estdvdsti
angiotensiini I:n muodostumiseen. Tdmdn seurauksena muodostuu
vdhemmdn angiotensiini II ja t&mdn aktiivisen peptidihormonin
pienentynyt konsentraatio viime k&ddessd mddrdd reniinid estéd-

vadn aineen farmakologisen vaikutuksen.

Reniinid estdv@n aineen vaikutus todetaan muun muassa in vit-
ro-menetelmilld, jolloin mitataan angiotensiini I muodostumi-
sen vdheneminen erilaisissa systeemeissd (ihmisen pnlasmassa,
puhdistetussa ihmisen plasmassa yhdessd synteettisen tai

luonnollisen reniinisubstraatin kanssa). Muun muassa kdytetddn
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seuraavaa testid: Ihmisen munuaisista saatua reniini-uutetta
{0,5 m GU (milli—Goldblatt—yksikkéé)/ml) inkuboidaan tunti
37OC:ssa, pH-arvossa 7,2 l-molaarisessa vesipitoisessa 2-N-
(Tris-hydroksimetyyli-metyyli)-amino-etaanisulfonihappo-
puskuriliuocksessa, joka sisdltdd 23 ug/ml synteettistd tetra-
dekapeptidi-substraattia (H-Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-
His-Leu-Leu-Val-Tyr-Ser-0OH). Muodostuneen angiotensiini I:n
mddrd mitataan radioimmunokokeella (RIA). Estdvdt aineet 1li-
sdtddn inkubointiseokseen erilaisissa konsentraatioissa. Jo-
kaisen estdvidn aineen sitd konsentraatiota, joka vdhentdd an-

giotensiini I:n muodostumista 50 %:1la, merkitddn IC..,—-arvona.

50
Tdmdn keksinn&n mukaisilla yhdisteilld on in-vivo-systeemissa
estovaikutukset minimaaliannosten ollessa noin 10_7 - 10_lo

moolia/1l.

Suolakdyhillid eldimillid vaikuttavat reniiniid estdvidt aineet
verenpainetta alentavasti. Koska ihmisen reniini erocaa muiden
lajien reniinistd, annetaan est&dvien aineiden kokeissa ihmisen
reniinid k&dellisille apinoille {(Marmosets, Callithrix jacchus).
Muun muassa kdytetddn seuraavaa testid:

Testattavat yhdisteet annetaan normotensiivisille, tajuissaan
oleville marmoseteille, jotka ovat kumpaakin sukupuolta ja
painavat noin 300 g. Verenpaine ja syddmen sykinndn tiheys
mitataan katetrilla reisivaltimosta. Testattavat yhdisteet in-
jektoidaan uloimpaan hdntdlaskimoon. Reniinin endogeeninen
vapautuminen aikaansaadaan injektoimalla suonensisdisesti fu-
rosemidia (5 mg/kg). 30 minuutin kuluttua furosemidi-injekti-
osta, annetaan testattavat yhdisteet joko yhdelld injektiolla
tai jatkuvalla infuusiolla ja niiden vaikutus verenpaineeseen
ja syddmen sykinndn tiheyteen mitataan. Keksinndn mukaiset yh-
disteet ovat tehokkaita in vivo-systeemissd annoksina, jotka

ovat noin 0,1 - 1,0 mg/kg i.v.

Tdmadn keksinndn mukaisia yhdisteitd voidaan kdyttdd verenpai-

netta alentavina (antihypertensiivisina) aineina, my®s hoidet-
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taessa syddmen toiminnan vajavuutta (syd&d&ninsuffienssia) seki
kohonneen verenpaineen syiden diagnostiikassa tai kohonneessa

aldosteroni-erityksessi.

Kaavan (I) mukaiset yhdisteet, jotka eivdt ole farmaseutti-
sesti kdyttdkelpoisia ja joissa funktionaaliset ryhm&t, kuten
karboksyyli- amino-, hydroksi- tai merkaptoryhmidt ovat suoja-
tussa muodossa, ovat ensi sijassa vdlituotteita valmistetta-
essa kaavan (I) mukaisia, farmaseuttisesti kdyttdkelpoisia yh-
disteitd ja ndmd vdlituotteet kuuluvat myds t&médn keksinndn

piiriin.

Kaavan (I) mukaiset yhdisteet, joissa funktionaaliset ryhméit,
erityisesti karboksyyli- ja aminoryhmdt, mieluimmin kaikki
karboksyyli~ ja aminoryhmdt,k ovat suojatut farmaseuttisesti
kdyttdkelpoisilla suojaryhmilld esim. karboksyyliryhmdt alem-
pialkyyli-, esim. metyyliesterinid ja aminoryhmdt tert.-butyy-
lioksikarbonyyli=» tai bentsyylioksikarbonyyliaminona, omaavat
pidennetyn vaikutusajan vastaaviin, suocjaamattomiin yhdistei-
siin verrattuna ja ovat siten farmaseuttisesti kédyttdkelpoisia

ja kuuluvat tdmdn keksinndn piiriin.

Suojaryhmid, niiden liittdmistd ja poislohkaisua on kuvattu
esimerkiksi julkaisuissa "Protective Groups in Organic
Chemistry", Plenum Press, Lontoo, New York 1973 ja "Methoden
der organischen Chemie", Houben-Weyl, 4. painos, nide 15/1,
Georg-Thieme-Verlag, Stuttgart 1974. Tunnusomaista suojaryh-
mille on, ettd ne ovat helposti, t.s. ilman ei toivottuja si-
vureaktioita, esim. solvolyyttisesti, pelkistden, fotolyytti-
sesti tai myb6s fysiologisissa olosuhteissa poislohkaistavissa

olevia.

Karboksyyliryhmdt ovat tavallisesti suojatut esterdidyssd muo-
dossa, jolloin t&llaiset esteriryhmittymdt ovat helposti lie-

vissd olosuhteissa poislohkaistavia. Tdllaiset suojatut kar-
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boksyyliryhmat sisdltdvdt esterdiving ryhmind ensi sijassa
l-asemassa haarautuneita tai 1- tai 2-asemassa sopivasti
substituoituja alempialkyyliryhmid. Edullisia, esterdidyssi
muodossa olevia karboksyyliryhmid ovat mm. tert.-alempialkok-
sikarbonyyli, esim. tert.-butyylioksikarbonyyli, aryylimetok-
sikarbonyyli, joka sisdltdd yhden tai kaksi aryylit&dhdettd,
jolloin ndmd tarkoittavat mahdollisesti esim. alempialkyylil-
148, kuten tert.-alempialkyylilld, esim. tert.-butyylilld,
alempialkoksilla, kuten metoksilla, hydroksilla, halogeenilla,
esim. kloorilla ja/tai nitrolla mono- tai polysubstituoituja
fenyylitdhteitd, kuten mahdollisesti esim. jo edelld mainittu,
substituoitu bentsyylioksikarbonyyli, esim. 4-metoksibentsyy-
lioksikarbonyyli tai 4-nitrobentsyylioksikarbonyyli tai mah-
dollisesti jo edelld mainittu substituoitu difenyylimetoksi-
karbonyyli, esim. difenyylimetoksikarbonyyli tai di- (4-metok-
sifenyyli)-metoksikarbonyyli, l-alempialkoksialempialkoksikar-
bonyyli, kuten metoksimetoksikarbonyyli, l-metoksietoksikarbo-
nyyli tai l-etoksimetoksikarbonyyli, l-alempialkyylitioalempi-
alkoksikarbonyyli, kuten l-metyylitiometoksikarbonyyli tai 1-
etyylitioetoksikarbonyyli, aroyylimetoksikarbonyyli, jossa
aroyyliryhmd tarkoittaa mahdollisesti esim. halogeenilla, ku-
ten bromilla substituoitua bentsoyylid, esim. fenasyylioksi-
karbonyyli, 2-halogeenialempialkoksikarbonyyli, esim. 2,2,2-
trikloorietoksikarbonyyli, 2-bromietoksikarbonyyli tai 2-jodi-
etoksikarbonyyli, tai 2-(trisubstituoitu silyyli)-etoksikarbo-
nyyli, jossa substituentit tarkoittavat, toisistaan riippumat-
ta, jokainen mahdollisesti substituoitua, esim. alempialkyy-
1i118, alempialkoksilla, aryylilld, halogeenilla ja/tai nit-
rolla substituoitua, alifaattista, aralifaattista, sykloali-
faattista tai aromaattista hiilivetytdhdettd, kuten vastaavaa,
mahdollisesti substituoitua alempialkyylid, fenyylialempial-
kyylid, sykloalkyylid, tai fenyylid, esim. 2-trialempialkyyli-
silyylietoksikarbonyyli, kuten Z2-trimetyylisilyylietoksikarbo-
nyyli tai 2-(di-n-butyyli-metyyli-silyyli)-etoksikarbonyyli
tai 2-triaryylisilyylietoksikarbonyyli, kuten 2-trifenyyli-
silyylietoksikarbonyyli.



10

15

20

25

30

11

Edelld esitetyt ja j&dljempdnd seuraavat orgaaniset silyyli-
tai stannyylit8hteet sisdltdvidt pii- tai tina-atomin substi-
tuentteina mieluimmin alampialkyylin, erityisesti metyylin.
Vastaavia silyyli- tai stannyyliryhmid ovat ensi sijassa tri-
alempialkyylisilyyli, erityisesti trimetyylisilyyli, my&s
dimetyyli-tert.-butyyli-silyyli tai vastaavasti substituoitu

stannyyli, esim. tri-n-butyylistannyyli.

Edullisia, suojattuja karboksyyliryhmid ovat tert.-alempi-
alkoksikarbonyyli, kuten tert.-butoksikarbonyyli ja ensi si-
jassa mahdollisesti esim. edelld esitetylld tavalla substitu-
oitu bentsyylioksikarbonyyli, kuten 4-nitrobentsyylioksikar-
bonyyli tai difenyylimetoksikarbonyyli, ennen kaikkea 2-(tri-
metyylisilyyli) —etoksikarbonyyli.

Suojattu aminoryhmd@ voi olla esim. helposti poislohkaistavan
asyyliamino-, aryylimetyyliamino-, eetterdidyn merkaptoamino-,
2-asyylialempialk-l-en-l-yyli-amino-, silyyli- tai stannyyli-

amino-ryhmdn muodossa tai atsidoryhm&na.

Vastaavassa asyyliaminoryhmdssd on asyyli ensimerkiksi orgaa-
nisen karboksyylihapon, joka sisdltdd esim. enintiddn 18 C-ato-
mia, erityisesti mahdollisesti, esim. halogeenilla tai aryy-
1illd substituoidun alkaanikarboksyylihapon tai mahdollisesti
esim. halogeenilla, alempialkoksilla tai nitrolla substituoi-
dun bentsoehapon tai hiilihappopuoliesterin asyylitdhde. T&l-
laisia asyyliryhmid ovat esimerkiksi alempialkanoyyli, kuten
formyyli, asetyyli tai propionyyli, halogeenialempialkanoyyli,
kuten 2-halogeeniasetyyli, erityisesti 2-kloori-, 2-bromi-,
2-jodi-, 2,2,2-trifluori- tai 2,2,2-triklooriasetyyli, mah-
dollisesti esim. halogeenilla, alempialkoksilla tai nitrolla
substituoitu betsoyyli, esim. bentsoyyli, 4-klooribentsoyyli,
4-metoksibentsoyyli tai 4-nitrobentsoyyli tai alempialkyyli-
tdhteen -asemassa haarautunut tai 1- tai 2-asemassa sopivasti

substituoitu alempialkoksikarbonyyli, erityisesti tert.-alempi-
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alkoksikarbonyyli, esim. tert.-butyylioksikarbonyyli, aryyli-
metoksikarbonyyli, joka sisdltdd yhden tai kaksi aryylitdh-
dettd, jotka tarkoittavat mieluimmin mahdollisesti esim. alem-
pialkyylillsd, erityisesti tert.-alempialkyylilld, kuten tert.-
butyylill&d, alempialkoksilla, kuten metoksilla, hydroksilla,
halogeenilla, esim. kloorilla ja/tai nitrolla mono- tai poly-
substituoitua fenyylid, kuten mahdollisesti substituocitua
bentsyylioksikarbonyylid, esim. 4-nitrobentsyylioksikarbonyy-
1i tai substituoitu difenyylimetoksikarbonyyli, esim. bents-
hydryylioksikarbonyyli tai d-(4-metoksifenyyli)-metoksikarbo-
nyyli, aroyylimetoksikarbonyyli, Jjossa aroyyliryhmd tarkoittaa
mieluimmin mahdollisesti esim. halogeenilla, kuten bromilla
substituocitua bentsoyylid, esim. fenasyylioksikarbonyyli, 2-
halogeeni-alempialkoksikarbonyyli, esim. 2,2,2-trikloorietok-
sikarbonyyli, 2-bromietoksikarbonyyli tai 2-jodietoksikarbo-
nyyli tai 2-(trisubstituoitu silyyli)-etoksikarbonyyli, jossa
substituentit, toisistaan riippumatta, tarkoittavat jokainen
mahdollisesti substituoitua, esim alempialkyylilld, alempi-
alkoksilla, aryylilld, halogeenilla tai nitrolla substituoci-
tua alifaattista, aralifaattista, sykloalifaattista tai aro-
maattista hiilivetytdhdettd, joka sisdltdd esim. enintdidn 15
C-atomia, kuten vastaavaa, mahdollisesti substituoitua alempi-
alkyylid, fenyylialempialkyyli&, sykloalkyyliid tai fenyylid,
esim. 2-trialempialkyylisilyylietoksikarbonyyli, kuten 2-tri-
metyylisilyylietoksikarbonyyli tai 2-(di-n-butyyli-metyyli-
silyyli)-etoksikarbonyyli tai 2-triaryylisilyylietoksikarbo-
nyyli, kuten 2-trifenyylisilyylietoksikarbonyyli.

Edelleen aminosuojaryhmind kysymykseen tulevia asyylit&hteitd
ovat myds orgaanisten fosfori-, fosfoni- tai fosfiinihappoijen
vastaavat tdhteet, kuten dialempialkyylifosforyyli, esim.
dimetyylifosforyyli, dietyylifosforyyli, di-n-propyylifosfo-
ryyli, disykloalkyylifosforyyli, esim. disykloheksyylifosfo-
ryyli, mahdollisesti substituoitu difenyylifosforyyli, esim.

difenyylifosforyyli, mahdollisesti, esim. nitrolla substituoitu
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di- (fenyylialempialkyyli)-fosforyyli, esim. dibentsvylifos-
foryyli tai di-(4-nitrobentsyyli)~fosforyyli, mahdollisesti
substituoitu fenyylioksifenyyli-fosfonyyli, esim fenyylioksi-
fenyyli-fosfonyyli, dialempialkyylifosfinyyli, esim. dietyyli-
fosfinyyli tai mahdollisesti substituoitu -  difenyylifosfinyyli,
esim. difenyylifosfinyyli.

Aryylimetyyliaminoryhmédssd, joka tarkoittaa mono-, di- tai
erityisesti triaryylimetyyliaminoa, ovat aryylit8hteet eri-
tyisesti mahdollisesti substituoituja fenyylitd&hteitd. Tdllai-
sia ryhmid ovat esimerkiksi bentsyyli-, difenyylimetyyli- ja

erityisesti trityyliamino.

Eetterdity merkaptoryhmd, tdllaisella t&hteelld suojatussa
aminoryhmdssd, on ensi sijassa aryylitio tai aryylialempial-
kyylitio, jossa aryyli on erityisesti mahdollisesti esim.
alempialkyylilld, kuten metyylilld tai tert.-butyylilld, alem-
pialkoksilla, kuten metoksilla, halogeenilla, kuten kloorilla
ja/tai nitrolla substituoitu fenyyli. Vastaava aminosuojaryh-

md on esim. 4-nitrofenyylitio.

Aminosuojaryhmdssd k&dytt&kelpoisessa 2-asyyli-alempialk-l-en-
l-yylitdhteessd asyyli on esim. alempialkaanikarboksyylihapon,
mahdollisesti, esim. alempialkyylilld kuten metyylilld tai
tert.-butyylilld, alempialkoksilla, kuten metoksilla, halogee-
nilla, kuten kloorilla ja/tai nitrolla substituoidun bentsoe-
hapon tai erityisesti hiilihappopuoliesterin, kuten hiilihap-
po-alempialkyylipuoliesterin vastaava tdhde. Vastaavia suoja-
ryhmid ovat ensi sijassa l-alempialkanoyyli-prop-l-en-2-yyli,
esim. l-asetyyli-prop-l-en-2-yyli tai l-alempialkoksi-karbo-
nyyli-prop-l-en-2-yyli, esim. l-etoksikarbonyyli-prop-l-en-
2-yyli.

Aminoryhmd voi olla suojattu mySs protonoidussa muodossa; vas-

taavina anioneina kysymykseen tulevat ensi sijassa vahvojen,
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epdorgaanisten happojen, kuten halogeenivetyhappojen anio-
nit, esim. kloori- tai bromianioni, tai orgaanisten sulfoni-

happojen, kuten p-tolueeni-sulfonihapon anionit.

Edullisia aminosuojaryhmid ovat hiilihappopuoliestereiden
asyylitdhteet, erityisesti tert.-butyylioksikarbonyyli, mah-
dollisesti esim. edelld esitetylld tavalla substituoitu bent-
syylioksikarbonyyli, esim. 4-nitro-bentsyylioksikarbonyyli tai
difenyylimetoksikarbonyyli tai 2-halogeeni-alempialkoksikarbo-
nyyli, kuten 2,2,2-trikloorietoksikarbonyyli, myds trietyyli
tai formyyli.

Hydroksisuojaryhmid ovat esim. asyylit&dhteet, kuten mahdolli-
sesti esim. halogeenilla substituoitu alempialkanoyyli, kuten
2,2-diklooriasetyyli tai hiilihappopuoliestereiden asyylitdh-
teet, erityisesti tert.-butyylioksikarbonyyli, mahdollisesti
substituoitu bentsyylioksikarbonyyli, esim. 4-nitro-bentsyyli-
oksikarbonyyli tai difenyylimetoksikarbonyyli tai 2-halogeeni-
alempialkoksikarbonyyli, kuten 2,2,2-trikloorietoksikarbonyy-
1i, myds trityyli tai formyyli tai orgaaniset silyyli- tai
stannyylitdhteet, my0s helposti poislohkaistavissa olevat eet-
terSivdt ryhmdt, kuten tert.-alempialkyyli, esim. tert.-butyy-
1li, 2-oksa- tai 2-tia-alifaattiset tai -sykloalifaattiset hii-
livetytdhteet, ensi sijassa l-alempialkoksialempialkyyli tai
l-alempialkyylitio-alempialkyyli, esim. metoksimetyyli, l-me-
toksietyyli, l~etoksietyyli, l-metyylitiometyyli, l-metyylitio-
etyyli tai l-etyylitioetyyli tai 2-oksa- tai 2-tia-sykloal-
kyylit, joissa on 5-6 rengasatomia, esim. tetrahydrofuryyli
tai 2-tetrahydropyranyyli tai vastaavat tia-analogit, seki
mahdollisesti substituoitu l-fenyylialempialkvyli, kuten mah-
dollisesti substituoitu bentsyyli tai difenyylimetyyli, jolloin
fenyylitdhteen substituentteina kysymykseen tulevat esim.
halogeeni, kuten kloori, alempialkoksi, kuten metoksi ja/tai
nitro.
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Merkaptoryhmd, kuten esim. kysteiinissd, voidaan sucjata eri-
tyisesti S-alkyloimalla mahdollisesti substituoiduilla alkyy-
litdhteilld, muodostamalla tioasetaali, S-~asyloimalla tai muo-
dostamalla asymmetriset disulfidi-ryhmittymdt. Edullisia mer-
kaptosuojaryhmid ovat esim. mahdollisesti fenyylitdhteessd,
esim. metoksilla tai nitrolla substituoitu bentsyyli, kuten
4-metoksibentsyyli, mahdollisesti fenyyliosassa, esim. metok-
silla substituoitu difenyylimetyyli, kuten 4,4'-dimetoksidi-
fenyyli-metyyli, trifenyylimetyyli, trimetyylisilyyli, bent-
syyli-tiometyyli, tetrahydropyranyyli, asyyliaminometyyli,
bentsoyyli, bentsyyliocksikarbonyyli tai aminckarbonyyli, kuten
etyyliaminokarbonyyli.

Amidiryhmien suojaaminen on vain harvoin tarpeen. Edullisia
amidisuojaryhmid ovat esim. 4-, 2,4-di- tai 2,4,6-trimetoksi-
bentsyyli tai mahdollisesti fenyylit&hteessd metyylilld tai
metoksilla substituoitu difenyylimetyyli, esim. 4,4'-dimetok-
si-difenyyli-metyyli, jolloin n&md@ ryhmd&t sitoutuvat typpi-

atomiin.

Keksintd koskee erityisesti kaavan (I) mukaisia yhdisteitd,
joissa Rl tarkoittaa vetyd, alifaattista, aromaattista tai
aromaattis-alifaattista, enintdan 18 C-atomia sisdltdvdd asyy-
litdhdettd, heterosyklistd tai heterosyklis-alifaattista asyy-
lit&hdettd, jossa kulloin on viisi tai kuusi rengasjdsentd ja
yksi tai kaksi typpiatomia mahdollisesti bentsocanelloitu hete-
rosyklisessd renkaassa ja yhteensd korkeintaan 18 C-atomia,
tai enemmdn kuin 18 ja korkeintaan 60 C-atomia sisdlt&vian,
korkeintaan 6 luonnossa esiintyvdstd aminohaposta ja/tai nii-
den (D)-isomeerista muodostuneen oligopeptidin asyylitdhdettd,
jolloin ndissd aminohapoissa esiintyvdt vapaat, funktionaali-
set ryhmdt ovat mahdollisesti suojatussa muodossa. R2 tarkoit-~
taa alkyylid tai aralkyylid, Jjossa kulloin on korkeintaan 18
C-atomia, R3 tarkoittaa vapaata tai esterdityd, enint&d&n 18 C-
atomia sisdltdvdid hydroksia ja R4 vapaata tai enintdan 18 C-

atomia sisdltdvdd aryylialempialkyylilld tai alempialkyylilld
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substituoitua aminoa, luonnossa esiintyvdn aminohapon tai sen
(D) ~isomeerin tai luonnossa esiintyvistd aminohapoista ja/tai
niiden (D)-isomeereistd rakentuneen, 2-6 aminohappoa sisdltéd-
vdn peptidin N-pididtteistd tdahdettd, jolloin ndissd aminoha-

poissa esiintyvdt vapaat, funktionaaliset ryhm&t ovat mahdol-
lisesti suojatussa muodossa, tai vapaata tai eetterdityid, kor-
keintaan 12 C-atomia sisdltdvai hydroksia, ja tdllaisten suo-

laa muodostavia ryhmid sisdltdvien yhdisteiden suoloja.

Ensi sijassa keksint8 koskee kaavan (I) mukaisia yhdisteitd,
joissa Rl tarkoittaa vetyd, luonnossa esiintyvdn aminohapon
tai sen (D)-isomeerin tdhdettd, tai korkeintaan kuudessa
luonnossa esiintyvdstd aminohaposta ja/tai niiden (D)-isomee-
rista rakentuneen peptidin tdhdettd, jolloin ndissd tdhteissa
esiintyvdt vapaat, funktionaaliset ryhmdt ovat mahdollisesti
suojatussa muodossa, R2 tarkoittaa alempialkyylid tai fenyyli-
alempialkyylisa, R3 vapaata hydroksia ja R4 tarkoittaa vapaata
aminoa tai mahdollisesti fenyylilld substituoidulla alempial-
kyylilld substituoitua aminoa, luonnossa esiintyvdn aminohapon
tai sen (D)-isomeerin tai luonnossa esiintyvistd aminohapois-
ta ja/tai niiden (D)-isomeereista rakentuneen, 2-6 aminohappoa
sisdltdvdn peptidin N-pddtteistd tdhdettd, jolloin tdllaisis-
sa aminohapoissa esiintyvdt vapaat, funktionaaliset ryhmat
ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, vapaata hydroksia tai
alempialkoksia, ja tdllaisten, suolaa muodostavia ryhmid si-

sdltdvien yhdisteiden suoloja.

Aivan erityisesti keksintd koskee edelld mainittuja, kaavan
(I) mukaisia yhdisteitd, joissa amino ja/tai karboksi ovat
joko sellaisenaan tai mahdollisesti substituoituna bentsyyli-
oksikarbonyyliaminona tai Cl—Cl8-alkanolyyliaminona, vastaa-
vasti 1-18 C-atomia sisdltdvdnd alkoksikarbonyylind, ja tdl-
laisten, suoclaa muodostavia ryhmi8 sisdltdvien yhdisteiden

suoloja.
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Ennen kaikkea keksintd koskee kaavan (I) mukaisia yhdisteiti,
joissa Rl tarkoittaa vetyd, luonnossa esiintyvdn aminohapon
asyylitdhdettd, luonnossa esiintyvistd aminohapoista rakentu-
neen dipeptidin asyylitdhdettd tai alempialkanoyylid, R2 tar-
koittaa haarautunutta alempialkyylid, R3 vapaata hydroksia ja
R4 tarkoittaa vapaata tai alempialkyylill&d tai bentsyylilléd
substituoitua aminoa tai luonnossa esiintyvdn aminchapon tai
tdllaisista aminohapoista rakentuneen di- tai tripeptidin N-
pddtteistd tdhdettd, ja tdllaisten, suolaa muodostavia ryhmia

sisdltédvien yvhdisteiden suoloja.

Edullisia ovat kaavan (I) mukaiset yhdisteet, joissa Rl tar-
koittaa luonnossa esiintyvistd aminohapoista rakentuneen di-
peptidin asyylitdhdettsd, R2 tarkoittaa 2-metyyli-propyylid,

R3 vapaata hydroksia ja R4 luonnossa esiintyvistd aminochapois-
ta rakentuneen di- tai tripeptidin N-pddtteistd tdhdettd ja
ndiden yhdisteiden farmaseuttisesti kdyttdkelpoiset suolat
lukuunottamatta yhdisteitd H-Pro-His-Pro-Phe-His-Sta-Leu-Phe-
NH2, N—isovaleryyli—Pro—His—Pro—Phe—His—Sta—Leu-Phe—NH2 ja
N-tert.butyyliocksikarbonyyli-Pro-His-Pro-Phe-~His~Sta-Leu-Phe-
NHZ’

Erityisen edullisia ovat edelld mainitut, kaavan (I) mukaiset
vhdisteet, joissa t&hteissi Rl ja R4 esiintyvdt aminochappo-
tdhteet johdetaan jokaisesta 20 edelld mainitusta aminohaposta
niiden luonnollisessa konfiguraatiossa, jotka yleensd esiinty-

vat proteiineissa.

Aivan erityisen edullisia ovat kaavan (I) mukaiset yhdisteet,
joissa R1 tarkoittaa t&hdettd H-Pro-His- tai H-Ile-His-, R2
tarkoittaa 2-metyyli-propyylid, R3 vapaata hydroksia ja R4
tarkoittaa t&hdettd -Val-Tyr-Lys—-OH, -Ile-His-Lys~OH, -Ile-His-
Ser-OH, -Val-Tyr-Ser-OH, -Val,-Tyr-OH, -Ile-His-OH, -Val-Tyr-
NHZ’ —Ile—His—NH2 tai -Ala-Sta-0OH, ja ndiden yhdisteiden far-
maseuttisesti hyvdksyttdvdt suolat.
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Ensi sijassa keksintd koskee edelld mainittuja, kaavan (I)

mukaisia yhdisteitd, joissa kaavassa (I) kdytetyt lyhenteet
-Pro-, -Phe- ja -His- tarkoittavat vastaavien (L)-aminohap-
pojen tdhteitd, ja tdllaisten, suolaa muodostavia ryhmid si-

sdltdvien yhdisteiden suocloja.

Edullisia ovat myds seuraavat, kaavan (I) mukaiset yhdisteet,
ja tdllaisten, ainakin yhden suolaa muodostavan ryhmédn sisidl-

tdvien yhdisteiden suolat, joissa yvhdisteissi

a) Rl tarkoittaa t&dhdetti H-Ile-His-, R2 tarkoittaa 2-metyyli-
propyylid, R3 vapaata hydroksia ja R4 tarkoittaa t&hdettd
~Val-Tyr-Lys-OH, -Ile-His-Lys-OH, -Ile-His-Ser-OH, -Val-Tyr-
Ser-OH, -Val-Tyr-OH, -Ile-His-OH, -Val-Tyr-NH -Ile-His~-NH
tai ~-Ala-Sta-OH

27 2

b) Rl tarkoittaa korkeintaan kuudesta luonnossa esiintyvédstd
aminohaposta ja/tai niiden (D)-isomeerista rakentuneen pepti-
din tdhdettd, jolloin n&dissd t&hteissid esiintyvdt vapaat funk-
tionaaliset ryhmdt ovat mahdollisesti suojatussa muodossa,

R2 tarkoittaa alempialkyylid tai fenyylialempialkyylid, R3
vapaata hydroksia ja R4 tarkoittaa vapaata aminoca tai aminoa,
joka on substituoitu mahdollisesti fenyylilld substituoidulla
alempialkyylilld, luonnossa esiintyvdn aminohapon tai sen (D)-
isomeerin tai luonnossa esiintyvistd aminohapoista ja/tai nii-
den (D)-isomeereista rakentuneen, 2-6 aminohappoa sisdltdvin
peptidin N-pddtteistd tdhdettd, jolloin tdllaisissa aminoha-
poissa esiintyvdt vapaat, funktionaaliset ryhm&t ovat mahdol-
lisesti suojatussa muodossa, vapaata hydroksia tai alempnialkok-
sia, ja tdllaisten suolaa muodostavia ryhmid sisdltdvien yhdis-
teiden suoloja, lukuunottamatta yhdisteitid H-Pro-His-Pro-Phe-
His—Sta—Leu-Phe—NHz, N-isovaleryyli-Pro-His-Pro-Phe-His-Sta-
Leu—Phe—NH2 ja N-tert.-butyylioksikarbonyyli-Pro-His-Pro-Phe-

His—Sta—Leu—Phe—NH2
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c) Rl tarkoittaa luonnossa esiintyvistd aminohapoista raken-
tuneen dipeptidin asyylitdhdettd tai alempialkanoyylid, R2
tarkoittaa haarautunutta alempialkyylii, R3 vapaata hydroksia
ja R4 vapaata tai alempialkyylilld tai bentsyylilld substitu-
oitua aminoa tai luonnossa esiintyvdn aminochapon tai tdllai-
sista aminohapoista rakentuneen di~ tai tripeptidin N-pddt-
teistd tahdettd, lukuunottamatta yhdisteitd H-Pro-His-Pro-
Phe—His—Sta—Leu—Phe—NHz, N-isovaleryyli-Pro-His-Pro-Phe-His~
Sta—Leu—Phe-—NH2 ja N-tert.-butyylioksikarbonyyli-Pro-His-Pro-
Phe—His—-Sta—Leu—Phe—NH2

a) Rl tarkoittaa kahdesta, luonnossa esiintyvdstd (L)-amino-
haposta tai niiden (D)-isomeereista muodostuneen dipeptidin
asyylitdhdettd, 3-6 luonnossa esiintyvdstd aminohaposta ra-
kentuneen ja korkeintaan 60 C-atomia sisdltdvdn oligopeptidin
asyylitdhdettd, jolloin vapaat funktionaaliset ryhm&t ndissa
aminohappotdhteissd ovat mahdollisesti suojatussa muodossa,
taili jotain muuta alifaattista, aromaattista tai aromaattis-
alifaattista, enintddn 18 C-atomia sisdltdvdd asyylitdhdettd,
joka on eri kuin N-substituoimaton tai N-substituoitu (L)- tai
(D)-histidiinin taji sarkosiinin asyylit&hde. R2 tarkoittaa al-
kyylid tai aralkyylid, R3 vapaata tai funktionaalisesti muun-
nettua hydroksia, R4 tarkoittaa vapaata tai substituoitua ami-
noa tail vapaata tai eetterdityd hydroksia, ja Pro-, -Phe- sekd
-His- ovat aminohappojen proliinin, fenyylialaniinin sekd vas-
taavasti histidiinin tai niiden (D)-isomeerien bivalenttisia
tdhteitd, lukuunottamatta yhdisteitd (H, Boc tai N-isovale-
ryyli)—Pro—His—Pro—Phe—His—Sta—Leu-Phe—NH2 ja (H, Boc, N-
asetyyli tai N—fenoksiasetyyli)—Pro—Phe—His—Sta—Leu-Phe—NH2
e) Rl tarkoittaa kahdesta luonnossa esiintyvdstd (L)-aminocha-
posta tai niiden (D)-isomeereista muodostuneen dipeptidin asyy-
lit8hdettd, 3-6 luonnossa esiintyvédstd aminohaposta muodostu-
neen ja korkeintaan 60 C-atomia sisdltdvdn oligopeptidin asyy-
litdhdettd, jolloin vapaat, funktionaaliset ryhmdt ndissd ami-

nohappotdhteissd ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, tai
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jotain muuta, alifaattista, aromaattista tail aromaattis-ali-
faattista, enintddn 18 C-atomia sisdltdvdd asyylitdhdettd,
joka on eri kuin N-substituoimattoman tai N-substituoidun (L)-
tai (D)-histidiinin tai sarkosiinin asyylit&hde, R2 tarkoit-
taa alkyylid tai aralkyylid, joka kulloinkin sisdltdi korkein-
taan 18 C-atomia, R3 tarkoittaa vapaata tai esterdityd, enin-
tddn 18 C~atomia sisdltdvdd hydroksia, ja R4 tarkoittaa vavaa-
ta tai enintd&dn 18 C-atomia sisdltdvdlld aryylialempialkyylil-
18 tai alempialkyylilld substituoitua aminoa, luonnossa esiin-
tyvdn aminohapon tai sen (D)-isomeerin tai luonnossa esiinty-

vistd aminohapoista ja/tai niiden (D)-isomeereistd rakentuneen,

2-6 aminohappoa sisdltdvan peptidin N-padtteistd tdhdettd, jol-—

loin t&dllaisissa aminohapoissa esiintyvat vapaat, funktionaa-
liset ryhmdt ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, tai va-
paata tai eetterdityd, korkeintaan 12 C-atomia sisdltdvaa
hydroksia, lukuunottamatta yhdisteitd (H, Boc tali N-isovale-

ryyli)=-Pro-His~Pro-Phe-His-Sta-Leu-Phe-NH, ja (H, Boc, N-ase-

2
tyyli tai N-fenoksiasetyyli)-Pro-Phe-His-Sta-Leu-Phe-NH, seka

kaavan (I) mukaiset yhdisteet edelld mainituista ryhmisié ja
tdllaisten, suolaa muodostavia ryhmid sisdltdvien yhdisteiden
suolat, jotka yhdisteet sis&ltdvdt ainakin kaksi aminohappoa,
jotka eivdt ole o-aminohappoja, erityisesti kaksi statiinimo-
lekyylid, esim. sellaiset yhdisteet, jotka sisdltdvdt sekvens-
sin -Sta-Ala-Sta, Sta-Gly-Sta-, -Sta-Ile-Sta-, Sta-Sta- tai
~-Sta-Sar-Sta-, tai yhdisteet, jotka sis&ltdvdt f-alaniinin,
esim. sekvenssin -Sta-g-Ala-His tai y-amino-voihavpon, sekd
kaavan (I) mukaiset yhdisteet, jotka sisdltdvit ainakin hyd-
roksikarboksyylihapon, esim. L-maitohapon tai glykolihapon
aminohapon sijasta, esim. t&hteessd R4 liittyneend y-aminohap-
poon, sekd kaavan (I) mukaiset yhdisteet, joissa Rl tarkoittaa
tdhdettd H-Arg-Arg-, Jjonka N-pddtteinen aminohappo on mahdol-
lisesti suojatussa muodossa, esim. yhdisteet, Jjoissa Rl tar-
koittaa t&hdettd Z-Arg-Arg-.

Aivan ensi sijassa keksintd koskee esimerkeissd mainittuja,

kaavan (I) mukaisia yhdisteitd, ennen kaikkea Z-Arg-Arg-Pro-
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Phe—His—Sta—Ile—His—Lys(Boc)—OCH3 ja niiden farmaseuttisesti

kdyttokelpoisia suoloja.

Keksinndn mukaiset, kaavan (I) mukaiset yhdisteet ja sellais-
ten yhdisteiden, jotka sis&ltdvdt ainakin yhden suolaa mnuo-
dostavan ryhmdn, suolat saadaan sindnsid tunnetulla tavalla

esim. siten, ettd

a) kaavan (I) mukaisen yhdisteen amidisidos valmistetaan saat-
tamalla vastaava osayhdiste, joka sisdltdd vapaan karboksyyli-
ryhmdn, tai td8mdn reaktiokykyinen happojohdannainen reagoimaan
téydentévén‘osayhdisteen kanssa, joka sisdlt&3 vapaan amino-
ryhmdn, tai té&mdn yhdisteen reaktiokykyisen, aktivoidun amino-
ryhmdn sisdltdvin jochdannaisen kanssa, jolloin reaktiokomponen-
teissa esiintyvdt vapaat, funktionaaliset ryhmat, lukuunotta-
matta edelld mainittuun reaktioon osallistuvia ryhmid, ovat
mahdollisesti suojatussa muodossa, ja tarvittaessa. lohkaistaan

suojaryhmdt pois tai

b) kaavan (I) mukaisten yhdisteiden valmistamiseksi, joissa
R3 tarkoittaa vapaata hydroksia, pelkistetddn ketoryhmd hydrok-

siryhm8ksi kaavan (II) mukaisessa yvhdisteessad

H
N bf
NN\ \R4

ﬁZ

Rl—Pro-Phe-His (1I)

jossa substituentit tarkoittavat samaa kuin edelld, silli edel-

lytykselld, ettd yhdisteessd esiintyvat vapaat, funktionaali-

set ryhmdt, lukuunottamatta reaktioon osallistuvaa ketoryhmdd,
ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, saattamalla yhdiste
reagoimaan paikkaselektiivisen pelkistysaineen kanssa, ja,

tarvittaessa, esiintyvadt suojaryhmdt lohkaistaan pois tai

c) kaavan (III) mukaisen yhdisteen C=C-kaksoissidokseen
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‘ q (111)

1 .
R fPro—Phe—Hls-N\ /'\ '\ 4
{NV %

R

2

jossa substituentit tarkoittavat samaa kuin edelld, sillad
edellytykselld, ettd yhdisteessd esiintyvdt vapoaat, funktio-
naaliset ryhmdt, lukuunottamatta reaktioon osallistuvaa kak-
soissidosta, ovat mahdollisesti suocjatussa muodossa, liitetdin
alueselektiivisesti kaavan R3—H mukainen yhdiste, jossa R3
tarkoittaa samaa kuin edelld, ja, tarvittaessa, esiintyvdt

suojaryhmdt lohkaistaan pois tai

d) kaavan (IV) mukaisessa yhdisteessi

H X
R -Pro-Phe-His-N, 8
ro=rhe=tis=a{ ~ NN

iz

(1v)

jossa X tarkoittaa hyv&di poistoryhmdd ja muut substituentit
tarkoittavat samaa kuin edelld, silld edellytvkselld, ettd yh-
disteessd esiintyvdt vapaat, funktionaaliset ryhmdt, lukuunot-
tamatta reaktioon osallistuvaa ryhm&d, ovat mahdollisesti suo-
jatussa muodossa, substituentti X vaihdetaan substituentin R3
nukleofiiliseen muotoon saattavalla reagenssilla tdhteeseen
R3, ja, tarvittaessa, esiintyvdt suojaryhmdt lohkaistaan pois

tai

e) kaavan (I) mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, Jjossa R4
tarkoittaa vapaata tai substituoitua aminoa, syanoryhmd kaa-

van (V) mukaisessa yhdisteessd

R3

1 o
R -Pro-Phe-His- \./°\./CN W)

ﬁZ
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jossa substituentit tarkoittavat samaa kuin edelld, muutetaan

mahdollisesti N-substituoiduksi amidiryhm&ksi, tai

f) kaavan (I) mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa R3

tarkoittaa vapaata hvdroksia, kaavan (VI) mukainen epoksidi

H
! 0 0
N /’/ \, 'fka (V1)

&2

Rl—Pro—Phe-His—

jossa substituentit tarkoittavat samaa kuin edelld silli edel-
lytykselld, ettd vhdisteessd esiintyvdt vapaat funktionaaliset
ryhmdt, lukuunottamatta reaktioon osallistuvaa epcksiryhmdd,
ovat mahdollisesti suositussa muodossa, pelkistetddn aluese-
lektiiviselld pelkistysaineella vastaavaksi alkoholiksi, ja,

tarvittaessa, esiintyvdt suojaryhmdt lohkaistaan pois, tai

g) kaavan (VII) mukainen yhdiste

Rl-Pro—Phe--—His—N\./@\H (VII)
éZ

jossa substituentit tarkoittavat samaa kuin edelld, silla
edellytykselld, ettd yhdisteessd esiintyvédt vapaat, funktio-
naaliset ryhmdt lukuunottamatta reaktioon osallistuvaa aldehy-
diryhmdd, ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, saatetaan
sinkilld aktivoinnin j&dlkeen (Reformatsky-reaktio) reagoimaan

kaavan (VIII) mukaisen yhdisteen kanssa

R —CHZ—C-R4 (VIII),
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jossa R5 tarkoittaa halogeenia, jonka atomipaino on 35 - 127,
ja R4 tarkoittaa samaa kuin edelld, silld edellytykselld, et-
td kaavan (VIII) mukaisessa yhdisteessd esiintyvdt vapaat,

funktionaalisetryhmdt, lukuunottamatta reaktioon osallistuvaa
ryhmdd, ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, ja, tarvitta-

essa, esiintyvdt suojaryhmé&t lohkaistaan pois tai

h) kaavan (I) mukaisessa yhdisteessd, jossa substituentit
tarkoittavat samaa kuin edelld, silld edellytykselld, ettd
kaavan (I) mukaisessa yhdisteessd esiintyy ainakin yksi vapaa
amino-, hydroksi-, merkapto- tai karboksiryhmd ja muut funktio-
naaliset ryhmdt ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, ainakin
yksi vapaa amino-, hydroksi- tai merkaptoryhm& asyloidaan lii-
tettdvdn tdhteen sis&dltdvdlld karboksyylihapolla tai sen reak-
tiokykyiselld johdannaisella tai ainakin yksi vapaa karboksi-
ryhmd@ tai sen reaktiockykyinen johdannainen ester®idddn, ja,

tarvittaessa, esiintyvdt suojaryhmdt lohkaistaan pois tai

i) kaavan (I) mukaisessa yhdisteessd, jossa substituentit tarxr-
koittavat samaa kuin edelld, silld edellytykselld, ettd kaavan
(I) mukaisessa yhdisteessd esiintyy ainakin vksi vapaa amino-,
hydroksi- tail merkaptoryhm& ja muut funktionaaliset ryhmdt ovat
mahdollisesti suojatussa muodossa, ainakin yksi vapaa amino-
ryhm& alkyloidaan tai vapaa hydroksi- tai merkaptoryhmd eette-
roidddn, ja, tarvittaessa, esiintyvat suojaryhmdt lohkaistaan

pois tai

j)} kaavan (I) mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa R4
tarkoittaa mahdollisesti vastaavasti substituoidun aminohapon

N-pddtteistd tdhdettd, avataan kaavan (IX) mukainen laktoni

0
I
6
}'I /C—CH—R
1 . \H ' (IX)
R -Pro-Phe-His~- . ’
Pro—-Phe-His N\‘/ \._

! .
RZ
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jossa Rl ja R2 tarkoittavat samaa kuin edelld ja R6 tarkoit-
taa luonnossa esiintyvdn, kaavan (X) mukaisen aminohapon tai

sen (D)-isomeerin vastaavaa tdhdetta

R6—<':H—COO_- (X)
+

NH3

joka karboksyyli- tai aminoryhmdn vdlitykselld tdhteessid R6
voi olla amidisesti sitoutunut toiseen luonnossa esiintyvdin
aminohappoon tai luonnossa esiintyvistd aminohapoista tai nii-
den (D)-isomeereista rakentuneeseen, 2-5 aminohappoa sisdlti-
vdidn peptidiin, jolloin vapaat, funktionaaliset ryhm&t ndissi
aminohappotdhteissid ovat mahdollisesti muunnetussa muodossa,

tai

k) yhdisteen valmistamiseksi, joka sisdltdd ainakin yhden va-
paan funktionaalisen ryhmdn kaavan (I) mukaisessa yhdisteessd,
jossa substituentit tarkoittavat samaa kuin edelld, sillid edel-
lytyvkselld, ettd kaavan (I) mukaisessa yhdisteessd ainakin
yksi funktionaalinen ryhmd on suojattu helposti poislohkaista-
vissa olevalla suojaryhmdlld, esiintyvit suojaryhmdt lohkais-
taan pois, mahdollisesti vaiheittain, ja haluttaessa, sen jal-
keen kun joku edelld mainituista menetelmistd a) - k) tai jokin
muu mielivaltainen menetelmd on suoritettu kaavan (I) mukaisen
vhdisteen valmistamiseksi, saatu kaavan (I) mukainen yvhdiste,
joka sisdltdd ainakin yhden suolaa muodostavan ryhmdn, muute-
taan suolakseen tai saatu suola vapaaksi yhdisteeksi tai toi-
seksi suolaksi ja/tai mahdollisesti saatu stereoisomeeriseos

erotetaan ja/tai saatu kaavan (I) mukainen yhdiste epimeroidaan.

Suojaryhmdn poislohkaisu menetelm&muunnosten a-d) ja f-i) lo-
pussa on valttdmdténtd haluttaessa tuote, joka ei sisdllid

kyseessd olevia suojaryhmiid.

Keksintd koskee myds minkd tahansa edelld mainitun menetelmin

mukaisesti saatavia yhdisteitd ja niiden suoloja.
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Menetelmd a) (amidisidoksen valmistaminen)

Kaavan (I) mukaisen yhdisteen osayhdisteen reaktiokykyisii
karboksyylihappojohdannaisia, jotka sisdltdvdt vapaan karbok-
syyliryhmdn, ovat ensi sijassa aktivoidut esterit tai reaktio-
kykyiset anhydridit, my®s reaktiokykyiset, sykliset amidit;
t4116in voidaan reaktiokvkyiset happojohdannaiset valmistaa

myds in situ.

Happojen aktivoituja estereitd ovat erityisesti ester8ivén
tdhteen liitoshiiliatomissa tyydyttdm&ttOmdt esterit, esim.
vinyyli-esteri-tyyppiset, kuten varsinaiset vinyyliesterit
(jotka voidaan saada esim. saattamalla vastaava esteri rea-
goimaan vinyyliasetaatin kanssay aktivoidun vinyyliesterin
menetelmd) , karbamoyylivinyyliesterit (jotka voidaan saada
esim. kidsittelemdlld vastaava happo iso-oksatsoliniumreagens-
silla; 1,2-oksatsolium- tai Woorward-menetelmd), tai l-alempi-
alkoksivinyyliesterit (jotka voidaan saada esim. kdsittele-
mdlld vastaavaahappoa alempialkoksiasetyleenilld; etoksiase-
tyleeni-menetelmd) tai amidino-tyyppiset esterit, kuten N,N'-
disubstituoidut amidinoesterit (jotka voidaan saada esim. ki-
sittelemdlld vastaava happo sopivalla N,N'-disubstituoidulla
karbodi -imidill&d, esim. N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidil-
13d; karbodi-imidi-menetelmd) tai N,N-disubstituoidut amidino-
esterit (jotka voidaan saada esim. kdsittelemdlld vastaava
happo N,N-disubstituoidulla syaaniamidilla; Syaaniamidi-mene-
telmd), sopivat aryyliesterit, erityisesti elektroneja puo-
leensa vetdvilld substituenteilla sopivasti substituocidut fe-~
nyyliesterit (jotka voidaan saada esim. k&dsittelemdlld vastaa-
va happo sopivasti substituoidulla fenolilla, esim. 4-nitrofe-
nolilla, 4-metyylisulfonyyli-fenolilla, 2,4,5-trikloorifeno~
lilla, 2,3,4,5,6-pentakloori-fenolilla tai 4-fenyylidiatso-
fenolilla kondensaatioaineen, kuten N,N'-disykloheksyyli-kar-
bodi-imidin l&sndollessa; aktivoidun aryyliesterin menetelmd)

syaanimetyyliesterit (jotka voidaan saada esim. kdsittelemdllé&
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vastaava happo klooriasetonitriililld em&ksen ldsndollessa;
syaanimetyyliesteri-menetelmd) tiocesterit, erityisesti mah-
dollisesti esim. nitrolla substituocidut fenyyli-ticesterit
(jotka voidaan saada esim. kdsittelemdlld vastaava happo mah-
dollisesti esim. nitrolla substituoidulla tiofenolilla, mm.
anhydridi- tai karbodi-imidi-meretelm&n avulla; aktivoidun tio-
liesterin menetelmd) tai amino- tai amidoesterit (jotka voi-
daan saada esim. kédsittelemdlld vastaava happo N-hydroksiamino-
tai N-hydroksiamino-yhdisteelld, esim. N-hydroksimeripihka-
happoimidill&, N-hydroksipiperidiinilld, N-hydroksiftaali-
imidilld, N-hydroksi-5-norborneeni-2,3-dikarboksyylihappo-
imidilld tai 1-hydroksibentstriatsolilla, esim. anhydridi- tai
karbodi-imidi-menetelmdn mukaisesti; aktivoidun N-hydroksies-

terin menetelmi) .

Happojen anhydridit voivat olla ndiden happojen symmetrisid
taili mieluimmin seka-anhydridej&d, Jjoita ovat esim. anhydridit
epdorgaanisten happojen kanssa, kuten happohalogenidit, eri-
tyisesti happokloridit (jotka voidaan saada esim kdsittelemdl-
13 vastaava happo tionyylikloridilla, fosforipentakloridilla
tai oksalyylikloridilla; happokloridimeretelmd), atsidit (jotka
voidaan saada esim. vastaavasta happoesteristd vastaavan hyd-
ratsidin kautta sen jdlkeen, kun viimeksi mainittu k&dsitell&ddn
typpihapokkeella; atsidimenetelmd) anhydridit hiilihappopuoli-
johdannaisten, kuten vastaavien estereiden, esim. hiilihappo-
alempialkyylipuoliestereiden kanssa (jotka voidaan saada esim.
kdsittelemdllda vastaava happo halogeeni-, kuten kloorimuurahais-
happoalempialkyyliesterilld tai l-alempialkoksikarbonyyli-2-
alempialkoksi-1,2-dihydro-kinoliinilla, esim. l-alempialkoksi-
karbonyyli-2~-etoksi-1,2-dihydrokinoliinilla; seka-0-alkyyli-
hiilihappoanhydridien menetelm&) tai anhydridit dihalogenoi-
tujen, erityisesti dikloorattujen fosforihappojen kanssa (jot-
ka voidaan saada esim. kdsittelemdlld vastaava happo fosfori-
oksikloridilla; fosforioksikloridimenetelmd) anhydridit muiden

fosforihappojohdannaisten kanssa (esim. sellaiset, jotka voi-
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daan saada fenyyli-N-fenyyli-fosforiamidokloridaatilla) tai
anhydridit fosforihapokejohdannaisten kanssa, tai anhydridit
orgaanisten happojen kanssa, kuten seka-anhydridit orgaanis-
ten karboksyylihappojen kanssa (jotka voidaan saada esim. ké&-
sittelemdlld vastaava happo mahdollisesti substituoidulla
alempialkaani- tai fenyylialkaanikarboksyylihappohalogenidil-
la, esim. fenyylietikkahappo-, pivaliinihappo- tai trifluori-
etikkahappokloridilla; seka-karboksyylihappo-anhyvdridien mene-
telmd) tai anhydridit orgaanisten sulfonihappojen kanssa (jot-
ka voidaan saada esim. k&dsittelemdlld vastaavan hapon suolaa,
kuten alkalimetallisuolaa sopivalla, orgaanisella sulfonihap-
pohalogenidilla, kuten alempialkaani- tai aryyli-, esim. me-
taani- tai p-tolueenisulfonihappokloridilla; sekd-sulfonihap-
poanhydridien menetelmd) sekd symmetriset anhydridit (jotka
voidaan saada esim. kondensoimalla vastaava happo karbodi-imi-
din tai l-dietyyliaminopropiinin l&sndollessa; symmetristen
anhydridien menételmd).

Sopivia syklisid amideja ovat erityisesti aromaattisluontoi-
set, viisijdseniset diatsasykleenin sisdltdvidt amidit, kuten
amidit imidatsolien kanssa, esim. imidatsoli (joka voidaan

saada esim. kdsittelemdlld vastaava happo N,N'-karbonyylidi-
imidatsolilla; imidatsolidi-menetelmd) tai pyratsolit, esim.

3,5-dimetyylipyratsoli (jotka voidaan saada esim. happohyd-

ratsiinin kautta k&dsittelem&ll& asetyyliasetonilla; pyratsolidi-

menetelmd) .

Tdydentdvd osayhdiste, joka sisdltdd vapaan aminoryvhmidn, on

ammoniakki tai prim&&rinen tai sekund&ddrinen amiini.

Reaktioon osallistuva aminoryhm& kaavan (I) mukaisen yhdisteen
tdydentdvidssd osayhdisteessd on mieluimmin vapaassa muodossa,
erityisesti kun sen kanssa reagoiva karboksiryhmd on reaktio-
kykyisessd muodossa, voi se olla my&s itse derivoituneena,

t.s. se voi olla aktivoitu reaktiolla esim. fosfiitin, kuten
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dietyylikloorifosfiitin, 1,2-fenyleeni-kloorifosfiitin, etyy-
li-dikloori-fosfiitin, etyleeni-kloori-fosfiitin tai tetra-
etyyli-pyrofosfiitin kanssa. T&llaisen tdydentdvdn osayhdis-
teen reaktiokykyinen muoto on esim. my®s karbamiinihappohalo-
genidi tai isosyanaatti, jolloin reaktioon osallistuva amino-
ryhmd on sitoutunut halogeenikarbonyyliin, esim. kloorikarbo-
nyyliin, tai on isosyanaattiryhm&n&, jolloin viimeksi maini-
tussa tapauksessa saadaan ainoastaan kaavan (I) mukaiset yh-
disteet, joilla reaktiossa amidiryhmdn muodostavassa typpiato-

missa on vetyatomi.

Jos vapaan aminoryhmdn sisdltdvd tdydentdvd osayhdiste on am-
moniakki tai alempialkyylilld tai aryylialempialkyylilld mono-
tai disubstituoitu amiini, niin td118in tarkoittaa vastaava
karbamidi myds reaktiokykyistd muotoa. Esimerkiksi kuumenta-
malla ekvimolaariset mddrdt td@llaista karbamidia ja vapaan
karboksyyliryhmdn sisdltdvdd komponenttia saadaan vastaavat

kaavan (I) mukaiset yhdisteet hyv&lld saannolla.

Jos tdydentdvd osayhdiste on dimetyyliamiini, t&d116in tarkoit-

taa esim. dimetyyliformamidi myds reaktiokykyistd muotoa.

Mahdollisesti esiintyvien funktionaalisten ryhmien suojaryhmid

ovat esim. edelld mainitut suojaryvhmit.

Reaktio voidaan suorittaa sindns& tunnetulla tavalla, jolloin
reaktio-olosuhteet riinpuvat ensi sijassa siitd, onko ja miten
reaktioon osallistuva karboksyylihappo on aktivoitu, tavalli-
sesti reaktio suoritetaan sopivan liuvottimen tai laimennusaineen
tai nididen seoksen ldsndollessa ja, tarvittaessa, kondensaatio-
aineen l3dsndollessa, joka esim. kun reaktioon osallistuva kar-
boksyyliryhmd on anhydridind, voi olla my8s happoa sitova aine,
reaktio suoritetaan jddhdyttden tai kuumentaen, esim. ldmpd-
tilassa ncoin -30°% - +200°C, suljetussa reakticastiassa ja/tai

inerttikaasu-, esim. typpiatmosfddrissd.
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Tavallisia kondensaatiocaineita ovat esim. karbodi-imidit, esi-
merkiksi N,N'-dietyyli-, N,N'-dipropyyli-, N,N'~disykloheksyy-
li- tai N-etyyli-N'-(3-dimetyyliaminopropyvli)-karbodi-imidi,
sopivat karbonyyliyhdisteet, esimerkiksi karbonyylidi-imidat-
soli tai 1,2-oksatsoliumyhdisteet, esim. 2-etyyli-5-fenyyli-
1,2-cksatsolium-3'-sulfonaatti ja 2-tert.-butyyli-5-metyyli-
iso-oksatsolium-perkloraatti, tai sopiva asyyliaminoyhdiste,
esim. 2-etoksi-l-etoksikarbonyyli-l,2-dihydrokinoliini. Taval-
lisia happoa sitovia kondensaatioaineita ovat esim. alkalime-
tallikarbonaatit tai -vetykarbonaatit, esim. natrium- tai ka-
liumkarbonaatti tai -vetykarbonaatti (tavallisesti vhdessa sul-
faatin kanssa), tail orgaaniset emdkset, kuten tavalliset stee-
risesti- estyneet trialempialkyyliamiinit, esim. N,N-di-isopro-
pyyli-N-etyyli-amiini.

Kuten mainittiin voidaan reaktiokykyiset happojohdannaiset muo-
dostaa my8s in situ. Niinpd voidaan esim. N,N'-disubstituoitu
amidinoesteri muodostaa in situ siten, ettd vapaan karboksyyli-
ryhmdn sisdltdvdn osayhdisteen ja vapaan aminoryhmdn sisdlté-
vdan, tdydentdvdn osayhdisteen seos sopivan N,N'-disubstituoi-
dun karbodi-imidin, esim. N,N'-disykloheksyvlikarbodi-imidin
l4dsndollessa saatetaan reagoimaan. Edelleen voidaan tidllaisten
happojen amino- tai amidoesteri muodostaa asyloivan aminokom-
ponentin ldsndollessa siten, ettd vastaavan happo- ja amino-
ldhtdaineiden seos saatetaan reagoimaan N,N'-disubstituoidun
karbodi-imidin, esim. N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidin ja
N-hydroksiamiinin tai N-hydroksiamidin, esim. N-hydroksimeri-
pihkahappoimidin ldsndollessa, mahdollisesti sopivan emdksen,

esim. 4-dimetyyliaminopyridiinin l&sndollessa.

Mentelm&n a) suorittamiseksi tarvittavat 1l3htdaineet ovat tun-
nettuja taili niitd voidaan valmistaa sindfisi tunnetun menetel-
mdn mukaisesti esim. esiintyvistd aminohapoista analogisesti

edelld esitetyn menetelmdn kanssa.
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Menetelmd b) (ketoryhmdn pelkistys):

Voidaan kdyttdd sellaisia alueselektiivisid@ pelkistysaineita,
jotka reaktio-olosuhteissa pelkistdvidt eristetyn ketoryhm&n

riittdvdn paljon nopeammin kuin amidiryhmédt.

Ensi sijassa mainittavia ovat sopivat boorihydridit, kuten al-
kalimetalliboorihydridit, erityisesti natriumboorihydridi, li-
tiumboorihydridi tai natriumsyaaniboorihydridi tai sopivat
aluminiumhydridit, kuten steerisesti estyneet alkalimetalli-
alempialkoksialuminiumhydridit, esim. litium-tris-tert.-butok-~

si-aluminiumhydridi.

Pelkistys voidaan suorittaa myS8s vedylld sopivan raskasmetal-
likatalysaattorin, esim. Raney-nikkelin, platina- tai palladi-
umkatalysaattorin l&sn&dollessa, tai Meerwein-Ponndorf-Verley-
menetelmdn mukaan aluminiumalkanolaattien, mieluimmin alumini-

um-2-propanolaatin tai -etanolaatin avulla.

Pelkistys voidaan suorittaa kd8yttden mieluimmin stokidmetrisii
md&drid tai kun ei-toivottujen, esim. liuottimen kanssa tapah-
tuvien sivureaktioiden kannalta on tarpeen kdyttden tarkoin
laskettua pelkistysaineen ylimddrdd inertissd liuvottimessa,
lamp&tilassa, joka on -80°C - +180°C, mieluimmin -20°c - +100°c,

tarvittaessa, suojakaasussa, esim. argonissa.

Kaavan (II) mukaiset ldhtbaineketonit saadaan sinidnsi tunnet-
tujen menetelmien mukaisesti esim. esterin, esim. etyylieste-

rin Claisen-kondensaatiolla, kaavan (XI) mukainen happo
H O
1 | It
R —Pro—Phe—Hls-N\./C-OH (X1)
|2
R

jossa substituentit tarkoittavat samaa kuin edelli silli edel-

lytykselld, ettd yhdisteessd esiintyvdt vapaat, funktionaaliset
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ryhmdt, lukuunottamatta reaktioon osallistuvaa esteriryhméd,
ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, saatetaan reagoimaan
etikkahapopoesterin kanssa, saatu esteri amidoidaan kaavan
R4-H mukaisella amiinilla, jonka jdlkeen suojaryhmdt lohkais-

taan pois.

Vaihtoehtoisesti voidaan vastaava, Claisen-kondensaatiolla
saatu y-amino-fB-okso-karboksyylihappo menetelmidssd a) esite-

tylld tavalla 1liittdd peptidiketjuun.
Menetelmd c¢) (additio olefiiniin):

Kaavan R3—H mukaisessa yhdisteessd tdhteen R3 merkitys riippuu
kulloinkin kysymyksessd olevasta yhdisteestd, joka on esim.
vesi, alkoholi, karboksyylihappo tai halogeenivetyhappo. Reak-
tio suoritetaan mieluimmin happamen tai em8ksisen katalyyvtin

lidsnidollessa.

Kaavan (III) mukainen ldhtdaineolefiini saadaan sinidnsid tunne-
tun menetelmdn mukaan esim. liittdmdlli kaavan (XII) mukainen

o, B-tyydyttdmdtdn aminohappo

o
®© Y

HBN\. N -"r.\o o) (XI1)
12
R

jossa R2 tarkoittaa samaa kuin edelld, peptidiketjuun menetel-

massd a) esitetylld tavalla.

Kaavan (XII) mukainen aminohappo saadaan esim. mahdollisesti
suojatussa muodossa olevasta o-aminoaldehydistd ja malonihap-
pojohdannaisesta, esim. malodinitriilistd tai malonihappodi-

etyyliesteristd Knoevenagel-Doebner-menetelmidn mukaisesti.
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Menetelmd d) {(nukleofiilinen substituutio):

Poistoryhmd X on erityisesti vahvalla, epdorgaanisella tai
orgaanisella hapolla esterdity hydroksi, kuten mineraalihapol-
la, esim. halogeenivetyhapolla, kuten kloorivety-, bromivety-
tai jodivetyhapolla, my®s rikkihapolla tai halogeenirikkiha-
polla, esim. fluoririkkihapolla tai vahvalla, orgaanisella
sulfonihapolla, kuten mahdollisesti esim. halogeenilla, kuten
fluorilla substituoidulla alempialkaanisulfonihapolla tai aro-
maattisella sulfonihapolla, esim. mahdollisesti alempialkyy-
1illd, kuten metyylilld, halogeenilla, kuten bromilla ja/tai
nitrolla substituoidulla bentseenisulfonihapolla, esim. me-
taanisulfoni-, trifluorimetaanisulfoni- tai p-tolueenisulfoni-
hapolla esterdity hydroksi tai typovivetyhapolla esterdity hyd-

roksi.

Substituentin R3 nukleofiiliseen muotoon saattava reagenssi
on riippuen aina tahteen R3 merkityksestd esim. vesi, alkoholi

tai karboksyylihapon suola.

Mieluimmin reaktio-olosuhteet valitaan niin, ettd reaktio ta-
pahtuu etupddssd toisen asteen nukleofiilisena substituutiona.
Esim. kaavan (IV) mukainen yhdiste, jossa X tarkoittaa suurem-
man polaroitavuuden omaavaa poistoryhmdd, esim. jodia, voidaan
saattaa reagoimaan dipolaarisessa, aproottisessa liuottimessa,
esim. asetonissa, asetonitriilissd, nitrometaanissa tai dime-

tyyliformamidissa karboksyylihapon cesiumsuolan kanssa.
Menetelmd e) (syanoryhmdn muuttaminen amidiryhmdksi):

Muuttaminen voi tapahtua osittaisella hydrolyysilld Graf-
Ritter-reaktion mukaisesti tai karboksyylihappoesteri-imidi-
suolan kautta. Kaavan (V) mukaisen yhdisteen hydrolyysiolo-
suhteet on valittava éiten, ettd reaktio voidaan pysdyttdd
amidivaiheeseen, jolloin ei muodostu vapaata karboksyylihap-

poa. Tdhdn tarkoitukseen sopii parhaiten hydrolyysi hapoilla,



10

15

20

25

30

34

jolloin riippuen aina kaavan (V) mukaisessa yhdisteessid esiin-
tyvistd substituenteista voidaan valita 80 % rikkihappo (sa-
malla kuumentaen), polyfosforihappo (llO-lSOOC:ssa), bromi-
vety/jddetikka (huoneen ldmpétila), muurahaishappo (ilman
liuotinta) kloorivetykaasu eetteripitoisessa liuoksessa, jo-
hon on lisdtty vettd tai vesipitoista suolahappoa, tai boori-

halogenideja/l ekvivalenttia vettd.

Joissakin tapauksissa onnistuu myds alkalinen hydrolyysi, eri-
tyisesti Radziszewski'in menetelmdn mukaisesti vetyperoksi-

dilla alkalisen aineen ldsndollessa ympdrdivdssd ldmpdtilassa.

Graf-Ritter-reaktion avulla onnistutaan valmistamaan N-substi-
tuoituja amideja kaavan (V) mukaisista nitriileistid. T&1l8in
saatetaan nitriili vahvan hapon, mieluimmin 85-90 % rikkihapon
tai my®s polyfosforihapon, muurahaishapon, booritrifluoridin
tai muiden Lewis-happojen, ei kuitenkaan aluminiumkloridin
ldsndollessa reagoimaan yhdisteiden kanssa, jotka voivat muo-
dostaa happamessa vdliaineessa karbenium-ioneja, siis esim.
olefiinien, kuten propyleenin tai alkoholien, kuten bentsyyli-

alkoholin kanssa.

Vastaavasti Graf-Ritter-reaktion erdstd muunnosta voidaan ka-
talysoida myds elohopea(II)-nitraatilla ja lopussa suoritetaan
pelkistys natriumboorihydridilld.

Karboksyylihappoesteri~-imidit saadaan esim. liittdmdlld happo-
katalysoidusti alkoholeja nitriiliin. Esteri-imideistd saa-
daan amideja Pinner-lohkaisu-menetelmdlld, jossa esteri-imidi-

suolatermisesti hajotetaan ldmpdtilassa, joka on yli 80°c.

Kaavan (V) mukaiset nitriilit voidaan valmistaa esimerkiksi
Kolbe-synteesilli vastaavista, primddrisistd halogenideista
syanidi-ioneilla, nukleofiilisen substituution mukaisesti.
Vaihtoehtoisesti kaavan (XIII) mukainen yhdiste
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1 .
R -Pro-Phe-His- \ /C\H (X111)

jossa substituentit tarkoittavat samaa kuin edelld silld edel-
lytykselld, ettd yhdisteessd esiintyvdt vapaat, funktionaali-
set ryhmdt, lukuunottamatta reaktioon osallistuvaa aldehydi-
ryhmdd, ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, voidaan saat-
taa reagoimaan mieluimmin ylimd&8r&n kanssa asetonitriilid

edullisesti kun ldsnd on katalyyttinen m&drd vahvaa emdstd.
Menetelmd f) (epoksidin pelkistys)

Voidaan kayttdsd sellaisia alueselektiivisid@ pelkistysaineita,
jotka reaktio-olosuhteissa pelkistdvdt epoksiryhmdn riittdvén
paljon nopeammin kuin amidiryhmdt ja epoksidi voidaan avata
siten, ettd riittdvid ja mahdollisimman suuri osa reaktiotuot-
teesta, joka sisdltdd juuri muodostuneen hydroksyyliryhmdn
kaavaa (I) vastaavassa assmassa, saatetaan reagoimaan esim.
litiumboorihydridin tai natriumsyaaniboorihydridin/booritri-

fluoridi-eteraatin kanssa.

Viimeksi mainitulla reagenssilla voidaan reaktio suorittaa
esim. niin, ettd 1 mooliin kaavan (VI) mukaista yhdistettd ja
ylimddrddn, esim. 1,4 - 3 moolista natriumsyaaniboorihydridid
tetrahydrofuraanissa, korotetussa ldmpdtilassa, esim. palautus-
lampdtilassa, lisdtdadn liuos, jossa on booritrifluoridi-ete-
raattia BF3' O(C2H5)2 tetrahydrofuraanissa, lisdys suoritetaan
niin, ettd reaktioliuoksen pH pidetd&n bromikresolivihred-in-

dikaattorin vadrinvaihtumiskohdan 1l&hells.

Kaavan (VI) mukainen epoksidi voidaan valmistaa sindnsd tunne-
tulla tavalla, esim. epoksoimalla kaavan (XII) mukainen, tyy-
dyttamatdn aminohappo ja liitt&mdlld saatu aminohappo peptidi-

ketjuun menetelmdn a) mukaisesti.
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Menetelmd g) (Reformatsky-reaktio):

Reaktio voidaan suorittaa esim. niin, ettd ensin kaavan (VIII)
mukainen vhdiste, esim. sellainen, jossa R5 tarkoittaa bromia,
aktivoidaan alkocholissa mieluimmin stOkiOmetriselld m3dr&lls
sinkkid, korotetussaldmpdtilassa, esim. metanolin kiehumis-
pisteessd ja mahdollisesti sen jdlkeen kun on lisdtty tetra-
hydrofuraania liukoisuuden korottamiseksi la&mpdtilassa, joka
on -30°C - +6OOC, mieluimmin 0°C - +2OOC, saatetaan reagoimaan

kaavan (VII) mukaisen aldehydin kanssa.

Kaavan (VII) mukaiset l&ht8aineet saadaan sindnsd tunnettujen
menetelmien mukaisesti, esim. pelkistdmdlld vastaava happoklo-
ridi, esim. litium-tri-tert.-butoksi-aluminiumhydridilld tai
Rosenmund'in mukaan. Voidaan my&skin ensinesim. ldhtemdlld vas-
taavasta aminohaposta, valmistaa pddteasemassa oleva aminoal-
dehydi ja sen jdlkeen tadmd menetelmdssd a) esitetylld menetel-

mdlld liitetd&dn peptidiketjuun.

Kaavan (VIII) mukaiset l&htdaineet ovat myds sindnsd tunnettu-
jen menetelmien mukaan saatavissa, esim. amidoimalla vastaava

a—halogeeni-etikkahappo, kuten menetelmédssd a) on esitetty.
Menetelmd h) (asylointi):

Asylointiaineena kdytetyn karboksyylihapon reaktiokykyinen joh~

dannainen on esim. jokin menetelmidssd a) mainituista.

Esterditavan karboksyyliryhmdn reaktiokykyinen johdannainen
kaavan (I) mukaisessa yhdisteessd on esim. jokin menetelmidssd

a) mainituista tai reaktiokykyinen suola, esim. cesiumsuola.

Karboksyyliryhmidn esterdimiseksi kaavan (I) mukaisessa yhdis-
teessd voidaan joko vapaa happo tai mieluimmin jokin menetel-
mdssd a) mailnituista reaktiokykyisistd karboksyylihappojohdan-

naisista saattaa reagoimaan alkoholin kanssa tai vapaa hapvo
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tai reaktiokykyinen karboksyylihapposuola saatetaan reagoi-
maan esterdintiaineen esim. alkoholin reaktiokykyisen johdan-
naisen kanssa. Esimerkiksi voidaan karboksyylihapon cesiumsuo-

la saattaa reagoimaan halogenidin kanssa.

Sopivia aineita kaavan (I) mukaisen yhdisteen karboksyyliryh-
midn esterdimiseksi ovat esimerkiksi vastaavat diatsoyhdisteet,
kuten mahdollisesti substituoidut diatsocalempialkaanit, esim.
diatsometaani, diatsoetaani, diatso-n-butaani tai difenyyli-
diatsometaani. N&dit& reagensseja kdytetddn sopivan, inertin
liuottimen, kuten alifaattisen, sykloalifaattisen tai aromaat-
tisen hiilivedyn, kuten heksaanin, sykloheksaanin, bentseenin
tai tolueenin, halogenoidun, alifaattisen hiilivedyn, esim.
metyleenikloridin tai eetterin, kuten dialempialkyylieetterin,
esim. dietyylieetterin tai syklisen eetterin, esim. tetrahyd-
rofuraanin tai dioksaanin tai liuotinseoksen l&dsndollessa, Jja
riippuen aina diatsoreagensista reaktio tapahtuu j&dhdyttden,
huoneen lampdtilassa tai lievdsti kuumentaen, my&s tarvitta-
essa suljetussa astiassa ja/tai inerttikaasu~, esim. typpiat-

mosfddrissd.

Muita sopivia aineita kaavan (I) mukaisen vhdisteen karboksyy-
liryhmé&n esterdimiseksi ovat vastaavien alkoholien esterit,
ensi sijassa esterit vahvojen, epdorgaanisten tai orgaanisten
happojen, kuten mineraalihappojen, esim. halogeenivetyhappojen,
kuten kloorivety-, bromivety- tai jodivetyhapon, myds rikki-
hapon, tai halogeeni-rikkihapon, esim. fluoririkkihapon kans-
sa tai esterit vahvojen orgaanisten sulfonihappojen, kuten
mahdollisesti esim. halogeenilla, kuten fluorilla substituoi-
tujen alempialkaanisulfonihappojen tai aromaattisten sulfoni-
happojen, kuten esim. mahdollisesti alempialkyylilld, kuten
metyylilld, halogeenilla, kuten bromilla ja/tai nitrolla subs-
tituoitujen bentseenisulfonihappojen, esim.metaanisulfoni-,
trifluorimetaanisulfoni- tai p-tolueenisulfonihapon kanssa.
Tdllaisia estereitd ovat mm. alempialkyylihalogenidit, dialem-

pialkyylisulfaatit, kuten dimetyylisulfaatti, myds fluorisul-
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fonihappcesterit, kuten -alempialkyyliesterit, esim. fluori-
sulfonihappometyyliesteri tai mahdollisesti halogeeni-substi-
tuoidut metaanisulfonihappo-alempialkyyliesterit, esim. tri-
fluorimetaanisulfonihappometyyliesteri. N&itd kdytetddn ta-
valliseen tapaan inertin liucttimen, kuten mahdollisesti ha-
logenocidun, kuten klooratun, alifaattisen, sykloalifaattisen
tai aromaattisen hiilivedyn, esim. metyleenikloridin, eette-
rin, kuten dioksaanin tai tetrahydrofuraanin tai seocksen lé&s-
ndollessa. T8lldin kdytetdidn mieluimmin sopivia kondensaatio-
aineita, kuten alkalimetallikarbonaatteja tai -vetykarbonaat-
teja, esim. natrium- tai kaliumkarbonaattia tai -vetykarbonaat-
tia (tavallisesti yhdessd sulfaatin kanssa), tai orgaanisia
emdksid, kuten tavalliseen tapaan estyneitd trialempilalkyyli-
amiineja, esim. N,N-di-isopropyyli-N-etyyliamiinia (mieluim-
min yhdessd halogeenisulfonihappo-alempialkyyliestereiden

tai mahdollisesti halogeenisubstituoitujen metaanisulfonihap-
poalempialkyyliestereiden kanssa), jolloin tydskennelldan
jdahdyttden, huoneen ldmpotilassa tai kuumentaen, esim. ldmpd-
tilassa, joka on noin -20°C - +500C, ja tarvittaessa suljetus-

sa astiassa ja/tai inerttikaasu-, esim. typpiatmosfddrissd.

Edelleen kaavan (I) mukaisen yhdisteen karboksyyliryhmdn es-
terbimiseen sopivia aineita ovat vastaavat trisubstituoidut
oksoniumsuolat (niin sanotut Meerwein-suolat) tai disubstitu-
oidut karbenium- tai haloniumsuolat, joissa substituentit
ovat esterdivid tdahteitd, esimerkiksi trialempialkyylioksoni-
umsuolat, sekd dialempialkoksikarbenium- tai dialempialkyyli-

haloniumsuolat, erityisesti vastaavat suolat kompleksisten,

 fluoria sisiltédvien happojen kanssa, kuten vastaavat tetra-

fluoriboraatit, heksafluorifosfaatit, heksafluoriantimonaatit
tai heksaklooriantimonaatit. Tdllaisia reagensseja ovat esim.
trimetyylioksonium- tai trietyylioksonium-heksafluoriantimo-
naatti, -heksaklooriantimonaatti, -heksafluorifosfaatti tai
-tetrafluoriboraatti, dimetoksikarbeniumheksafluorifosfaatti
tai dimetyylibromoniumheksafluoriantimonaatti. NAditd esterdin-

tiaineita kaytetddn mieluimmin inertissd liuottimessa, kuten
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eetterissd tai halogenoidussa hiilivedyssd, esim. dietyyli-
eetterissd, tetrahydrofuraanissa tai metyleenikloridissa tai
ndiden seoksessa, tarvittaessa emdksen, kuten orgaanisen
emdksen, esim. mieluimmin steerisesti estyneen trialempi-~
alkyyliamiinin, esim. N,N-di-isopropyyli-N-etyyli-amiinin
ldsndollessa, ja reaktio suoritetaan jddhdyttden, huoneen
ldmpObtilassa tai lievdsti kuumentaen, esim. noin -20° -
+500C:ssa, tarvittaessa suljetussa astiassa ja/tai inertti-

kaasu~-, esim. typpiatmosfddrissa.

Vapaan karboksyylin esterdiminen toivotulla, vapaalla alkoho-
lilla suoritetaan sopivan kondensaatioaineen l&sndollessa.
Tavallisia kondensaatiocaineita ovat esim. karbodi-imidit, esi-
merkiksi N,N'-dietyyli-, N,N'-dipropyyli-, N,N'-disyklohek-
syyli- tai N-~etyyli-N'-3(-dimetyyliaminopropvyli-karbodi=-imi-
di, sopivat karbonyyliyhdisteet, esimerkiksi karbonyylidi-
imidatsoli tai 1,2-oksatsoliumyhdisteet, esim. 2-etyyli-5-
fenyyli-1,2-oksatsolium-3"'~-sulfonaatti ja 2-tert.-butyyli-5-
metyyli-iso-oksatsolium-perkloraatti tai sopiva asyyliamino-
vhdiste, esim. 2-etoksi-l-etoksi-karbonyyli-1,2-~dihydrokino-
liini. Kondensaatioreaktio suoritetaan mieluimmin vedettdmdssa
reaktiovdliaineessa, mieluimmin liuottimen tai laimennusaineen,
esim. metyleenikloridin, dimetyyliformamidin, asetonitriilin
tai tetrahydrofuraanin ldsndollessa- ja tarvittaessa jadhdyttéa-

en tai kuumentaen ja/tai inerttikaasuatmosfiddrissi.

Kaavan (I) mukaisen yhdisteen amino-, hydroksi- tai merkapto-
ryhmén asyloimiseksi kdsitelld&n kaavan (I) mukainen l1dhtSaine
orgaanisen karboksyylihapon toivotun asyylit&dhteen 1liitt&vdlla
asylointiaineella. T&l1l6in k&ytet8dn vastaavaa karboksyylihap-
poa tai sen reaktiokykyistad johdannéista, erityisesti anhydri-
did, mukaanlukien t&llaisen hapon seka-anhydridin tai sisdisen
anhydridin. Seka-anhydridejid ovat esim. anhydridit halogeeni-
vetyhappojen kanssa, t.s. vastaavat happohalogenidit, erityi-
sesti -kloridit, myds anhydridit syaanivetyhapon kanssa tai

sitten anhydridit sopivien hiilihappopuolijohdannaisten, kuten
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vastaavien -puoliestereiden kanssa (kuten esim. halogeeni-
muurahaishappo-alempialkyylin, kuten kloori-muurahaishappo-
etyyliesterin tai -isobutyyliesterin kanssa muodostuneet seka-
anhydridit) tai anhydridit mahdollisesti substituoitujen,
esim. halogeenin, kuten kloorin, sis&dltédvien alempialkaanikar-
boksyylihappojen kanssa (kuten pivaliinihappokloridin tai
trikloorietikkahappokloridin kanssa muodostuneet seka-anhydri-
dit). Sisdisid anhydridej& ovat esim. orgaanisten karboksyy-
lihappojen anhydridit t.s. keteenit, kuten keteeni tai dike-
teeni, tai karbamiini- tai tiokarbaniinihappojen anhydridit,
t.s. isosyanaatit tai isotiosyanaatit. Muita orgaanisten kar-
boksyylihappojen reaktiokykyisid, asylointiaineina kdyttdkel-
poisia johdannaisia ovat aktivoidut esterit, kuten sopivasti
substituoitu alempialkyyli-, esim. syaanimetyyliesteri tai
mahdollisesti sopivasti substituoitu fenyyli-, esim. penta-
kloorifenyyli- tai 4-nitrofenyyliesteri. Esterdinti voidaan
suorittaa tarvittaessa sopivien kondensaatioaineiden ldsndol-
lessa, kdytettdessd vapaita karboksyylihappoja, esim. karbodi-
imidiyhdisteiden, kuten disykloheksyylikarbodi-imidin tai kar-
bonyyliyhdisteiden, kuten di-imidatsolyylikarbonyylin l&sn&d-

ollessa, ja k&dytettdessd reaktiokykyisid happojohdannaisia,

esim. emdksisten aineiden, kuten trialempialkyyliamiinien, esim.

trietyyliamiinin tai heterosyklisten emdsten, esim. pyridiinin
ldsndollessa. Asylointireaktio voidaan suorittaa liuottimen
tai liuotinseocksen ldsndollessa tai ilman liuotinta, jddhdyt-
tden, huoneen l&mpdtilassa tai kuumentaen, ja tarvittaessa
suljetussa astiassa ja/tai inerttikaasu-, esim. typpiatmosfas-
rissd. Sopivia liuottimia ovat esim. mahdollisesti substituoi-
dut, erityisesti mahdollisesti klooratut, alifaattiset, syklo-
alifaattiset tai aromaattiset hiilivedyt, kuten bentseeni tai
tolueeni, jolloin sopivia esterdintireagensseja, kuten etikka-

happoanhydridid, voidaan kdyttdd myds laimennusaineena.

Menetelmd i) (alkylointi tai eetterdinti):

Kaavan (I) mukaisen yhdisteen vapaan hydroksi- tai merkapto-
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ryhmédn eetterdimiseen sopivia aineita ovat esim. vastaavat
diatsoyhdisteet, kuten mahdollisesti substituoidut diatso-
alempialkaanit, esim. diatsometaanit, diatsoetaani, diatso-
n-butaani tai difenyylidiatsometaani. N&itd reagensseja kdy-
tetddn sopivan, inertin liuottimen, kuten alifaattisen, syk-
loalifaattisen tai aromaattisen hiilivedyn, kuten heksaanin,
sykloheksaanin, bentseenin tai tolueenin, halogenoidun ali-
faattisen hiilivedyn, esim. metyleenikloridin tai eetterin,
kuten dialempialkyylieetterin, esim. dietyylieetterin tai syk-
lisen eetterin, esim. tetrahydrofuraanin tai dioksaanin tai
liuvotinseoksen l&sndollessa, ja riippuen aina diatsoreagens-
sista reaktio suoritetaan jddhdyttden, huoneen ldmpdtilassa
tai lievasti kuumentaen, myds tarvittaessa suljetussa asti-

assa ja/tal inerttikaasu~, esim. typpiatmosfddrissid.

Muita sopivia aineita ovat vastaavien alkoholien esterit, en-
si sijassa vahvojen epdorgaanisten tai orgaanisten happojen,
kuten mineraalihappojen, esim. halogeenivetvhappojen, kuten
kloorivety-, bromibety- tai jodivetyhapon, my®s rikkihapon,
tai halogeenirikkihapon, esim. fluoririkkihapon tai vahvojen,
orgaanisten sulfonihappojen, kuten mahdollisesti esim. halo-
geenilla, kuten fluorilla substituoitujen alempialkaanisulfo-
nihappojen tai aromaattisten sulfonihappojen, kuten esim. mah-
dollisesti alempialkyylilld, kuten metyylilld, halogeenilla,
kuten bromilla ja/tai nitrolla substituoitujen bentseenisulfo-
nihappojen, esim. metaanisulfoni-, trifluorimetaanisulfoni-
tai p~tolueenisulfonihapon esterit. Tdllaisia estereitd ovat
mm. alempialkyylihalogenidit, dialempialkyylisulfaatit, kuten
dimetyylisulfaatti, my&s fluorisulfonihappoesterit, kuten
-alempialkyyliesterit, esim. fluorisulfonihappometyyliesteri
tai mahdollisesti halogeenisubstituoidut metaanisulfonihappo-
alempialkyyliesterit, esim. trifluorimetaanisulfonihappometyy-
liesteri. Nditd kdytetddn tavallisesti inertin liuottimen, ku-
ten mahdollisesti halogenoidun, alifaattisen, sykloalifaatti-
sen tai aromaattisen hiilivedyn, esim. metyleenikloridin, eet-

terin, kuten dioksaanin tai tetrahydrofuraanin tai ndiden
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seoksen ldsndollessa. Talldin kdytetddn mieluimmin sopivia
kondensaatiocaineita, kuten alkalimetallikarbonaatteja tai
-vetykarbonaatteja, esim. natrium- tai kaliumkarbonaattia tai
-vetykarbonaattia (tavallisesti yhdessd sulfaatin kanssa), tai
orgaanisia emdksid, kuten tavalliseen tapaan steerisesti esty-
neitd trialempialkyyliamiineja, esim. N,N-di-isopropyyli-N-
etyyli-amiinia (mieluimmin yhdessd halogeenisulfonihappo-alem-
pialkyyliestereiden tai mahdollisesti halogeenisubstituoitujen
metaanisulfonihappoalempialkyyliestereiden kanssa), jolloin
tyOskennellddn jddhdyttden, huoneen ldampbtilassa tai kuumenta-
en, esim. ldmpdtilassa, joka on noin -20°C - noin SOOC, ja,
tarvittaessa, suljetussa astiassa ja/tai inerttikaasu-, esim,

typpiatmosfidrissa.

Faasinsiirto-katalysaattorilla (katso esim. Dehmlow, Angewandte
Chemie 86, 187 (1974)] voidaan edelld esitettyd eetterdinti-
reaktiota huomattavasti kiihdyttdd. Faasinsiirto-katalysaatto-
reina voidaan kayttadd kvaternddrisid fosfoniumsuoloja ja eri-
tyisesti kvaterndarisid ammoniumsuoloja, kuten mahdollisesti
substituoituja tetra-alkyyliammoniumhalogenideja, esim. tetra-
butyyliammoniumkloridia, -bromidia tai -jodidia tai my8s bent-
syylitrietyyliammoniumkloridia katalyyttisissd mddrissd tai
aina ekvimolaarisissa md&drissd. Organisina faaseina voidaan
kayttad mitd tahansa veden kanssa sekoittumatonta liuotinta,
esimerkiksi jotain mahdollisesti halogenoitua, kuten kloorat-
tua, alempialifaattista, syklocalifaattista tail aromaattista
hiilivetyd, kuten tri- tai tetrakloorietyleenid, tetrakloori-
etaania, hiilitetrakloridia, klooribentseenid, tolueenia tai
ksyleenid. Kondensaatioaineiksi sopivia alkalimetallikarbo-
naatteja tai -vetykarbonaatteja, esim. kalium- tai natrium-
karbonaattia tai -vetykarbonaattia, alkalimetallifostaatteja,
esim. kaliumfosfaattia ja alkalimetallihydroksideja, esim.
natriumhydroksidia voidaan lis&dtd titrimetrisesti reaktio-
seoksen emdsherkkiin yhdisteisiin siten, ettd pH-arvo eette-

rdinnin aikana pysyy vdlilld noin 7 - 8,5.
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Muita aineita ovat vastaavat, trisubstituoidut oksoniumsuo-
lat (niin sanotut Meerwein-suolat) tai disubstituoidut kar-
benium- tai haloniumsuolat, joissa substituentit ovat este-
roivid ryhmi&d, esimerkiksi trialempialkyylioksoniumsuolat,
sekd dialempialkoksikarbenium~ tai dialempialkyylihalonium-—
suolat, erityisesti vastaavat suolat kompleksisten, fluoria
sisdltdvien happojen kanssa, kuten vastaavat tetrafluoribo-
raatit, heksafluoriboraatit, heksafluoriantimonaatit tai
heksaklooriantimonaatit. Tdllaisia reagensseja ovat esim.
trimetyylioksonium- tai trietyylioksonium-heksafluorianti-
monaatti, -heksaklooriantimonaatti, -heksafluorifosfaatti

tai ~tetrafluoriboraatti, dimetoksikarbeniumheksafluorifos-
faatti tai dimetyylibromonium-heksafluoriantimonaatti. N&itéd
eetterdintiaineita kdytetd&n mieluimmin inertissd liuottimes-
sa, kuten eetterissd tai halogenoidussa hiilivedyssd, esim.
dietyylieetterissd, tetrahydrofuraanissa tai metyleeniklori-
dissa tal ndiden seoksessa, tarvittaessa emdksen, kuten or-
gaanisen emdksen, esim. mieluimmin steerisestiestyneen tri-
alempialkyyliamiinin, esim. N,N-di-isopropyyli-N-etyyliamii-
nin l&sndollessa, Jja reaktio suoritetaan jiddhdyttden, huoneen
l8mpbtilassa tai lievdsti kuumentaen, esim. noin -20°c - 50°c:
ssa, tarvittaessa suljetussa astiassa ja/tai inerttikaasu-,

esim. typpiatmosfddrissa.

Muita sopivia eetterdintiaineita ovat vield vastaavat l-subs-
tituoidut 3-aryylitriatseenivhdisteet, joissa substituentti
tarkoittaa eettertivdd ryhmdd ja aryyli mieluimmin mahdolli-
sesti substituoitua fenyylid, esim. alempialkyylifenyylid,
kuten 4-metyylifenyylid. T&dllaisia triatseeniyhdisteitd ovat
3-aryyli-l-alempialkyylitriatseenit, esim. 3-(4-metyylifenyy-
li)-l-metyylitriatseeni, 3-(4-metyylifenyyli)-l-etyyliatseeni
tai 3-(4-metyylifenyyli)-l-isopropyylitriatseeni. Nditd rea-
gensseja kdytetddn tavallisesti inerttien liuottimien, kuten
mahdollisesti halogenoitujen hiilivetyjen tai eettereiden,
esim. bentseenin tai liuotinseosten l&dsndollessa, ja reaktio

suoritetaan jddhdyttden, huoneen l&mpdtilassa ja mieluimmin
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korotetussa lampdtilassa, esim. noin 20°C - lOOOC:ssa, tar-
vittaessa, suljetussa astiassa ja/tai inerttikaasu-, esim.

typpiatmosfadrissa.
Menetelmd j) (laktonin avaaminen) :

Kaavan (IX) mukaisen laktonin renkaan avaaminen suoritetaan
lievdlld happamella tai alkalisella k&dsittelylld, esim. alka-
limetallisyanidilla, kuten natriumsyanidilla tai alkalime-

tallivetysulfiitilla, esim. natriumvetysulfiitilla.

Kaavan (IX) mukaiset ldhtbaineet voidaan saada sinidnsd tun-
netuilla menetelmilld, esim. liittdmdlld vastaava osayhdiste,

esim. kaavan (XIV) mukainen

f }“H (XIV)

HZN\./) ~ C§o
ﬁZ
peptidiketjuun menetelmdssd a) esitetylld tavalla. Kaavan
(XIV) mukainen yhdiste voidaan taas saada esim. syklisoimal-
la vastaava hydroksikarboksyylihappo, mieluimmin voimakkaasti
laimennetussa liuoksessa, tai ldhtemdlld vastaavasta, kaavan

(XV) mukaisesta ketonista
4
i \Q'H (xv)

jossa aminoryhmd ja mahdollisesti muut funktionaaliset ryh-
mdt ovat suojatussa muodossa, hapettamalla peroksihapolla
Baeyer-Villiger'n mukaan, erityisesti hapettamalla Caro'n
hapolla, (peroksomonorikkihappo H2SOS)’ Ruzicka'n mukaan.



10

15

20

25

30

45

Menetelmd k) (suojaryhmien poislohkaisu):

Mahdollisesti esiintyvien funktionaalisten ryhmien suojaryh-

ma&t ovat esim. edelld mainittuja suojaryhmii.

Nam& esim. suojatut karboksyyli-, amino-, hydroksi- ja/tai
merkaptoryhmdt vapautetaan mahdollisesti vaiheittain tai
samanaikaisesti sind&nsd tunnetulla tavalla solvdyysilld
(myds entsymaattisesti), erityisesti hydrolyysilld, alkoho-
lyysilld tai asidolyysilld tai pelkistden, erityisesti hyd-
rauksella tai kemiallisilla pelkistyksilld.

Niinpd8 voidaan tert.-alempialkoksikarbonyyli tai 2-asemassa
orgaanisella silyyliryhmidlld tai l-asemassa alempialkoksilla
tai alempialkyylitiolla substituoitu alempialkoksikarbonyyli
tai mahdollisesti substituocitu difenyylimetoksikarbonyyli
muuttaa vapaaksi karboksyyliksi esim. kdsittelemdlld sopi-
valla hapolla, kuten muurahaishapolla tai trifluorietikkaha-
polla, mahdollisesti samalla lisdtd&n nukleofiilista yhdis-
tettd, kuten fenolia tai anisolia. Mahdollisesti substituoitu
bentsyylioksikarbonyyli voidaan vapauttaa esim. hydraamalla
t.s. kdsittelemdlld vedylla metallisen hydrauskatalysaatto-
rin, kuten palladiumkatalysaattorin l&sndollessa. Edelleen
voidaan sopivasti substituoitu bentsyylioksikarbonyyli, ku-
ten 4-nitrobentsyylioksikarbonyyli muuttaa vapaaksi karbok-
syyliksi myos kemiallisella pelkistykselld, esim. kdsittele-
mdlld alkalimetalli-, esim. natriumditioniitilla tai kdsitte-
lemdllsd pelkistdvdlld metallilla, esim. sinkilld tai metalli-
suolalla kuten kromi-II-suolalla, esim. kromi-II-kloridilla
tavallisesti vetydluovuttavan aineen l&sndollessa, joka yh-
dessd metallin kanssa aikaansaa syntyvdn vedyn, t&dllaisia
ovat happo, ensi sijassa sopiva karboksyylihappo, kuten mah-
dollisesti, esim. hydroksilla substituocitu alempialkaanikar-
boksyylihappo, esim. etikkahappo, muurahaishappo, glykoli-
happo, difenyyliglykolihappo, maitohappo, mantelihappo, 4-

kloorimantelihappo tai viinihappo tai alkoholi tai tioli,
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jolloin mieluimmin liségéggi;gééé. Késittelemdlld pelkistéa-
vdlld metallilla tai metallisuclalla, kuten edelld esitet-
tiin, voidaan my8s 2-halogeeni-alempialkoksikarbonyyli (mah-
dollisesti sen jdlkeen kun 2-bromi-alempialkoksikarbonyyli=-
ryhmd on muutettu vastaavaksi 2-jodi-alempialkoksikarbonyy-
liryhm8ksi) tai aroyylimetoksikarbonyyli muuttaa vapaaksi
karboksyyliksi, jolloin aroyylimetoksikarbonyyli voidaan my&s
lohkaista pois kdsittelemdlld nukleofiilisella, mieluimmin
suolaa muodostavalla reagenssilla, kuten natriumtiofenolaa-
tilla tai natriumjodidilla. Substituoitu 2-silyylietoksikar-
bonyyli voidaan my8s muuttaa vapaaksi karboksyyliksi kdsitte-
lemdl1ld fluorivetyhapon fluoridi-anioneja vapauttavalla suo-
lalla, kuten alkalimetallifluoridilla, esim. natrium- tai ka-
liumfluoridilla makrosyklisen polyeetterin ("kruunueetterin")
ldsndcllessa tai kdsittelemdlld orgaanisen, kvaternddrisen
emdksen fluoridilla, kuten tetra-alempialkyyliammoniumfluori-
dilla tai trialempialkyyli-aryyliammoniumflucridilla, esim.
tetraetyyliammoniumfluoridilla tai tetrabutyyliammoniumfluo-
ridilla aproottisen, polaarisen liuottimen, kuten dimetyyli-
sulfoksidin tai N,N-dimetyyliasetamidin l&sndollessa. Orgaa-
nisella silyyliryhm&ll&d, kuten trialempialkyylisilyylilli,
esim. trimetyylisilyylilld esterdity karboksyyli voidaan va-
pauttaa tavalliseen tapaan solvolyyttisesti, esim. kdsitte-
lemdlld vedelld, alkoholilla tai.hapolla tai ndiden lisdksi
kdsittelemdlld fluoridilla, kuten edelld on esitetty. Este-
rdity karboksyyliryhmd voidaan lohkaista pois myds entsymaat-
tisesti esim. esterdity arginiini tai lysiini, kuten lysiini-

metyyliesteri trypsiinilli.

Suojattu aminoryhmd@ vapautetaan sindnsid tunnetulla tavalla
ja riippuen suojaryhmistd@ eri tavoin, mieluimmin solvolyy-
silld tai pelkistden. 2-halogeenialempialkoksikarbonyyliamino
(mahdollisesti sen jdlkeen kun 2-bromi-alempialkoksikarbonyy-
liaminoryhmd on muutettu 2-jodi-alempialkoksikarbonyyliamino-
ryhmdksi), aroyylimetoksikarbonyyliamino tai 4-nitrobentsyy-

lioksikarbonyyliamino voidaan lohkaista pois esim. kdsittele-
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mdlld sopivalla, kemiallisella pelkistysaineella, kuten
sinkilld sopivan karboksyylihapon, kuten vesipitoisen etik-
kahapon l&sndollessa. Aroyylimetoksikarbonyyliamino voidaan
lohkaista pois myds kdsittelemdlld nukleofiilisella, mieluim-
min suolaa muodostavalla reagenssilla, kuten natriumtiofeno-
laatilla, ja 4-nitro-bentsyylioksikarbonyyliamino my&s k&-
sittelemdlld alkalimetalli-. esim. natriumditioniitilla.
Mahdollisesti substituoitu difenyylimetoksikarbonyyliamino,
tert.-alempialkoksikarbonyyliamino tai 2-trisubstituoitu si-
lyylietoksikarbonyyliamino voidaan vapauttaa kdsittelmdlld
sopivalla hapolla, esim. muurahais- tai trifluorietikkahapol~-
la, mahdollisesti substituoitu bentsyylioksikarbonyyliamino
voidaan vapauttaa esim. hydraamalla, t.s. kédsittelemdlld ve-
dylld sopivan hydrauskatalysaattorin, kuten palladiumkata?

lysaattorin l&sndollessa, mahdollisesti substituoitu triaryy-

"limetyyliamino tai formyyliamino voidaan vapauttaa esim. k&-

sittelemdlld hapolla, kuten mineraalihapolla, esim. kloori-
vetyhapolla tai orgaanisella hapolla, esim. muurahais-, etik-
ka- tai trifluorietikkahapolla, mahdollisesti veden l&sndol-
lessa, ja orgaanisella silyyliryhmdlld suojattu aminoryhmd
voidaan vapauttaa esim. hydrolyysilld tai alkoholyysilld. 2-
halogeeniasetyylilld, esim. 2-klooriasetyylilld suojattu ami-
noryhm8 voidaan vapauttaa kdsittelemdlld tiokarbamidilla emdk-
sen lasndollessa tai kdsittelemdlld tiokarbamidin tiolaatti-
suolalla, kuten alkalimetallitiolaatilla ja suorittamalla lo-
puksi muodostuneen kondensaatiotuotteen solvolyysi, kuten al-
koholyysi tai hydrolyysi. 2-substituoidulla silyylietoksikar-
bonyylilld suojattu aminoryhmd8 voidaan muuttaa vapaaksi amino-
ryhmdksi my®s kdsittelemdlld fluorivetyhapon fluoridi-anione-
ja luovuttavalla suolalla, kuten edelld vastaavalla tavalla
suojatun karboksyyliryhmdn vapauttamisen yhteydessd on esi-
tetty. Lisdksi voidaan suoraan heterocatomiin, kuten typpiato-
miin sitoutunut silyyli, kuten trimetyylisilyyli, lohkaista

pois fluoridilla.
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tsidoryhmdn muodossa suojattu amino muutetaan vapaaksi ami-
noksi esim. pelkistden, esimerkiksi hydraamalla katalyytti-
sesti vedylld hydrauskatalysaattorin, kuten platinaocksidin,
palladiumin tai Raney-nikkelin l&sn&dollessa tai myds kdsit-
telemdlld sinkilld hapon, kuten etikkahavon l&dsndollessa.
Katalyyttinen hydraus suoritetaan mieluimmin inertissd liuot-
timessa, kuten halogenoidussa hiilivedyssd, esim. metyleeni-
kloridissa tai my®s vedessd tai veden ja orgaanisen liuotti-
men, kuten alkoholin tai dioksaanin seoksessa, noin 20°¢ -

250C:ssa, tai my&s jddhdyttden tai kuumentaen.

Sopivalla asyyliryhmdlld, orgaanisella silyyliryhm&ll&d tai
mahdollisesti substituoidulla l-fenyylialempialkyylill&d suo-
jattu hydroksi- tail merkaptoryhmd vapautetaan analogisesti
vastaavalla tavalla suojatun aminoryhmdn kanssa. 2,2-dikloo-
riasetyylilld suojattu hydroksi- tai merkaptoryhmd vapautetaan
esim. emiksiselld hydrolyysilld, tert.-alempialkyylillid tai
2-oksa- tai 2-tia-alifaattisella tai -sykloalifaattisella
hiilivetytdhteelld eetterdity hydroksi- tai merkaptoryhmi
vapautetaan asidolyysilld, esim. kdsittelemdlld mineréaliha—
polla tai vahvalla karboksyylihapolla, esim. trifluorietikka-
hapolla. Kaksi hydroksiryhmdd, jotka yhdessd8 on suojattu mie-
luimmin substituoidulla metyleeniryhm&dlléd, kuten alempialky-
lideenills, esim. isopropylideenilld, sykloalkylideenills,
esim. sykloheksylideenill&d tai bentsylideenilld, voidaan va-
pauttaa happamella solvolyysilld, erityisesti mineraalihapon

tai vahvan, orgaanisen hapon l&dsndollessa.

Kun edelld esitetyssd ei muuten ole mainittu, suoritetaan me-
netelmdt a) - k) inertissd liuottimessa tai liuotinseoksessa,
lampdtilassa, joka on noin -20°C - +1200C, ja tarvittaessa,

suojakaasuatmosfaddrissi.

Edelld esitettyjen menetelmien a) - k) suorittamiseksi tar-
vittavat ldhtdaineet ovat tunnettuja tai niitd voidaan val-
mistaa sindnsd tunnetulla tavalla, esim. tdssd selityksessd

esitetyn mukaisesti tai analogisesti.
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Kaavan (I) mukaisten vhdisteiden, jotka sisdltidvit suolaa
muodostavia ryhmid, suclat valmistetaan sindns& tunnetulla
tavalla. Niinpd& voidaan kaavan (I) mukaisten, happamia ryh-
mid sisdltadvien yhdisteiden suolat saada esim. kdsittelemdl-
13 metalliyhdisteilld, kuten sopivien orgaanisten karboksyy-
lihappojen alkalimetallisuoloilla, esim. o-etyylikaproniha-
pon natriumsuolalla, tai kédsittelemdlld epdorgaanisilla al-
kali- tai maa-alkalimetallisuoloilla, esim. natriumvetykar-
bonaatilla tai ammoniakilla tai sopivalla, orgaanisella amii-
nilla, jolloin kdytetddn suolaa muodostavaa ainetta mieluim-
min stokidmetrisissd mddrissd tai aincastaan sen pientd yli-
madrdd. Kaavan (I) mukaisten yhdisteiden, jotka sis&dltdviat
ainakin yhden emdksisen ryhmé&é,, esim. vapaan aminoryhmdn, hap-
poadditiosuolat saadaan tavalliseen tapaan, esim. kdsittele-
mdlld hapolla tai sopivalla anioninvaihtoreagenssilla. Kaa-
van (I) mukaisten yhdisteiden, jotka sisdltdvdt esim. vapaan
karboksyyliryhmdn ja vapaan amninoryhmdn, sisdiset suolat voi-
daan muodostaa esim. neutraloimalla suoclat, kuten happoaddi-
tiosuolat isoelektriseen pisteeseen, esim. heikoilla emdksil-

18, tai kdsittelem&lld nestemdisilld joninvaihtajilla.

Suolat voidaan tavalliseen tapaan muuttaa vapaiksi yhdisteik-
si, metalli- ja ammoniumsuolat esim. kdsittelemdllid sopivilla
hapoilla, ja happoaddiotiosuclat esim. kdsittelemdlld sopi-

valla emdksiselld aineella.

Stereoisomeeriseokset, erityisesti diastereomeeriseokset voi-
daan erottaa yksitt&disiin isomeereihin sin&dnsd tunnetulla ta-

valla, esim. jakokiteyttdmdlld, kromatografisesti jne.

Rasemaatit voidaan lohkaista sindnsd tunnetulla tavalla, sen
jdlkeen kun optiset antipodit on muutettu diastereomeereiksi,
esimerkiksi saattamalla reagoimaan optisesti aktiivisten hap-

pojen tai emdsten kanssa.
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Yksittdisessd asymmetriakeskuksessa voidaan konfiguraatiota
muuttaa halutulla tavalla. Esimerkiksi voidaan konfiguraa-
tio hydroksyyliryhmén sisdltdvédssd C-atomissa epimeroida
toisen asteen nikleofiilisella substituutiolla muuttamalla

hydroksyyliryhmd hyvdksi poistoryhmd&ksi.

Keksintd koskee myds niitd menetelmdn suoritusmuotoja, joissa
ldhdetdan missd tahansa vaiheessa valituotteena saadusta yh-
disteestd ja suoritetaan puuttuvat menetelmdvaiheet tai me-
netelm& keskeytet&@idn missd tahansa vaiheessa tai keksinndn
mukaisella menetelmdlld saatava yhdiste muodostetaan menetel-

md-olosuhteissa ja tydskentelyd jatketaan in situ.

Uudet ldhtdaineet ja/tai vdlituotteet sekd menetelmdt niiden
valmistamiseksi ovat myds tdmian keksinndn kohteena. Mieluim-
min valitaan sellaiset ldhtdaineet ja reaktio-olosuhteet,
ettd saadaan tdssd selityksessd erityisen edullisiksi mai-

nittuja yhdisteiti.

Tdmdn keksinndn mukaisia farmakologisesti kidyttdkelpoisia
vhdisteitd voidaan k&yttdd esim. valmistettaessa farmaseut-
tisia valmisteita, jotka sisdltdvdt tehokkaan mddrdn aktiivi-
ainetta yhdessd tai seoksessa huomattavan mddrdn kanssa epd-
orgaanisia tai orgaanisia, kiinteitd tai nestemdisiid, farma-

seuttigesti kayttdkelpoisia kantaja-aineita.

Keksinn®n mukaisina farmaseuttisina valmisteina voidaan k&yt-
tdd sellaisia, jotka ovat sopivia enteraaliseen, kuten nasaa-
liseen, rektaaliseen tai oraaliseen annostukseen, sekd mie-
luimmin sellaisia, jotka ovat sopivia parenteraaliseen, ku-
ten lihaksensisdiseen tai suonensisdiseen annostukseen lam-
minverisille, ja jotka valmisteet sisdltdvdt tehokkaan annok-
sen pelkkdd farmakologista aktiiviainetta tai tehokkaan an-
noksen farmakologista aktiiviainetta yhdessd huomattavan mda-

ran kanssa farmaseuttisesti kdyttdkelpoista kantaja-ainetta.
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Aktiiviaineen annostus riippuu ld8mminveri-lajista, kehon
pailnosta, 1dstd ja yksildllisestd olotilasta, sekd hoidet-

tavan sairaudesta sekd annostustavasta.

Ldmminverisille, esim. ihmisille, joiden paino on noin 70

kg, annettava annos on noin 3 mg - noin 3 g, mieluimmin noin
10 mg - noin 1 g, esim. noin 300 mg lamminveristd ja p&aivad
kohti, mieluimmin jaettuna 1-3 yksittdisannokseen, jotka voi-
vat olla yhtd suuret. Tavallisesti saavat lapset puoclet tdy-

sikasvuisen annoksesta.

Uudet farmaseuttiset valmisteet sisdltdvdt noin 1 % - noin

95 %, mieluimmin noin 20 % - noin 90 % aktiiviainetta. Kek-
sinndn mukaiset farmaseuttiset valmisteet voivat olla yksik-
k6annosmuodossa, kuten ampulleina, pienpulloina, supposito-

rioina, rakeina, tabletteina tai kapseleina.

Tamdn keksinndn mukaiset farmaseuttiset valmisteet valmiste-
taan sindnsd tunnetulla tavalla, esim. tavanomaisilla liuot-
tamis~, lyofilisoimis~, sekoitus-, granuloimis- tai rakeis-

tamismenetelmillsd.

Mieluimmin kdytetddn aktiiviaineen liuoksia, t&mdn lisdksi
myds suspensioita, ja aivan erityisesti isotonisia, vesipi-
tolsia liucksia tail suspensioita, jolloin ndmd voidaan val-
mistaa ennen kdyttdd esim. lyofilisoiduista valmisteista,
jotka sisdltdvdt pelkkidd aktiiviainetta tai aktiiviainetta
vhdessd kantaja-aineen, esim. manniitin kanssa. Farmaseutti-
set valmisteet voivat olla steriloituja ja/tai ne voivat si-
sdltdd apuaineita, esim. sdildntd-, stabilointi-, kostutus-
ja/tai emulgointiaineita, liukoisuutta edistdvid aineita, suo-
loja osmoottisen paineen sddtdmiseksi ja/tai puskureita ja
ne valmistetaan sindns& tunnetulla tavalla esim. tavanomai-
silla liuottamis- tai lyofilisocimismenetelmilld. Mainitut

liuokset tail suspensiot voivat sisdltdd viskositeettia kohot-
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tavia aineita, kuten natrium-karboksimetyyliselluloosaa,
karboksimetyyliselluloosaa, dekstraania, polyvinyylipyrro-

lidonia tai liivatetta.

Oljysuspensiot sisdltdvat 6ljymdisind komponentteina injek-
tioon sopivia synteettisid tai puolisynteettisid kasvidljy-
jd. Tdllaisina voidaan mainita erityisesti nestemdiset ras-
vahappoesterit, jotka sisdltdvat happokomponentteina pitkid-
ketjuisen, 8-22, erityisesti 12-22 hiiliatomia sis&dlt&vén
rasvahapon, kuten lauriinihapon, tridekyylihapon, myristiini-
hapon, pentadekyylihapon, palmitiinihapon, margariinihapon,
steariinihapon, arakiinihapon, behenhapon tai vastaavia tyy-
dyttédmdttdmid happoja, kuten esim. OSljyvhapon, elaidiiniha-
pon, erukahapon, brasidiinihapon tai linolihapon. Alkoholi-
komponentti sis&ltdid korkeintaan 6 hiiliatomia ja on yksi-
tai useampiarvoinen, esim. yksi-, kaksi- tai kolmearvoinen
alkoholi, esim. metanoli, etanoli, propanoli, butanoli tai
pentanoli tai ndiden isomeeri, ennen muuta kuitenkin glykoli
tai glyseriini. Rasvahappoestereind voidaan tdten mainita
esimerkiksi: etyylioleaatti, isopropyylimyristaatti, isopro-
pyylipalmitaatti, "Labrafil M 2735" (polyoksietyleeniglyse-
riinitrioleaatti; valmistaja: Gattefossé, Pariisi), "Miglyol
812" (tyydytettyjen rasvahappojen, joiden ketjun pituus C8 -
C12’ triglyseridi; valmistaja: Chemische Werke Witten/Ruhr,
Saksa), mutta erityisesti kuitenkin kasvi&ljyt, kuten puu-
6ljy, mantelidljy, oliividljy, risiiniéljy, seesamidljy, soi-

japapufljy, ennen muuta maapdhkinddljy.

Injektiovalmisteiden valmistus tapahtuu tavalliseen tapaan
antimikrobisissa olosuhteissa, kuten myds ampullien tai pien-

pullojen t&ayttd sekd s&8ilidn sulkeminen.

Farmaseuttiset valmisteet oraaliseen kdyttddn voidaan saada
siten, ettd aktiiviaine yhdistet&&n kiinteisiin kantaja-ainei-
siin, saatu seos mahdollisesti granuloidaan ja seos tai gra-

nulaatti, haluttaessa tai tarvittaessa, sopivien apuaineiden
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lisdyksen jdlkeen, valmistetaan tableteiksi tai raeytimiksi.
T4110in voidaan lisdtd myds keinotekoisia kantajia, jotka
voivat jakaa aktiiviaineen anncksittain tai hajottaa aktii-

viaineen.

Sopivia kantaja-aineita ovat erityisesti tdyteaineet, kuten
sokerit, esim. laktoosi, sakkaroosi, manniitti tai sorbiit-
ti, selluloosavalmisteet ja/tai kalsiumfosfaatit, esim. tri-
kalsiumfosfaatti tai kalsiumvetyfosfaatti, mySs sideaineet,
kuten tdrkkelysliisteri, jossa kdytetddn esim. maissi-, veh-
nd-, riisi- tai perunatédrkkelystd, liivate, tragantti, metyy-
liselluloosa, hydroksipropyyli-metyyliselluloosa, natriumkar-
boksimetyyliselluloosa ja/tai polyvinyylipyrrolidoni ja/tai,
haluttaessa, hajotusaineet, kuten edelld mainitut tidrkkelyk-
set, myOs karboksimetyylitdrkkelys, ristiinkytketty polyvi-
nyylipyrrolidoni, agar, algiinihappo tai sen suodla, kuten
natriumalginaatti. Apuaineita ovat ensi sijassa juoksevuutta
sddatelevdt aineet ja voiteluaineet, esim. piihappo, talkki,
steariinihappo tai sen suolat, kuten magnesium- tai kalsium-
stearaatti ja/tail polyetyleeniglykoli. Raeytimet varustetaan
sopivilla, mahdollisesti mahanesteitd kestdvilld pddllysteil-
18, jolloin kdytetddn mm. konsentroituja sokeriliuoksia, jot-
ka sisdltdvdt mahdollisesti arabikumia, talkkia, polyvinyyli-
pyrrolidonia, polyetyleeniglykolia ja/tai titaanidioksidia,
lakkaliuoksia sopivissa, orgaanisissa liuottimissa tai liu-
otinseoksissa, tai mahanestettd kestdvien pddllysteiden val-
mistamiseksi kdytetddn sopivien selluloosavalmisteiden, kuten
asetyyliselluloosaftalaatin tai hydroksipropyylimetyylisellu-
loosaftalaatin liuoksia. Tabletteihin tai raepddllysteisiin
voidaan lisdtd vdriaineita tai pigmenttejd, esim. erilaisten

aktiiviaineannosten indentifioimiseksi tai tunnistamiseksi.

Seuraavat esimerkit kuvaavat keksintd&d. Lampdtilat on annettu

Celsius-asteina.
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R_-arvot, ellei toisinmainita, on saatu piihappogeeliohut-

kerroslevyilld seuraavissa liuotinsysteemeissd:

A n—BuOH—ACOH—HzO (67:10:23)

B: etyyliasetaatti-pyridiini—AcOH—HZO (62:21:6:11)

C: n—BuOH—pyridiini—AcOH—HZO {38:24:8:30)

D: pyridiini-n-BuOH-n-amyylialkoholi-metyylietyyliketoni-
AcOH—muurahaishappo-Hzo (25:20:15:10:3:3:25)

E: CHClB—MeOH-HZO—AcOH (70:40:10:0,5)

F: CHClB—MeOH-HZO—AcOH (90:10:1:0,5)

G: CHC13—MeOH-H20—ACOH (75:27:5:0,5)

H: etyyliasetaatti-AcOH—Hzo—MeOH (67:10:23:12)

I: CHCl;-MeOH-ACOH-H,O (80:20:3:3)

K: n—BuOH—pyridiini-muurahaishappo—HZO (42:24:4:20)

L: CHCl3—MeOH—AcOH—H20 (70:30:5:5)

M: n—butanoliepyridiini—AcOH—HZO (42:24:4:30)

N: n—butanoli—pyridiini—muurahaishappo—Hzo (44:24:2:20)

O: CHCl3—MeOH—H20—AcOH (55:47:13:0,5)

Esimerkiksi seuraavassa "Rf (A)" tarkoittaa, ettad Rf—arvo on

saatu systeemissd A. Liuottimien paljoussuhteet toisiinsa ver-

rattuna on annettu tilavuussuhteissa.

Lyhennykset:

Ac asetyyli

Boc tert.-butyylioksikarbonyyli

Bu butyyli

DCCI disykloheksyyli~karbodi~imidi

DCH disykloheksyyli-karbamidi

DMF dimetyyliformamidi

Et etyyli

HOBt l-hydroksi-bentsotriatsoli

HONB N-hydroksi-5-norborneeni~2,3-dikarboksyylihappoimidi

H-Sta (Me) -OH O-metyyli-statiini = (4S)-amino-(3S)-metoksi-
6-metyyli-heptaanikarboksyylihappo
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H-Sta(Ac)-0OH O-asetyyli-statiini = (3S)-asetoksi- (48)-
amino-6-metyyli-heptaanikarboksyylihappo
Lac —O—CH(CH3)—CO- (maitohapon H-Lac-OH bivalenttinen

tdhde), ellei toisin mainita L-kon-

figuraatio
Me ~metyyli
sul.p. sulamispiste
Su sukkinimidyyli
TFA trifluorietikkahappo
vol tilavuus (osat)
Z bentsyyliocksikarbonyyli
2 ldpimitta

Esimerkki 1:

540 mg H-Pro-His-Pro-Phe-His-Sta-Val-Tyr-Lys-OMe x 4 TFA
liuotetaan 9 ml:aan vettd (pH = 1,85) ja pH-arvo sdddetdin
0,3 N NH3:lla arvoon 5,0. Lisdt&din 55 ul 0,5 % trypsiinin
vesiliuosta ja hdmmennetddn huoneen ldmpttilassa, jolloin pH
pidetdidn arvossa 5,0, pH-staatin avulla lisddm8ll3 0,3 N NH3:a.
Kun emdslisdys on pddttynyt (noin 1 tunti), lis&tdin 0,5 ml
jddetikkaa, kuumennetaan 2 minuutin kuluessa 95%°:een ja lyofi-
lisoidaan. Asetaatiksi muuttamista varten tuote liuotetaan
0,05 N AcOH:iin ja suodatetaan hitaasti pylvddn ldpi (g =1
cm, pituus = 12 cm), joka sisdltdd heikosti emdksisen ionin-
vaihtajan (esim. Merck Nr.II) asetaattimuodossa, eluaatti
haihdutetaan ja lyofilisoidaan uudestaan. Saadaan H-Pro-His-
Pro-Phe-His-Sta-Val-Tyr-Lys-OH X AcOH amorfisena, hyvin vesi-

liukoisena jauheena; Rf (K) = 0,20.

Lédhtdaine H-Pro-His-Pro-Phe-His-Sta-Val-Tyr-Lys-OMe x 4 TFA

saadaan seuraavalla tavalla:

Vaihe 1.1: 14,5 g Z-Lys(bBoc)-OMe:a (A.Costopanagiotis
et al., J.0rg.Chem. 33, 1261 (1968)) liuotetaan 145 ml:aan
95 % MeOH ja lis&tddn 1,45 g Pd-hiiltd (10 % Pd), jonka jal-

keen hydrataan CO,-absorptiossa, kunnes liuos on kylldstetty.
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Katalysaattori suodatetaan pois, suodos haihdutetaan 81-
jyksi, lisdtd&n 30 ml DMF:a ja haihdutetaan uudestaan. T&-~

md liuos, joka sisdltdd H-Lys(Boc)-OMe:a, kdytetddn suoraan

‘seuraavassa reaktiossa.

Vaihe 1.2: 13,8 g Z-val-Tyr-OH:a (R. Schwyzer et al.,
Helv. Chim. acta 41, 1273 (1958)) ja 5,1 g HOBt x H,0 liuo-
tetaan 100 ml:aan DMF:a ja tdhdn lis&tdidn edelld saatu H-
Lys- (Boc)~-0OMe-liuos pienessd mddrdssd DMF:34. Jddhdytetdén
0©° teen, lisdtadn 7,6 g DCCI:a ja hdmmennetddn 6 tuntia 0°:
ssa ja 10 tuntia huoneen ldmp&tilassa. Erottunut DCH suoda-
tetaan pois ja suodos haihdutetaan kuiviin. Puhdistetaan
hiertdmdlla di-isopropyylieetterin kanssa ja saostamalla uu-
destaan trifluorietanoli-etikkaesteri-petrolieetteri-seok-
sesta, jolloin saadaan Z-Val-Tyr-Lys (Boc)-OMe; Rf (F) = 0,39.

Vaihe 1.3: 8 g Z2-Val-Tyr-Lys (Boc)-OMe:a suspendoidaan
160 ml:aan 95 % MeOH ja lis&tddn 800 mg Pd-hiiltd, jonka
jdlkeen hydrataan Coz—absorptiolla, jolloin aine liukenee.
Kun H2—absorptio pddttyy, seos suodatetaan ja suodos haihdu-
tetaan kuiviin ja kiteytetddn uudestaan MeOH-Hzo-seoksesta
neulasina, jolloin saadaan H-Val-Tyr-Lys(Boc)-OMe; sul.p.
165-166°; R, (G) = 0,54; R. (I) = 0,29.

Vaihe 1.4: 1l g Z-Sta-OH (valmistus: katso vaihe 1.12),
1,49 g H-Val-Tyr-Lys(Boc)-OMe ja 650 mg HOBt x HZO liuote-
taan 15 ml:aan DMF, 704 mg DCCI:a lisdtddn ja seosta hdmmen-
netddn 20 tuntia huoneen l&mp&tilassa. Kiteytynyt DCH suoda-
tetaan Oo:ssa, suodos haihdutetaan kunnes se on koostumuk-
seltaan 6ljymdinen, lis&t&dd&n 30 ml di-isopropyylieetterisi,
jonka j&lkeen kondensaatiotuote saostuu jauheena, ja 10 mi-
nuutin h&mmentdmisen jdlkeen suodatetaan 0°:ssa. Puhdiste-
taan Craig-jakaantumisella systeemissd heksaani-isopropano-
1i-0,1 N etikkahappo (10:10:3) suorittaen 900 vaihetta, K-
arvo (jakaantumisvakio) = 0,29, saadaan Z-Sta-Val-Tyr-Lys
(Boc) -OMe; Rf (Fr) = 0,31.
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Vaihe 1.5: 850 mg Z-Sta-Val-Tyr-Lys(Boc)-OMe:a liuote-
taan 17 ml:aan 95 % MeOH ja hydrataan 85 mg:1la Pd-hiilti
COZ—absorptiolla, kunnes liuos on kylldstetty (noin 1 tunti).

Katalysaattori suodatetaan pois, suodos haihdutetaan kui-

.viin ja kuivataan suurtyhjdssid 40o:ssa, saadaan H-Sta-Val-

Tyr-Lys (Boc)-OMe amorfisena jauheena; Re (E) = 0,58; Re (H)
= 0,50. Saatu tuote saatetaan vaiheessa 1.10 reagoimaan

edelleen.

Vaihe 1.6: 7 g Z-Pro-Phe-His-OMe( H. DeWald et al., J.
Med. Pharm.Chem. 7, 50 (1964)) suspendoidaan 200 ml:aan 95

% MeOH, 0,7 g Pd-hiiltd lis&dtddn ja hydrataan COz-absorpti—
olla, kunnes liuos on kylldstetty. Katalysaattori suodate-
taan pois, suodos haihdutetaan kuiviin, amorfinen, vaahto-
mainen jddnnés jauhetaan ja kuivataan suurtyhjdssi 400:ssa,
saadaan H-Pro-Phe-His-OMe; Rf (E) = 0,21.

Vaihe 1.7: 1,25 g Boc-Pro-OSu:a (G.W. Anderson et al.,
J. Amer. Chem. Soc. 86, 1839 (1964)) ja 0,68 g H-His-OH:a
suspendoidaan 4 ml:aan HZO ja 2 ml:aan dioksaania. Voimak-
kaasti hdmmentden lisdtddn 2 N NaOH pH-staatin avulla niin,
ettd pH-arvoksi tulee 9,0. 45 minuutin kuluttua pysdhtyy NaOH-
lisdys. Hadmmennetddn nyt kirkasta liuosta vield 10 minuutin
ajan, sen jdlkeen pH sdddetddn 4 N HCl1l arvoon 5,0 ja seos
haihdutetaan noin 5 ml:aan. Lisdt&ddn 20 ml vettd, jonka jdl-
keen konsentroidaan vield kerran 5 ml:aan ja sen jdlkeen
puhdistetaan kromatografisesti absorboivan hartsin Diaion
HP-20 sisdltdvédssd pylvddssd (§ = 1,6 cm; pituus = 20 cm).
20:
ssa. Ohutkerroskontrollin jdlkeen puhtaat fraktiot yhdiste-

Pddosa tdstd tuotteesta eluoidaan 20 % isopropanolilla H

tddn, jonka jdlkeen haihdutetaan kuiviin ja lisdtdidn vettd
ja lyofilisoidaan, saadaan Boc-Pro-His-OH amorfisena jau-

heena; R, (E) = 0,45; Rf (A) = 0,21.

£

Vaihe 1.8: 6,59 g Boc-Pro-His-~-OH:a, 7 g H-Pro-Phe-His-
OMe:a (vaiheesta 1.6) ja 5,65 g HONB:a liuotetaan 35 ml:aan
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DMF:&4n. Jiihdytetidn 0%:een, jonka jilkeen lisit&din 4,82 g
DCCI:a ja hidmmennetd&n 6 tuntia jddhauteessa ja ybn yli huo-
neen lédmpdtilassa. Himmennetddn vield 30 minuuttia OO:ssa,
jonka jdlkeen DCH suodatetaan pois, suodos haihdutetaan kui-
viin ja lisddm&dlld 200 ml di-isopropyylieetteriid, saostuu
tahmea massa ja se kuivataan. Liuotetaan sen jidlkeen 188 ml:
aan MeOH:a, 6 ml:aan jddetikkaa ja 6 ml:aan vettid, kuumen-
netaan 1 tunnin kuluessa 600:een, haihdutetaan 40 ml:aan ja
saostetaan taas 6ljynd 400 ml:lla di-isopropyylieetterii.
Seisotetaan 1 tunti 0°%:ssa, jonka jdlkeen ylimd&ridinen liuos
dekantoidaan pois ja j&dnnds kuivataan, saadaan Boc-Pro-His-
Pro~Phe-His~OMe; Rf (a) = 0,17; Rf (E) = 0,51.

Vaihe 1.9: 17,2 g raakaa Boc-Pro-His-Pro-Phe~His~OMe:a
liuotetaan 54 ml:aan MeOH, lisidtddn 650 ml 0,1 n NaOH, anne-
taan seistd 15 minuuttia 250:ssa, neutraloidaan lisddmdlld
650 ml 0,1 N HCl ja haihdutetaan kuiviin. J3&nnds liuvotetaan
120 ml:aan vettd, pH s&dddetdsn nyt arvoon 6,8 ja tille liu-
okselle suoritetaan systeemissd n—butanoli—HZO Craig-jakaan-
tuminen suorittaen 500 vaihetta; (K = 2,8). Ohutkerrosana-
lytiikan mukaan puhtaat fraktiot yhdistetddn, haihdutetaan
kuiviin, liuotetaan veteen ja lyofilisoidaan, jonka j&dlkeen
saadaan Boc~-Pro-His-Pro-Phe-His-OH amorfisessa muodossa;

Re () = 0,15; Re (C)y = 0,42; Re (E) = 0,25.

Vaihe 1.10: 840 mg Boc-Pro-His-Pro-Phe-His-OH:a, 600 mg
H-Sta-Val-Tyr-Lys (Boc)-OMe:a (vaiheesta 1.5) ja 250 mg HONB:a
liuotetaan 6 ml:aan DMF:a, jddhdytetddn 0%:een ja lis&t&én
290 mg DCCI:a. Hammennetddn 6 tuntia 0°:ssa ja 24 tuntia
250:ssa, suodatetaan DCH pois ja suodos haihdutetaan kui-
viin. Jd&nnds liuotetaan 18,8 ml:aan MeOH:a, 0,6 ml:aan
jadetikkaa ja 0,6 ml:aan vettd, kuumennetaan 1 tunnissa 60°:
een, haihdutetaan noin 3 ml:aan ja peptidi saostetaan &ljy-
mdisend tuotteena 20 ml:1la di-isopropyylieetterid. Tuote
puhdistetaan Craig-jakaantumisella systeemissid MeOH-0,1 N
AcOH-etyleenikloridi-kloroformi (10:3:8:4) suorittaen 750
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vaihetta; K = 0,75. Kromatografisesti puhtaat ainefraktiot
eristetddn haihduttamalla voimakkaasti ja lyofilisoimalla,

saadaan Boc-Pro-His-Pro-Phe-His-Sta-Val-Tyr-Lys (Boc)~O0Me

amorfisena jauheena; Rf (B) = 0,38; Rf (I) = 0,4¢6; Rf (C) =
0,64.
Vaihe 1.11: 470 mg Boc-Pro-His-Pro-Phe-His-Sta-Val-Tyr-

Lys (Boc)~-OMe:a liuotetaan 25%:ssa 2,3 ml:aan 95 % TFA ja
seoksen annetaan seistd 30 minuutin ajan. Muodostunut H~Pro-
His-Pro-Phe~His-Sta-Val-Tyr-Lys-OMe saostetaan 0°:ssa jau-

homaisessa muodossa trifluoriasetaattina lisdamdllad 20 ml

di-isopropyylieetterid, suodatetaan ja kuivataan; Rf (c) =
0,36; Rf (D) E 0,24.
Vaihe 1.12: Vaiheessa 1.4 kdytetty Z-Sta~OH saadaan seu-

raavalla tavalla:

6,0 g (38,48)-N-Z-statiinietyyliesterid liuotetaan 220 ml:aan
dioksaania ja 220 ml:aan vettd@. Samean liuoksen pH sdidetdan
0°:ssa 1 N NaOH:1la arvoon 11,90. Seosta hdmmennetddn 30 mi-
nuuttia OO:ssa, jolloin pH nousee arvoon 12,14. Kirkkaan
reaktioliuoksen pH sdddetdsn 0°:ssa 1 N HCl:114 arvoon 6,5,
dioksaani haihdutetaan tyhjdssd ja jddnnds ravistellaan eet-
teriin ja kylldstettyyn natriumvetykarbonaattiliuokseen.
Vesifaasin pH sd&detddn 10 % sitruunahapolla arvoon 2,5 ja
se uutetaan eetterilld. Orgaaninen faasi pestddn suolaliu-
oksella ja kuivataan. Kiteyttdmdlld jdannds eetteri/petro-
lieetteristd (l:dl) saadaan (3S,4S)-N-Z-statiini (Z-Sta-OH,
(45) ~bentsyylioksikarbonyyliamino~ (3S) ~hydroksi-metyyli-
heptaanikarboksyylihappo, valkeita kiteitd; sul.p. 116-1170,
(a)20= -33° (cHy=t, c=1,23)).

Vastaavalla tavalla l&htem&11d (3R,4S)-N-Z-statiinietyyli-
esteristd saadaan 3R,4S,N-Z-statiini (valkeita kiteitsd,

sul.p. 135-136°, (a) 20 = -21° (cH,0H, ¢ = 1,13)).

D 3
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Vaihe 1.13: Vaiheessa 1.12 k&8ytetty ldht8aine saadaan
seuraavalla tavalla:
Liuokseen, jossa on 33 ml (0,233 moolia) di-isopropyyliamii-
nia 75 ml:ssa tetrahydrofuraania, lis&td&n tipoittain argon-
5 atmosfdarissa —2OO:ssa 136,9 ml (0,233 moolia) butyylilitiu-
min 1,7 molaarista liuosta heksaanissa. 15 minuutin kuluttua
jéddhdytetéaan —76O:een, lisdtddn tipoittain 22,78 ml (0,233
moolia) etyyliasetaattia ja hdmmennetddn 15 minuuttia. 20
minuutin kuluessa lisdtddn tipoittain edeltd kdsin -76%:een
10 jddhdytetty liuos, jossa on 34,1 g (0,137 moolia) N-Z~leu-
sinaalia ((ZS)—bentsyylioksikarbonyyliamino—4—metyylipenta—
naali; Ito et al., Chem. Pharm. Bull. 23, 3081 (1975)) 100
ml:ssa tetrahydrofuraania. Reaktioseosta hd&mmennetddn 15
minuutin ajan —760:ssa, jonka jdlkeen 30 minuutin kuluessa
15 lisdtd8n 118 ml 2 N HCl. T&md&n suspension pH sdddetddn 0°:ssa
2 N HC1l arvoon 2,5, annetaan l&mmetd huoneen l&mpdtilaan,
jonka jdlkeen uutetaan eetterilld, orgaaninen faasi pestddn
suolaliuoksella (kylldstetty natriumkloridiliuos} ja kuiva-
taan. Raakatuote erotetaan keskipainekromatografian avulla
20 (Mitteldruckchromatographie) (LiChroprep Si 60, 25-40 um,
etyyliasetaatti-heksaani (1:5)). Eluvoitaessa saadaan ensin
(35,48)-N-Z-statiinietyyliesteri [vahamaiset kiteet, sul.p.
51-54%; (a)2%= -26° (CH,OH, ¢ = 0,69)) ja témin jilkeen saa-
daan polaarisempi (3R,4S)-N-Z-statiinietyyliesteri (valkoi—
25  set kiteet, sul.p. 103-104°, (a)2%= -17° (cH,0H, ¢ = 1,00)).

Esimerkki 2:

370 mg H-Pro-His-Pro-Phe-His~Sta-Ile-His-Lys-OMe x 5 TFA:ta
liuotetaan 8 ml:aan vettd. pH arvo nostetaan 0,3 N NH3:lla
~ arvoon 5,0, jonka jélkeen lisdt&dn 40 pl trypsiinin 1 % ve-— -~ —

30 siliuosta ja pH-staatin avulla lis&&mills 0,3 N NH, pide-

t&44n pH-arvo vakiona. Emdslisdys on ohi noin 40 minuutin

kuluttua. Lisdtd&n 1 ml jddetikkaa, kuumennetaan 2 minuuttia

kiehuvassa vesihauteessa, haihdutetaan noin 3ml:aan ja lyo-

filisoidaan. J&ddnnds liuotetaan 3 ml:aan 0,05 N AcOH, tuote

35 muutetaan asetaatiksi suodattamalla hitaasti pylvddn 1&dpi
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(g = 1 cm, pituus = 10 cm), joka sisdltdd heikosti emdksi-
sen ioninvaihtajan (Merck Nr.II) asetaattimuodossa, ja elu-
aatti taas lyofilisoidaan, jonka jdlkeen saadaan H-Pro-His-
Pro-Phe-His-Sta~Ile~-His-Lys-OH x AcOH amorfisena, valkoise-

na jauheena; R_. (D) = 0,12; R. (K) = 0,14.
f

f
Ldhtbaine H-Pro-His-Pro-Phe-His-Sta-Ile~His-Lys-OMe x 5 TFA
saadaan seuraavalla tavalla:

Vaihe 2.1: 1,6 g Z-His-Lys(Boc)-OMe:a (S. Guttman et.al.,
Helv. Chim. Acta 52, 1789 (1969)) liuotetaan 33 ml:aan MeOH:a,
tdhdn lisdt&d8n 3 ml 1 N HCl:a ja 160 mg Pd-hiiltid (10 % Pd4)

ja seos hydrataan COz—absorptiolla, kunnes liuos on kyll&s-~
tetty. Katalysaattori suodatetaan pois, jonka jdlkeen haih-~
dutetaan, 0ljymdinen jd&nnds liuotetaan 20 ml:aan DMF:a ja
haihdutetaan uudestaan noin 10 ml:aan, saadaan H-His-Lys
(Boc)-OMe liuoksen muodossa, jota kdytetdidn heti edelleen

vaiheessa 2.2.

vaihe 2.2: 1,32 g Z~-Ile-0OSu:a (G.W. Anderson et al.,
J.Amer.Chem.Soc. 86, 1839 (1964)) liuotetaan liuokseen, jos=-
sa on edelld saatu H-His-Lys (Boc)~-OMe noin 10 ml:ssa DMF:a,
ja 0,41 ml NEt3:a lisdtddn. Seoksen annetaan seistd 8 tuntia
huoneen ldmpdtilassa, lisdtddn 15 ml di-isopropyylieetterisd,
homogenoidaan ja suodatetaan. Suodatusjddnnds liuotetaan 15
ml:aan metanolia ja 0°:ssa 1lisdtd&n 23 ml:aan vesipitoista
NaHCO3—liuosta. Saostunut sakka suodatetaan, pestddn vedel-
14, kuivataan ja saostetaan uudestaan MeOH-etikkaesteripet-
rolieetteri-seoksesta, jonka j&dlkeen saadaan Z-Ile-His-Lys

(Boc) -OMe amorfisena jauheena; R, (B) = 0,65; Rf (I) = 0,48.

f
Vaihe 2.3: 8 g Z-Ile-His-Lys(Boc)-OMe:a suspendoidaan
seokseen, jossa on 80 ml MeOH:a, 8 ml vettd ja 80 ml tri-
fluorietanolia, ja seos hydrataan 800 mg:1la Pd-hiiltid (10 ¢
P4a) COZ—absorptiolla, kunnes liuos on kyllédstetty, jolloin
alussa liukenematon aine liukenee. Katalysaattori suodate-
taan pois, suodos haihdutetaan kuiviin ja hartsimainen jdan-

nos kiteytetddn asetonitriilistd, saadaan H-Ile-~His-Lys (Boc)-
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OMe neulasten muodossa, sul.p. 129—1300; Rf (I) = 0,12;

Re (B) = 0,14.

Vaihe 2.4:

1.12), 1,24 g H~Ile-His-Lys(Boc)—-OMe:a ja 560 mg HOBt x H

900 mg Z-Sta-Oh:a (valmistus: katso vaihe

20

liuotetaan 13 ml:aan DMF:a. Lisdtddn 600 mg DCCI:a, jonka

jdlkeen seoksen annetaan seistd 20 tuntia huoneen ldmp&ti-

lassa, sen jdlkeen kiteytynyt DCH suodatetaan pois ja suodos

haihdutetaan kuiviin. Tahmea jd&nn8s hierretddn 30 ml:n

kanssa di-isopropyylieetterid OO:ssa, liuvotin dekantoidaan

ja jd&&nnds kuivataan. Puhdistetaan Craig-jakaantumisella

systeemissd metanoli-puskuri-etyleenikloridi-kloroformi

(10:3:8:4; puskuri = 14,3 ml jddetikkaa ja 9,6 g ammonium-

asetaattia 1000

ml:ssa Hzo) suorittaen 700 vaihetta. Ohut-

kerroskromatografisesti puhtaat fraktiot (K = 0,5) yhdiste-

tddn, haihdutetaan voimakkaasti ja lyofilisoidaan. Etikka-

hapon poistamiseksi saostetaan uudestaan 5 % metanolipi-

toisesta NaHCO3

OMe amorfisena

Vaihe 2.5:
10 ml:aan 95 ¢

[

-liuoksesta, saadaan Z-Sta-Ile~His-Lys(Boc)-
jauheena; Rf (B) = 0,8; Rf () = 0,56.

1 g Z-Sta-Ile-His-Lys(Boc)-0OMe liuotetaan
MeOH ja hydrataan 100 mg:1la Pd-hiiltd (10

% Pd) COz—absorptiolla, kunnes liuos on kylldstetty. Kata-

lysaattori suodatetaan pois, jonka jdlkeen suodos haihdute-

taan kuiviin ja saadaan H-Sta-Ile-His-Lys(Boc)-OMe amorfi-

sena jauheena,

Rf (B) = 0,325

Vaihe 2.6:

jota suoraan kdytetddn jatkotyGskentelyssd;
Rf (ry = 0,17.

480 mg Boc-Pro-~His-Pro-Phe-His-OH:a (valmis-

tus: katso esimerkki 1, vaihe 1.9), 340 mg H-Sta-Ile-His-

Lys{(Boc)-OMe:a

ja 150 mg HONB liuotetaan 3,5 ml:aan DMF sa-

malla kuumentaen. Jddhdytetd&n OO:een, jonka jdlkeen lisa-

tddn 170 mg DCCI:a, hdmmennetddn 5 tuntia 0%:ssa ja anne-

taan seistd 20

tuntia huoneen l&mp&tilassa. Kondensaatio-

tuote saostetaan lisdam&dlld 35 ml di-isopropyylieetteria

ja suodatetaan.

Puhdistetaan Craig-jakaantumisella suorit-
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taen 1000 vaihetta samassa liuotinsysteemissd kuin vaihees-
sa 2.4 on esitetty (K = 0,6), saadaan Boc~Pro-His-Phe-His-
Sta-Ile-His~Lys(Boc)-CMe; R. (A) = 0,22; Rf (B) = 0,21;

Rf (B) = 0,54.

f

Vaihe 2.7: 330 mg Boc-Pro-His-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-
Lys (Boc)-OMe:a liuotetaan 1,7 ml:aan 95 % trifluorietikka-
happoa ja seoksen annetaan seistd 30 minuuttia 25°:ssa. Sen
jdlkeen lisdtddn 14 ml di-isopropyylieetterid, hidmmennetdin
30 minuuttia OO:ssa, suodatetaan ja kuivataan suurtyhjdsséd
KOH:n pddlld, saadaan H-Pro-His-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys-
OMe x 5 TFA; Re (D) = 0,17; Re (K) = 0,20.

Esimerkki 3:

Analogisesti tdssd selityksessd esitettyjen menetelmien
kanssa saadaan:
H-Pro-His—Pro—Phe-His-Sta—NHZ,
H-Pro—Hls-Pro—Phe—Hls—Sta—NH-CH zH CH -CH
3

3’

H-Pro-His-Pro~Phe-His-Sta-OH,
H-Pro-His-Pro-Phe~His-(3R, 4S)-Sta-Val-Tyr-Lys-OH,
H-Pro—His—Pro-Pbﬁ;His—Sta(Me)-Ile-His—Lys-OH,
H—Pro—Bi;-Pro—Pﬁe—His—Sta(Ac)—Ile-His~Lysr0H,

H 0
| H I
H—Pro—Hls—Pro—Pherﬂls-N\SS N /C—Ile-His-Lys-OH,
7(8).
/.
HsCo

H-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys-OH,

H~ Pro-—H1s-Pro—Phe-Hls-Sta—OCZH5
H-Pro-His~Pro-Phe-His-(3R, 4S)-Sta-Ile~His-Lys-OH,
H-Pro-His-Pro-Phe-His-Sta(Me)-Val-Tyr-Lys~OH,

H-Pro-His~Pro-Phe-His-Sta(Ac)-Val-Tyr-Lys-OH,
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o)
H
| ?H i
H~- Pro-Hls-Pro-Phe-Hls—N(S)0 C-Val-Tyr-Lys—-0OH,
N\ /S
ﬂ%)-
/.

HyCe
H—Pro-His—Pro-Phe-His—Sta—Val-Tyr—NHz,
H—Prq—His—Pro-Phe-His-Sté-I1e-His-NH2, ,
H—Prg-His—Pro—Phe—Hig*Sta-Ile-D-His-NHz,

. /.=.
H-Pro-His-Pro-Phe-His—Sta-Val-NH-CH,—CH.—s.  Se-OH
. < 2 2 \. ./ ’

*—NH

H- Pro-Hls—Pro-Phe—Hls—Sta—Ile—NH ~CH -CH2-° T

z/\\

H-ProQHis-Pro-Phe-His-Sta-Phe—Val—Tyr—Lys-OH,
H-His-Pro-Phe-His~Sta~Ile-His-Lys-0OH,
H—D-—His-Pro-Phe-His~Sta-Ile-His-Lys-0H,
H-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Ile~His-Lys-OH und
H-Arg—D—Arg-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys-0H.

Esimerkki 4:

595 mg Z-Arg-~Arg-Pro-Phe-~His~OH:a (trihydrokloridina, sisil-
tden 24 paino-% NaCl), 250 mg H-Sta-Ile-His-Lys(Boc)-OMe:a
(vaihe 2.5) ja 74 mg HOBt x HZO liuotetaan tai suspendoi-
daan 2,5 ml:aan DMF:a, jd&hdytetdé&n 0%:een ja lis&dtdian 110
mg DCCI:a. Hammennetddn 10 tuntia Oo:ssa, annetaan seistéd
vield 1 pdiva huoneen lampdtilassa ja suodatetaan NaCl ja
DCH pois. Suodos haihdutetaan 8ljyksi ja tdstd saostetaan
kondensaatiotuote lisdd8mdlld 50 ml di-isopropyylieetterid
ja tuote kuivataan. Se kuumennetaan 8 ml:ssa metanoli-j&ai-
etikka—HZO—seosta (94:3:3) yhden tunnin kuluessa 600:een,
saostetaan 0°:ssa lisismilli 80 ml di-isopropyylieetteris,
suodatetaan ja kuivataan. Jddnnds liuotetaan 20 ml:aan 0,1
N etikkahappoa, suodatetaan pieni mid&r& liukenematonta ai-

netta pois ja suodoksen annetaan hitaasti valua ldpi pyl-
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vddstd (f = 1,2 cm; pituus = 15 cm), joka sisdltid heikosti
emdksisen ioninvaihtajan (esim. Merck Nr. II) asetaattimuo-

dossa. Eluaatti haihdutetaan 10-15 ml:aan ja lyofilisoidaan.

Tuotteen puhdistamiseksi suoritetaan Craig-jakaantuminen sys-

" teemissi n-butanoli-jadetikka-H,O (4:1:5) suorittaen 400 vai-

hetta; K-arvo noin 0,5. Kromatografisesti puhtaat fraktiot
yhdistetddn, haihdutetaan 6ljyksi, liuotetaan veteen ja lyo-
filisoidaan, jolloin saadaan Z-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Ile-
His-Lys (Boc)-0OMe amorfisena jauheena (asetaattimuoto); R
(M) = 0,55; Re (N) = 0,35; Re (0)y = 0,5; Rf (L) = 0,2.

£

Lidhtdaine Z-Arg~-Arg-Pro-Phe~His-OH saadaan seuraavalla ta-

valla:

Vaihe 4.1: 486 mg Z-Arg-OH:a suspendoidaan 5 ml:aan DMF:a
ja lisd&dmdlld 315 pl HCl:n 5 N liuosta dioksaanissa, saadaan
yvhdiste liukenemaan. Lisdtdan 500 mg H-Pro~Phe-His-OMe:a

(vaihe 1.6) ja 185 mg HOBt X H2

muodostuu kirkas liuos. Jddhdytetddn OO:een, jonka jdlkeen

0 kiintedssd muodossa, jolloin

lisdatddan 325 mg DCCI:a ja koko seoksen annetaan seistd 10
tuntia j&dhauteessa ja yhden pdivdn huoneen lampdtilassa.
Saostunut DCH suodatetaan pois, suodos haihdutetaan 2-3 ml:
aan ja tdstd saostetaan raakatuote lisddmdlld di-isopropyy-
lieetterid. Se liuotetaan 14 ml:aan metanoli-jééetikka—Hzo—
seosta (94:3:3), kuumennetaan 1 tunti GOO:ssa, taas konsen-
troidaan 2-3 ml:aan ja saostetaan di-isopropyylieetterilli.
Liuotetaan 10 ml:aan vettd, pH saddetddn 2 N HCl:114 arvoon
3,0 ja seos puhdistetaan suorittamalla Craig-jakaantuminen
systeemissid n—butanoli-HZO. Haihduttamalla puhtaat fraktiot
ja lyofilisoimalla saadaan Z-Arg-Pro-Phe-His-OMe dihydro-
kloridin muodossa; Rf (E) = 0,45; Rf (¢) = 0,55.

Vaihe 4.2: 2,5 g Z-Arg-Pro-Phe-His-OMe:a liuotetaan 25
ml:aan 95 % metanolia ja lisdtddn 250 mg Pd-hiiltd, jonka
jdlkeen seosta hydrataan Coz—absorptiolla, kunnes se on kyl-
ldstetty. Katalysaattori suodatetaan pois, ja suodos haihdu-
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tetaan kuiviin, Jolloin saadaan H-Arg-Pro-Phe-His-OMe amor-
fisen jauheen muodossa; Rf (E) = 0,05; Rf (C) = 0,3.

Vaihe 4.3: 1,27 g Z-Arg-OH_a liuotetaan, samalla lie-
vdsti kuumentaen, 20 ml:aan DMF:a ja 240 uyl:aan HCl:n 5 N
liuvuosta dioksaanissa. Lisdtd&n 1,9 g H-Arg-Pro-Phe-His-OMe:a
(dihydrokloridina) ja 0,45 g HOBt x H2

dytetssn 0°:een ja 0,85 g DCCI:a lis&tdin kiinteidssi muodos-

O, jonka jdlkeen j&dh-

sa. Sen jdlkeen kun t&md on liuennut, annetaan secksen seistd
8 tuntia jddhauteessa ja yhden pdivan huoneen lampdtilassa
ja saostunut DCH suodatetaan pois. Suodos haihdutetaan noin
5 ml:aan ja tdstd saostetaan peptidi lisddmdllsd 50 ml di-
isopropyylieetterid ja tuote kuivataan. Se liuotetaan 45 ml:
aan metanoli—jééetikka—HZO-seosta (94:3:3), kuumennetaan 1
tunti 6OO:ssa, haihdutetaan taas noin 5 ml:aan ja saostetaan
di-isopropyylieetterilld sekd kuivataan. Raakatuote puhdis-
tetaan kromatografoimalla 120 g:lla piihappogeelid (60 Merck,
230-400 mesh), eluointi suoritetaan kloroformi—metanoli—HZO—
jddetikka-seoksella (140:80:20:1). Puhtaat fraktiot yhdiste-
tddn, haihdutetaan aivan kuiviin, liuvotetaan veteen ja lyo-
filisoidaan, jolloin saadaan Z-Arg-Arg-Pro-Phe-His-OMe di-
hydrokloridi-moncasetaatin muodossa; Rf (cy = 0,4; Rf (B} =
0,3.

Vaihe 4.4: 1,3 g Z-Arg-Arg-Pro-Phe-His-0OMe liuotetaan

26 ml:aan vettd, lisdtddn 6,5 ml 1 N NaOH:a, t&mdn jdlkeen
seoksen annetaan seistd 5 minuutin ajan 25%:ssa ja sen jéi—
keen sdddetddn pH arvoon 2,5 2 N HCl:11d ja lyofilisoidaan.
Kuiva jadnnds liuotetaan 30 ml:aan vettd ja lyofilisoidaan
vield kerran, jonka jdlkeen se painaa 1,6 g ja sisdltdd

0,38 g NaCl. Saatu Z-Arg-~-Arg-Pro-Phe-His-OH on trihydroklo-
ridina ja sitd k&ytetddn tassd muodossa kondensaatioon H-Sta-
Ile-His-Lys (Boc)-OMe kanssa (vaihe 2.5); Re (C) =0,3.

Esimerkki 5:
100 mg Z-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys(Boc)-OMe:a
(esimerkki 4) liuotetaan 500 pl:aan 95 % TFA, seoksen anne-
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taan seistd 25 minuuttia ja se saostetaan lisd&midlld 5 ml
di-isopropyylieetterid. Sakka suodatetaan, kuivataan, liu-
otetaan 2ml:aan vettd ja muutetaan asetaattimuotoon suodat-
tamalla hitaasti pylvdédn ldpi (# = 1 cm; pituus = 8 cm), jo-
ka sisaltdd heikosti emdksisen ioninvaihtajan asetaattimuo-
dossa. Eluaatti haihdutetaan ja lyofiliscidaan, jolloin saa-
daan Z-Arg—-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys-OMe; Rf (D) =
0,35; Rf (M) = 0,3; Rf (N) = 0,3.

Esimerkki 6:

145 mg Z-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys (Boc)-OMe:a
(esimerkki 4) liuotetaan 2,5 ml:aan 95 % MeOH:a ja lisdtddn
15 mg Pd-hiiltd, jonka jdlkeen hydrataan johtamalla seoksen
l3pi vetyd ja hdmmentamdlld seosta magneettisauvalla, kunnes
ldhtbaineena kdytetty tuote on tdysin hdvinnyt (ohutkerros-
kontrollin mukaan). Suodatetaan, suodos haihdutetaan kuiviin,
liuvotetaan 3 ml:aan vettd ja lyofilisoidaan, jolloin saadaan
H-Arg-Arg-Pro-Phe-His~Sta-Ile-His-Lys (Boc)-OMe; Rf (D) = 0,32;

R. (M) = 0,25; R (N) = 0,3.

£ f

Esimerkki 7:

200 mg H-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys(Boc)-OMe:a
(esimerkki 6) liuotetaan 1 ml:aan 95 % TFA:ta, secksen anne-~
taan seistd 25 minuutin ajan, jonka jdlkeen saostetaan 1li-
sdamdlla 10 ml di-isopropyylieetterid. Sakka suodatetaan,
kuivataan, liuvotetaan 4 ml:aan vettd ja tuotteen muuttami-
seksi asetaatiksi se suodatetaan hitaasti pylvddn lapi

( = 1 cm; pituus = 12 cm), joka sisdltidi heikosti emdksisen
ioninvaihtajan asetaattimuodossa. Eluaatti konsentroidaan
pieneen tilavuuteen ja lyofiliscidaan, jolloin saadaan H-Arg-
Arg-Pro-Phe-His~Sta-Ile-His-Lys-OMe; Rf (D) = 0,15; R. (M) =

0,12; Rf (N) = 0,09.

f

Esimerkki 8:

80 mg H-Arg-Arg~Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys~-OMe:a (esimerk-

ki 7) liuotetaan 1,5 ml:aan vettd, pH sdddetddn arvoon 5,5
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lisddmalls 0,1 NH3:a. Lisdtddn 8 ul 1 % vesipitoista tryp-
siiniliuvosta ja pH-arvo . pidetddn 5,5:ss3 lisddmillsd 0,1
NH3:a, pH-staatin avulla. Noin 20 minuutin kuluttua emids-
lisdys pddttyy, jonka jdlkeen lisd&t&ddn 350 pl jiietikkaa
ja kuumennetaan 2 minuutin ajan kiehuvassa vesihauteessa.
Liuos haihdutetaan kuiviin, Jj&&8nnds liuotetaan 2 ml:aan
0,05 N AcOH ja inaktiivisen entsyymin erottamiseksi seos
pumpataan pylvddn ldpi (4 = 1,2 cm; pituus = 25 cm), joka

sisdltdd Biogel P-10:td (polyakryyliamidigeeli, erottamis-

raja molekyylipainossa 20 000, valmistaja: Bio-Rad, Richmond,

Kalifornia, USA). UV-detektiolla mitatut fraktiot, joilla

on mainitulle peptidille sopiva molekyylipaino, konsentroi-
daan pieneen tilavuuteen ja lyofilisoidaan, jolloin saadaan
H-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys-OH; R_. (D) = 0,12;

Rf (M) = 0,07; R (N) = 0,05.

f
£

Esimerkki 9:

Analogisesti tédssd selityksessd esitettyjen menetelmien kans-

sa, saadaan: 7
H-Pro-Phe-His-Sta-Ala-Sta—0H,
H—Pro—Phe-His-Sta—Ala—Sta—dMe,
B—Pro-Phe-His-Sta~A1afSta-NH2,
Z-Pro—Phe-His-Sta—-Ala-Sta-OH,
Z-Pro-Phe-His~Sta-Ala~Sta-OMe,
Z-Pro-Phe-His-Sta—Ala-Sta-NHz,
Boc-Pro-~Phe-His-Sta-Ala~Sta-OH,
Boc~Pro~Phe-His-Sta-Ala~Sta-OMe,
Boc-Pro-Phe—His—Sta—Ala—Sta-NH2,
H-Pro-Phe~His-Sta-Ile-Sta-OH,
H-Pro-Phe-His-Sta-Ile~Sta-0Me,
H-Pro-Phe-His-Sta—Ile—Sta—NHZ,

Z2-Pro-Phe~-His-Sta-Ile-Sta-OH,

Z—Pro-Phe—HisfSta—Ile-Sta-OMe,

Z—Pro-Phe-Hi$-Sta-Ile—SCa-NHZ,

Boc—-Pro-Phe-His-Sta-1le-Sta-OH,

Boc-Pro-Phe-His-Sta-Ile-Sta-OMe,

Boc—Pro—Phe—His-Sta-Ile-Sta—NHz,



(Boc,

(Boc, Z oder H)- Pro—Phe—Hls~Sta-0\ N

oder H)-Pro-Phe-His-Sta-Gly-Sta-(0H, OMe oder NH..
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2’

oder HFPro—Phe-His—Sta—Sar-Sta—(OH CMe oder NH ),

‘oder H)-Pro-Phe-His-Sta-p-Ala-His- (OH, OMe oder NH. )

oder H)-Pro-Phe-His- Sta—NH\ N /Hls (OH, OMe oder NH )

‘oder H)-Pro-phe-His-Sta- .
~Hi a O\./ N

i3

b,

Sta~His-(OH, OMe oder NHé),

Sta-His-(OH, OMe oder NHZ)’

(Boc, Z oder H)~Pro-Phe-His-Sta-Sta- His-(OH, OMe oder NHZ)'

H-Arg-Arg~Pro-Phe-His- Sta—o-i

H- g-Hls—Lvs -0H,
H- CH

Z-Arg-Arg~Pro-Phe-His-Sta-0~- H-@—His-Lys(Boc)—OMe,

C.,—CH-CH

HgCy

3

Z—Arg-Arg—Pro—Phe-H1s Sta-O- H-g-ﬂls-Lys-OMe,

H- CH3

5 2

H-Arg—Arg—Pro-Phe—His—Sta—O-.H-E-His-Lys(Boc)-OMe,

C.,~CH-CH

HsC,

3

H-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-0- H-ﬂ-His—Lys—bMe,

C_~CH-CH

H.C,

H—Prp—His—Pro-Phe-His—Sta-O-g

CH

3

-ﬁ-His-Lys—OH und
H- CH

H-Pro-His-Pro-Phe-His-Sta-0- H—@-Tyr-Lys-OH.

H(CH

3)2
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Esimerkki 10: Liivateliuos

Steriilisuodatettu vesipitoinen liuocs, jossa on H-Arg-Arg-
Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys-OH:a, sekoitetaan aseptisissa
olosuhteissa, samalla kuumentaen, steriiliin liivateliuok-
seen, joka sisdltdd fenolia sdildntdaineena niin, ettd 1,0

ml:1la liuosta on seuraava koostumus:

H~-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys-OH 3,0 mg
liivatetta 150,0 mg
fenolia 4,7 mg
tislattua vetta 1,0 ml:aan

Seoksella tdytetddn aseptisissa olosuhteissa pienpullot

1,0 ml:aan asti.

Esimerkki 11: Steriilit kuiva-aineet injektioon

Liuotetaan 5 mg H-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys-OH:a

1l ml:aan vesipitoista liuosta, joka sisdltdd 20 mg manniit-
tia. Liuos steriilisuodatetaan ja aseptisissa olosuhteissa
tdytetddn 2 ml:n ampulleihin, syvdjdddytetddn ja lyofilisoi-
daan. Ennen k&dyttdd lyofilisaatti liuotetaan 1 ml:aan tis-
lattua vettd tai 1 ml:aan fysiologista suolaliuvosta. Liuos
kdytetddn lihaksensisdisesti tai suonensisdisesti. T&ll3
koostumuksella voidaan tdyttdd myds kaksoiskammioruiskuam-
pullit.

Esimerkki 12: Nendspray

Seokseen, jossa on 3,5 ml "Miglyol 812" ja 0,08 g bentsyyli-
alkoholia, suspendoidaan 500 mg hienoksi jauhettua (<5,0 u)
H-Arg~Arg-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys-OH:a. T&l11d suspensi-
olla tdytetddn annostusventiililld varustettu sdilid. T&amén
jdlkeen sdilid tdytetddn paineen alaisena venttiilin kautta
5,0 mg:1la "Freon 12". Ravistelemalla liuotetaan "Freon"
Miglyol-bentsyylialkoholiseokseen. T&md spraysdilid sisdlt&i

noin 100 yksikkdannosta, jotka voidaan annostaa yksitellen.
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Esimerkki 13:

Liuosta, jossa on 214 mg Z-Pro-Phe-His-OH:a, 152 mg H-Sta-
Ala-Sta-OMe:a ja 56 mg HOBt x H20 6 ml:ssa DMF:a, himmenne-
tddn jddhauteessa ja siihen lis&dtddn 97 mg DCCI:a. Seosta

himmennetdin 1 tunti 0%°:ssa ja 16 tuntia 25°:ssa, muodostu~

nut disykloheksyylikarbamidi suodatetaan pois ja suodos haih-

dutetaan suurtyhjdssd. Jdannds liuotetaan 10 ml:aan metanoli-
jddetikka-vesi~seosta (94:3:3) ja hdmmennetddn 60 minuuttia
60°:ssa. Liuotin poistetaan tdmdn jdlkeen pydrohaihduttimes-
sa, Jjddnnds hierretddn pienen mddrdn kanssa etikkaesterii
OO:ssa, saatu suspensio suodatetaan ja suodoksesta poiste=-
taan liuotin. Liuotetaan uudestaan etikkaesteriin, jonka
j&lkeen uutetaan kylldstetylld natriumbikarbonaattiliuok-
sella ja keittosuolaliuoksella, orgaaninen faasi kuivataan

ja haihdutetaan. T&md jd&nnds kromatografoidaan 80 mg:1lla
piihappogeelis (raekoko 0,04 - 0,063 mm) kdyttden ajoliuok-
sena kloroformi-metanoli-seosta (9:1) (fraktiot & noin 20 ml).
Fraktiot 16-23 yhdistetd&n, liuotin poistetaan, j&3nnds
liuotetaan pieneen mddrddn metanolia, suodatetaan ja suodos
haihdutetaan uudestaan. J&d&nnds kuivataan suurtyhjdssd, jon-
ka jdlkeen saadaan Z-Pro-Phe-~-His-Sta-Ala-Sta-OMe (vrt. esi-
merkki 9) kellertdvidnd jauheena; R, (G) = 0,72; R. (CHCl,-

f £ 3
MeOH ( 9:1)) = 0,26.
LihtBaine H-Sta-Ala-Sta~-OMe saadaan seuraavalla tavalla:
Vaihe 13.1: 371 mg Z~-Sta-OH:a (vrt. vaihe 1.12), 240 mg

H—Ala—OC(CH3)3:a ja 184 mg HOBt x H,0 liuotetaan 10 ml:aan
DMF:a. Jddhdytetddn liuos Oo:een, jonka jdlkeen 133 mg N-me-
tyylimorfoliinia ja 321 mg DCCI:a lisdtddn. Hammenetddn 1
tunti 0%°:ssa ja 14 tuntia 250:ssa, tdmé&n jdlkeen muodostu-
nut DCH suodatetaan pois ja suodos haihdutetaan kuiviin.
Jadnnds liuotetaan etikkaesteriin ja liuos uutetaan kyllds-
tetylld natriumvetykarbonaattiliuoksella. Orgaaniset faasit

kuivataan, haihdutetaan ja j&&nnds pikakromatografoidaan
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(flashchromatographiert) 80 g:lla piihappogeelia (raekoko
0,04 - 0,063 mm) (ajoliuvos: metyleenikloridi-dietyylieetteri-
seos(4:l), fraktiot & noin 25 ml). Fraktiot 24-40 yhdistetdin,
haihdutetaan, jddnnds liuotetaan pieneen mddrddn metyleeni-
kloridia, suodatetaan ja haihdutetaan uudestaan. Jddnn&s kui-
vataan suurtyhij&ssd, jonka jdlkeen saadaan Z—Sta-Ala-OC(CH3)3
vaalean kellertdvdand Oljyna: Rf (metyleenikloridi-dietyyli-
eetteri (4:1)) = 0,10.

Vaihe 13.2: 470 mg Z—Sta—Ala—OC(CH3)3 (vaiheesta 13.1)
liuvotetaan 10 ml:aan trifluorietikkahappoa ja liuosta hdm-
mennetidn 10 minuuttia 25°:ssa. T&min jdlkeen liuotin pois-
tetaan pydrdhaihduttimessa ja jddnnds pikakromatografoidaan
200 g:1la piihappogeelid (ajoliuos ensin: kloroformi-meta-
noli-kons.vesipitoinen ammoniakkiliuos (40:10:1), t&m#n j&l-
keen kloroformi-metanoli-kons.vesipitoinen ammoniakkiliuos
(5:3:1)). Tuotetta sisdltivit fraktiot yhdistet&&n ja haih-
dutetaan, ja&nnds liuotetaan kloroformiin ja kloroformiliuos
uutetaan laimealla suolahapolla ja kylldstetylld keittosuola-
liuoksella, kuivataan ja haihdutetaan. J&8nnds kuivataan
suurtyhjdssd, jonka jdlkeen saadaan Z-Sta-Ala-OH viarittdmé&nd
vaahtona; Rf (G) = 0,43.

Vaihe 13.3: 250 mg Z-Sta-0OH:a (vrt. 1.12) liuotetaan 4
ml:aan 90 % metanolia. Liuokseen lisdtddn 1 ml 20 % vesipi-
toista cesiumkarbonaattiliuosta ja tdmdn jdlkeen liuotin pois-
tetaan py&rdhaihduttimessa. Jddnnds liuotetaan kaksi kertaa
2,5 ml:aan DMF ja DMF haihdutetaan joka kerta pois pydrdhaih-
duttimessa. Jddannds kuivataan suurtyhjdssd, sen jdlkeen liuo-
tetaan 2,5 ml:aan DMF ja liuokseen lis&dtd&n 55 pl metyylijo-
didia. Hdmmennetddn 18 tuntia 250:ssa, jonka jdlkeen liuotin
poistetaan ja jddnnds liuotetaan etikkaesteriin. Orgaaninen
faasi uutetaan kaksi kertaa keittosuolaliucksella, jonka jdl-
keen se kuivataan natriumsulfaatilla ja haihdutetaan. J&&nnds
pikakromatografoidaan 55 g:1la piihappogeelid (ajoliuos: klo-

roformi~metanoli-seos [95:5]). Tuotetta sisidltdviat fraktiot
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yvhdistetd8n ja haihdutetaan, jolloin saadaan Z-Sta-OMe kel-
lertdvdnd 81jynd; Re (kloroformi-metanoli-seos (95:5)) =
0,49.

Vaihe 13.4: 818 mg Zz-Sta-OMe:a liuotetaan 40 ml:aan meta-
nolia ja seos hydrataan 190 mg:n palladium-hiilelli-kataly-
saattoria l&dsndollessa (10 % Pd) huoneen lampdtilassa ja
normaalipaineessa, kunnes liuos on kyllidstetty. Hydrauksen
kuluessa pH pidetddn vakiona arvossa 5 lisdamidllad jatkuvas-
ti 0,5 N HCl. Hydrauksen jidlkeen katalysaattori suodatetaan
pois ja suodos haihdutetaan. Saadaan H-Sta-OMe x HC1l vdrit-
tOmdnd vaahtona; Rf (G) = 0,21. Tamd raakatuote kdytetddn

suoraan seuraavassa valheessa 13.5.

Vaihe 13.5: Vaiheen 13.1 mukaisesti ldhtemdlld 150 mg:sta
H-Sta-OMe x HCl (vaiheesta 13.4), 253 mg:sta Z-Sta-Ala-OH:a
(vaiheesta 13.2), 102 mg:sta HOBt x H,0, 67 mg:sta N-metyy-
limorfoliinia ja 178 mg:sta DCCI:a, saadaan Z-Sta-Ala-Sta-
OMe; R; (kloroformi-metanoli-seos (9:1)) = 0,37.

Vaihe 13.6: 259 mg Z-Sta-Ala-Sta-OMe:a (vaiheesta 13.5)
liuvotetaan 10 ml:aan 90 % metanolia ja seos hydrataan 30 mg:n
palladium-hiili-katalysaattoria ld&sndollessa (10 % Pd),

250:ssa, normaalipaineessa ja COz—absorptiolla (CO, Z-suoja-

ryhmdn poislohkaisusta) kunnes liuos on kylléstetté. Kataly-
saattori suodatetaan pois, suodos haihdutetaan ja jddnnGs
kuivataan suurtyhj&ssd. Saadaan H-Sta-Ala-Sta-~OMe varittd-
miand vaahtona; Rf (kloroformi-metanoli-ammoniakki-seos
(40:10:1]) = 0,41; Re (C) = 0,29,

Lihtdaine Z-Pro-Phe-His-OH saadaan seuraavalla tavalla:
Vaihe 13.7: 1,92 g Z-Pro~Phe~-His-OMe:a (H. Derwald et al.,

J.Med.Chem. 7, 50 (1964)) liuotetaan 50 ml:aan metanolia, li-

sdtddn 35 ml vettd ja 5,0 ml l-normaalista natronlipedd.
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Liuosta himmennetdin 45 minuuttia 25%:ssa ja sen jdlkeen
neutraloidaan 5 ml:1la l-normaalista suolahappoa. Liuotin
poistetaan ja jddnnds pikakromatografoidaan 10 g:lla pii-
happogeelid (ajoliuos: kloroformi-metanoli-kons.ammoniakki-
livos (5:3:1); fraktiot & noin 15 ml). Fraktiot 6-13 yhdis-
tetddn, haihdutetaan ja jdannds liuotetaan 70 ml:aan vettd.
Neutraloidaan lisddm&lld laimeaa suolahappoa niin, ettd pH-
arvoksi tulee 5,0, jonka jdlkeen uutetaan kaksi kertaa n-bu-
tanolilla ja yhdistetyt butanolifaasit pestddn vedelld ja
haihdutetaan. Jdannds kuivataan suurtyhjdssd, jonka jdlkeen

saadaan Z-Pro-Phe-His-OH vdrittdmidnd jauheena; R_. (I) = 0,23.

£

Esimerkki 14:
125 mg Z-Pro-Phe-His-Sta-Ala-Sta-OMe:a (esimerkistd 13) liuo-

tetaan 10 ml:aan 90 % metanolia, hydrataan 30 mg:n palladium-
hiili-katalysaattoria ldsndollessa (10 % Pd) 250:ssa, nor-
maalipaineessa ja Coz—absorptiolla (CO2 Z-suojaryhmdn pois-
lohkeamisesta), kunnes seos on kylldstetty. Sen jdlkeen ka-
talysaattori suodatetaan pois, suodos haihdutetaan ja j&d&n-
nds kuivataan suurtyhjtssd. Saadaan H-Pro-Phe-His-Sta-Ala-
Sta-OMe (vrt. esimerkki 9) vadrittdmidnd vaahtona; R, (G) =
0,12.

f

Esimerkki 15
40 mg H-Pro-Phe-His-Sta-Ala-Sta-OMe liuotetaan 10 ml:aan kyl-

l4dstettyd, metanolipitoista ammoniakkiliuosta. Liuoksen anne-

taan seistd 48 tuntia huoneen ldmp&tilassa, sen jdlkeen liuo-
tin poistetaan pytrohaihduttimessa ja jddnnds kromatografoi-
daan piihappogeelilld systeemissd kloroformi-metanoli-kons.
vesipitoinen ammoniakkiliues. (40:10:1). Pd&fraktiot yhdis-
tetddn ja haihdutetaan. J&8&nnds kuivataan suurtyhjdssd, jon-
ka jédlkeen saadaan H-Pro-His-Sta-Ala-Sta NH2 (vrt. esimerkki
9) vdrittdmidnid jauheena; Rf (kloroformi-metanoli-kons.ammo-
niakkiliuos (40:10:1)) = 0,27.
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Esimerkki 16:

677 mg Z-Arg-Arg-Pro-Phe-His-OH x 3HC1l (katso vaihe 4.4)
(sisdltdd 24 paino-% NacCl), 272 mg H-Sta-Sar-His-Lys (Boc) -
OMe, 85 mg HOBt x H,0 ja 48 pl N-metyylimorfoliinia liuote-
taan 6 ml:aan DMF:a. Seos jddhdytetdan Oo:een, ja siihen 1li-
sdtddn 124 mg DCCI:a, hdmmennetddn joitakin minuutteja ja
annetaan sen jdlkeen seistd yon yli 0%:ssa ja 30 tuntia huo-
neen limpd&tilassa. Erottunut DCH suodatetaan pois, suodos
haihdutetaan kuiviin, j&8nnds kuumennetaan 12 ml:ssa meta-
noliﬁééetikk&ﬁzo—seosta (94:3:3) yhden tunnin kuluessa
600:een, liuos konsentroidaan noin 3 ml:aan ja raakatuote
saostetaan l1isdam&lld 30 ml di-isopropyylieetterid. Muute-
taan asetaattimuotoon liuottamalla 5 ml:aan 0,05 N etikka-
happoa, pieni mddrd liukenematonta ainetta suodatetaan pois
ja suodos suodatetaan hitaasti pylvd&n ldpi, joka sis&dltda
heikosti emdksisen anionivaihtajan (Merck Nr.II; pituus =
11 cm; @ = 1,2 cm). Eluaatti lyofilisoidaan n-butanoli-jda-
etikka—HZO -seos (4:1:5) suorittamalla 510 vaihetta (K =
0,4). Kromatografisesti yhtendiset fraktiot yhdistetdin,
konsentroidaan pieneen tilavuuteen ja lyofilisoidaan. Nain
saadaan Z-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Sar-His-Lys (Boc)-OMe ase-
taattimuodossa amorfisena, hyvin vesiliukoisena jauheena;
Rf (D) = 0,31; Re (M) = 0,44; Re (0) = 0,32.

Ldhtbaineena kdytetty H-Sta-Sar-His-Lys (Boc)-0OMe saadaan

seuraavalla tavalla:

Vaihe 16.1: 500 mg Z-His~-Lys(Boc)-OMe:a liuotetaan 10 ml:
aan MeOH:a ja 0,94 ml:aan 1 N HCl:a. Lisdtddn 50 mg Pd-hiiltd
(10 % Pd), jonka j&lkeen hydrataan COz—absorptiolla, kunnes
liuvos on kylldstetty, sen jdlkeen katalysaattori suodatetaan
pois ja suodos konsentroidaan noin 2 ml:aan. Lisdtddn 10 ml
DMF:a ja haihdutetaan taas 5 ml:aan. Tdmd liuos sisdltda 401
HCl x H~-His-Lys(Boc)-OMe. Liuokseen lisdtddn 252 mg Z-~Sar-
OH:a, 53 pl N-metyylimorfiliinia, 144 mg HOBt x H20 ja 252 mg
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DCCI:a, kaikkien kompconenttien liuvottamiseksi seosta himmen-
netdidn hetken aikaa, jonka jdlkeen sen annetaan seistd 20
tuntia huoneen lampdtilassa. Saostunut DCH suodatetaan 0°:
ssa, suodos haihdutetaan suurtyhjdssd hunajaksi, kuumenne-
taan 11l ml:ssa metanoli—jaéetikka—HZO—seosta (94:3:3) tunnin
kuluessa 60°:een ja taas haihdutetaan 5 ml:aan. Saostetaan
lisddm&dlla 50 ml di-isopropyylieetterid, annetaan seistd 1
tunti j&&hauteessa ja dekantoidaan ylld oleva emdliuos. Raa-
katuote puhdistetaan kromatografisesti 25 g:lla piihappo-
geelid (Merck Nr. 60, 230-400 mesh) eluointi suoritetaan
kloroformi—metanoli—HZO—jééetikka—seoksella (180:20:2:1) .
Puhtaat fraktiot liuotetaan etikkaesteriin etikkahapon pois-
tamiseksi, pestddn perdkkdin 5 % vesipitoisella natriumvety-
karbonaattiliuoksella ja vedelld ja haihduttamalla etikka-
esterifaasi saadaan t&std Z-Sar-His-Lys{Boc)-OMe amorfisena
jauheena; Rf () = 0,45; Rf (G) = 0,6.

Vaihe 16.2: 390 mg Z-Sar-His-Lys(Boc)~CMe liuotetaan 10
ml:aan 95 $ MeOH ja lisdtddn 40 mg Pd-hiiltd, jonka jidlkeen
hydrataan COz—absorptiolla, kunnes liuos on kyllédstetty.
Katalysaattori suodatetaan pois ja suodos haihdutetaan kui-
viin ja amorfinen j&adnnds kuivataan suurtyhjdsséd 40°:ssa
vakiopainoon, jolloin saadaan H-Sar-His-Lys(Boc)-~OMe; R
(G) = 0,1; Re (E) = 0,25.

£

Vaihe 16.3: 254 mg Z-Sta-OH:a (katso wvaihe 1.12), 297 mg
H~Sar~His-Lys(Boc)-OMe:a, 97 mg HOBt x Hzo ja 196 mg DCCI:a
liuotetaan tdssd jdrjestyksessd 3 ml:aan DMF:a ja seoksen
annetaan seistd 20 tuntia huoneen la&mpdtilassa. Saostunut
DCH suodatetaan pois, suodos haihdutetaan kuiviin, kuumenne-
taan 7 ml:ssa metanoli—jééetikka—HZO—seosta (94:3:3) tunnin
kuluessa 60°:een ja tadm& liuos taas haihdutetaan kuiviin.
Oljymdinen jd&nnds puhdistetaan kromagrafisesti 75 mg:1lla
piihappogeelid (Merc Nr. 60, 230-400 mesh) eluointi suori-

tetaan CHC13—MeOH—seoksella (9:1). Puhtaat fraktiot liuote-
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taan etikkaesteriin, pestdédn NaHCO;-liucksella ja vedelld

ja orgaaninen faasi haihdutetaan. Faasi sisidltdi Z-Sta-Sar-

His-Lys (Boc)-OMe amorfisessa muodossa (hunaja); Rf (F) =
0,15; Rf (1) = 0,5.
Vaihe 16.4: 380 mg Z-Sta-Sar-His-Lys(Boc)-OMe:a liuote-~

taan 10 ml:aan 95 % MeOH:a, sen jadlkeen kun 100 mg Pd-hiilta
(10 % Pd) on lis&atty, hydrataan Coz—absorptiolla, kunnes
liuos on kyllastetty, se suodatetaan ja haihdutetaan kuiviin.
Kuivataan suurtyhijdssd, jonka jdlkeen saadaan H-Sta-Sar-His-
Lys (Boc)-0OMe amcrfisena jauheena; Rf (G) = 0,18; Rf (B) =
0,53.

Esimerkki 17:

100 mg Z-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Sar~His~Lys (Boc)~0OMe:a
(katso esimerkki 16) liuotetaan 2 ml:aan 95 % MeOH:a, jonka
j&dlkeen kun 10 mg Pd-hiiltd (10 % Pd) on lisdtty, hydrataan
johtamalla vetyd liuoksen l&pi, kunnes l&htSaine on tdysin
kadonnut (ohutkerros-kontrolli). Katalysaattori suodatetaan
pois, suodos haihdutetaan kuiviin, jd&nnés liuotetaan 2 ml:
aan vettd ja lyofilisoidaan, jolloin saadaan H-Arg-~Arg-Pro-
Phe-His-Sta-Sar—-His-Lys (Boc)~-0OMe; Rf (D) = 0,15; R. (M) =
0,25; Re (0) = 0,22. '

bid

Esimerkki 18:
77 mg H-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Sar-His-Lys(Boc)~-CMe:a (esi-

merkistd 17) liuotetaan 0,4 ml:aan 95 % TFA ja secksen anne-
taan seistd 25 minuuttia. Lisddm&dllad 5 ml di-isopropyylieet-
terid ja suodattamalla sakka pois, saadaan H-Arg-Arg-Pro-Phe-
His-Sta-Sar-His-Lys—-OMe amorfisena, hygroskoopisena jauhee-
na; Rf (D) = 0,04; Re (M) = 0,04; Rf (0) = 0,05.

Asetaatin valmistamiseksi saatu yhdiste sucdatetaan tavalli-
seen tapaan pylvadn l&api, joka sisdltdd heikosti emdksisen

ioninvaihtajan asetaattimuodossa.
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Esimerkki 19:

110 mg H-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Sar—-His-Lys-OMe:a (trifluo-
riasetaattina; katso esimerkki 18) liuotetaan 1 ml:aan HZO

ja pH sd&detddn 0,5 N NH3 arvoon 5,0. Lisi&td&n 20 pl 1 %
vesipitoista trypsiiniliuosta, jonka jdlkeen pH pidetddn
pH-staatin avulla arvossa 5,0, samalla hdmmentden huoneen
ldmpbtilassa, ja 0,1 N NH3:lla lisddmdlld. Noin 10 - 15 mi-
nuutin kuluttua emdslisdys pddttyy. Liuos hapotetaan 200
ul:1lla jddetikkaa, kuumennetaan 2 minuuttia kiehuvassa vesi-
hauteessa ja lyofilisoidaan. Asetaatiksi muuttamista varten
jddnnds liuotetaan veteen ja suodatetaan hitaasti 0,05 N
etikkahappoon tasapainotetun pylvd&n l8pi (§ = 0,7 cm; pi-
tuus = 8 cm) ja jossa pylvddssd on heikosti emdksinen ionin-
vaihtaja (esim., Merck Nr.II). Eluaatti konsentroidaan pieneen
tilavuuteen ja lyofilisoidaan , jolloin saadaan H-Arg-Arg-
Pro-Phe-~-His-Sta-Sar-His-Lys~OH (asetaattina) amorfisena, hy-
vin vesiliukoisena jauheena; Rf (D) = 0,03; Rf (M) = 0,03;

R (0) = 0,03.

Esimerkki 20:
721 mg Z-Arg~Arg-Pro-Phe-His-OH x 3 HCl:a (katso vaihe 4.4)
(sisdltdd 24 paino-% NaCl), 176 mg H-Sta—B-Ala-His—Nsza,

91 mg HOBt x HZO ja 50 ul N-metyylimorfoliinia, liuotetaan

5 ml:aan DMF:a. Jddhdytetddn OO:een, jonka jdlkeen lis&dtddn
132 mg DCCI:a ja sen jdlkeen hdmmennetddn 6 tuntia 0°:ssa ja
seoksen annetaan seistd yon yvli huoneen lampdtilassa. Kitey-
tynyt DCH suodatetaan pois, suodos haihdutetaan kuiviin ja
jddannds kuumennetaan 14 ml:ssa metanoli-jééetikka—HZO-seosta
(94:3:3) yhden tunnin kuluessa 60°:een. Liuos konsentroidaan
3 ml:aan ja raakatuote saostetaan lisd&8mdlld 30 ml di-isopro-
pyylieetterid. Asetaatiksi muuttamista varten tuote liuote-
taan 5 ml:aan 0,05 N etikkahappoa, suodatetaan pieni mdadra
liukenematonta ainetta pois ja liuos suodatetaan hitaasti
0,05 N etikkahappoon tasapainotetun pylvddn ldpi (g = 1,2 cm;
pituus = 10 cm), joka sisdltdd heikosti emdksisen ioninvaih-

tajan asetaattimuodossa (Merck II). Eluaatti haihdutetaan
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noin 3 ml:aan ja lyofilisoidaan. Puhdistaminen tapahtuu
Craig—-jakaantumisen avulla suorittaen 750 vaihetta systee-
missd n—pentanoli-jééetikka—HZO (4:1:5); XK = 0,13. Kromato-
grafisesti puhtaat fraktiot yhdistet&ddn, haihdutetaan kui-
viin ja jddnnds liuotetaan 3 ml:aan Hzo ja lyofilisoidaan.
Saadaan Z—Arg—Arg—Pro—Phe—His—Sta-B—Ala-His-NH2 (asetaatti-
muoto) amorfisena, vesiliukoisena jauheena; Rf (D) = 0,17;

R_. (M) = 0,30; R. (0) = 0,25.

£ £

Ladhtbaineena kdytetty H—Sta—B—Ala—His—NH2 saadaan seuraaval-

la tavalla:

Vaihe 20.1: 6,0 g B-alaniinia liuotetaan 33,7 ml:aan 2 N
NaOH:a ja jadhdytetdan + 5%:een. Lisdtiin tipoittain té&ssa
l8mpbtilassa samanaikaisesti 22,5 ml kloorimuurahaishappo-
bentsyyliesterin 50 % liuosta tolueenissa ja 16,8 ml 4 H
NaOH:a. Emulsiota hidmmennetddn 3 tuntia jd&hauteessa. Orgaa-
ninen faasi erotetaan, jonka jdlkeen vesipitoinen faasi uu-
tetaan vield kerran eetterilld, ja lopuksi j&&hauteella jadh-
dyttden sdadet&dédn pH'44 mm:11la 2 N HCl:a arvoon 1. Sakka suo-
datetaan ja kuivataan suurtyhijdssa SOo:ssa, jonka jdlkeen
saadaan Z-8 -Ala-~OH valkoisena jauheena; R (CH2C12—MeOH-

£
kons. vesipitoinen ammoniakkiliuos (5:3:1)) = 0,37.

Vaihe 20.2: Liuos, jossa on 12,3 g Z- g-Ala-OH ja 16,0 g
H-His-OCH, x 2 HCl 300 ml:ssa DMF, jaihdytet&dn 0°:een ja
siihen lisdtddn ensin liuos, jossa on 22,75 g fosforihappo-
difenyyliesteriatsidia 110 ml:ssa DMF ja sen jdlkeen liuos,
jossa on 30,7 ml trietyyliamiinia 110 ml:ssa DMF:a. Ndin saa-
tua suspensiota hdmmennetddn 2 pdivad huoneen ldmpbtilassa,
jonka jdlkeen haihdutetaan suurtyhjdssd 6ljymdiseksi suspen-
sioksi. Tdmd ja&dnnds liuotetaan etikkaesteriin, pestddn nat-
riumvetykarbonaatilla ja suolaliuoksella, kuivataan ja haih-
dutetaan. Raakatuote erotetaan pikakromatografoimalla (1,6 g
piihappogeelid (Typ 60, Merck), 40-63 um, 0,4 bar, fraktiot
4 400 ml, ajoliuos: CHZCLZ—MeOH(l3:2)). Haihduttamalla vas-
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taavat fraktiot saadaan Z-3-Ala-His-OCH., vaalean kellertid-

3
vanid vaahtona; R, (L) = 0,69.

f
Vaihe 20.3: Seosta, jossa on 9,5 g Z—B—Ala—His—OCH3:a
95 ml:ssa 7-normaalista metanolipitoista ammoniakkiliuosta,
h&dmmennetddn y6n yli huoneen l&mpdtilassa. Suspensio laimen-
netaan 30 ml:1lla metanolia ja sitd8 h&mmennetddn edelleen
2,5 tunnin ajan huoneen l&dmp&tilassa. Kiteet suodatetaan ja
kuivataan 30°:ssa suurtyhjdssd. Emdliuos haihdutetaan ja
jddnnbs liuotetaan 80 ml:aan isopropanclia. Lisdtddn 200 ml
eetterid ja seoksen annetaan vield kiteytyd, hdmmentd&m&dlld
sitd yon yli huoneen l&mpd&tilassa. Suodatetut kiteet myds
kuivataan. Molemmista kiteytyksistd saatavat kiteet muodos-
tavat Z—B—Ala—His—NHz:a (vaalean beige, sul.p. 181—1820);
Rf (c) = 0,57.
Vaihe 20.4: Seosta, jossa on 8,19 g Z—B—Ala—His-NH2 200
ml:ssa metanoli-vesi-seosta (95:5), hydrataan 0,82 g:lla
palladium-hiilikatalysaattori (5 % Pd), huoneen l&mpdtilas-
sa normaalipaineessa 15 tunnin ajan. Katalysaattori suoda-

tetaan pois, jonka jidlkeen liuotin haihdutetaan ja tuote kui-

vataan, saadaan H-B-Ala—His—NH2 varittdmdnd jauheena; Rf (L)
= 0,01.
Vaihe 20.5: 370 mg Z-Sta-OH:a, 225 mg H—B—Ala—His—NHz:a,

153 mg HOBt x HZO ja 247 mg DCCI:a suspendoidaan 4,5 ml:aan
DMF ja seosta hdmmennetddn huoneen la&mpdtilassa. Noin 10 mi-
nuutin kuluttua ovat kaikki aineet liuenneet ja seos on kir-
kas ja noin 20 minuutin kuluttua alkaa DCH kiteytyd. Seoksen
annetaan seistd ydn yli, jonka j&dlkeen sitd@ hdmmennetd&n 30
minuutin ajan Oo:ssa, DCH suodatetaan pois ja suodos haihdu-
tetaan 8ljyksi. Tdmd kuumennetaan 14 ml:ssa metancli-jddetik-
ka—Hzo—seosta (94:3:3) yhden tunnin kuluessa 60°:een, liuos
haihdutetaan 3 ml:aan ja raakatuote saostetaan 30 ml:lla di-

isopropyylieetterid ja kuivataan. Etikkahapon poistamiseksi
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tuote liuotetaan n-butanoliin, pestddn perdkkdin 5 % NaHCO3—
liuoksella ja vedelld ja butanolifaasi haihdutetaan taas
kuiviin. Puhdistetaan kromatografisesti 30 g:lla piihappo-
geelid (Merck Nr. 60, 230-400 mesh), eluointi suoritetaan
kloroformi-metanoli-secksella (75:25), saadaan Z-Sta-g-Ala-
His—NHZ; Rf (G) = 0,28.

Vaihe 20.7: Seosta, jossa on 240 mg Z—Sta—B—Ala—HisNHZ:a
10 ml:ssa 95 % metanolia, hydrataan 50 mg:1la Pd-hiiltid

(10 8 Pd) C02—absorptiolla, kunnes liuos on kylldstetty.
Katalysaattori suodatetaan pois, suodos haihdutetaan kuiviin
ja kiinted, amorfinen jddnnds jauhetaan ja kuivataan suur-
tyhjossd, jonka jdlkeen saadaan H—Sta—B—Ala—His—Nsz R, (E)
= 0,11; Re (M) = 0,26.

bid

Esimerkki 21:

98 mg Z-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-g-Ala-His-NH, (esimerkistd
20) liuotetaan 2 ml:aan 95 % MeOH ja hydrataan 20 mg:1lla
Pd-hiiltd (10 % Pd), sekoittamalla magneetilla ja Jjohtamal-
la seokseen vetyd, kunnes ldhtdaine on hdvinnyt. Sen jdlkeen
katalysaattori suodatetaan pois, suodos haihdutetaan kuiviin
ja lasimainen jddnnds liuotetaan 2 ml:aan vettd ja lyofili-
soidaan, saadaan H—Arg-Arg—Pro—Phe—His—Sta—B—Ala—His—NH2
amorfisena jauheena; Rf (D) = 0,05; Rf (M) = 0,06; Rf (0) =
0,06.

Esimerkki 22:

333 mg Z-Arg-Arg-Pro-Phe-His-OH x 3 HCl:a (katso vaihe 4.4;
sisdltdd 24 paino-% NaCl), 106 mg H-Sta—Lac—His-NH2 X 2
HCl:a, 36 mg HOBt x H,0 Jja 64 1 N-metyyli-morfoliinia liuo-

tetaan 1 ml:aan DMF:a. 0%:ssa lisitd&n 86 mg DCCI:a, hdmmen-
netddn seosta 10 minuutin ajan ja annetaan sen jdlkeen seis-
t4 15 tuntia 0%:ssa ja kaksi pdivdd huoneen ldmpdtilassa.
Liukenemattomat aineosat (NaCl ja DCH) suodatetaan pois ja
pestddn DMF~liuoksella, suodos haihdutetaan 6ljyksi, kuumen-

netaan 10 ml:ssa metanoli—jééetikka—HZO—seosta (94:3:3)
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yhden tunnin kuluessa 60°:een ja haihdutetaan uudestaan.
Jaannds hierretddn 40 ml:n kanssa di-isopropyylieetterid,
dekantoidaan ja kuivataan, jonka jdlkeen saadaan raakatuo-
te, joka liuotetaan 4 ml:aan 0,05 N etikkahappoa ja muute-
taan asetaattimuotoon suodattamalla hitaasti pylvddn lédpi
( = 1 cm; pituus 10 cm), joka sisdltdi heikosti emdksisen
ioninvaihtajan (asetaattimuoto; Merck II). Eluaatti konsen-
troidaan noin 3 ml:aan ja lyofilisoidaan ja jdadnnds puhdis-
tetaan Craig-jakaantumisen avulla suorittamalla 920 vaihet-
ta systeemissd n—butanoli—jééetikka—Hzo (4:1:5) (K =0,14).
Puhtaat fraktiot yhdistet&&n, haihdutetaan kuiviin, Jj3d&nnds

livotetaan 2 ml:aan vettd ja lyofilisoidaan. Ndin saatu Z-

Arg—Arg—Pro—Phe—His-Sta—Lac-His—NH2—asetaatti on amorfinen

ja hyvin vesiliukoinen; Rf (D) = 0,23; Rf (M) = 0,36; R
(0) = 0,29.

£

Lahtbaineena kaytetty H—Sta—Lac—His—NH2 saadaan seuraavalla
tavalla:

Vaihe 22.1: Liuokseen, jossa on 138 mg (3S,4S)-N~Boc-sta-
tiinia (valmistus: vrt. esim. D.H.Rich et al., J.0rg.Chem 43,
3624 (1978}), 90 mg L-maitohappobentsyyliesterid ja 62 mg 4-
dimetyyliaminopyridiinid liuotettuna 9 ml:aan absoluuttista
metyleenikloridia (suodatettu aluminiumoksidin 1&pi, jonka
aktiivisuusaste I), lisdtddn 25%:ssa liuos, jossa on 124 mg
DCCI:a 3 ml:ssa absoluuttista metyleenikloridia. Saadusta
liuoksesta saostuu muutaman minuutin kuluttua DCH. Kahden
tunnin kuluttua suodatetaan ja suodos haihdutetaan pieneen
tilavuuteen. Jdljelle jaavd liuos pikakromatografoidaan 90
g:lla piihappogeelid (raekoko 0,04-0,063 mm) noin 0,3 baarin
paineessa (ajoliuvos: CH2C12—dietyylieetteri [4:1); fraktiot
4 noin 20 ml). Fraktiot 6 ja 7 yhdistetddn ja liuotin pois-
tetaan pydrodhaihduttimessa. Saadaan Boc-—Sta—Lac—OCHz—CGH5
kellertdvdnd 61jynd, joka kdytetdidn suoraan vaiheessa 22.2;

R (CHZCl -dietyylieetteri (4:1)) = 0,44.

£ 2
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Vaihe 22.2: Liuvosta, jossa on 79 mg Boc—Sta—Lac—OCH2~
C6H5:a 10 ml:ssa absoluuttista dioksaania, hydrataan 20 mg:n
palladium-hiili-katalysaattoria l&sndollessa (10 % Pd) 25°;
ssa 4 tunnin ajan. Katalysaattori suodatetaan pois, suodos
haihdutetaan ja jddnn®6s kuivataan suurtyhjtssd. Saadaan Boc-
Sta-Lac-0OH varittodmé&nd O6ljynd, joka kdytetddn suoraan vai-
heessa 22.3; Rf (G) = 0,60.
Vaihe 22.3: 63 mg Boc-Sta-Lac-0OH, 28 mg H—His—NH2 ja 28
mg HOBt x H,O liuotetaan 2 ml:aan DMF:a. Liuos jddhdytetddn
jddhauteessa ja siihen lisdtddn 49 mg DCCI:a. Sitd hdmmen-
netdsn 4 tuntia 0%:ssa ja 16 tuntia 250:ssa, jolloin DCH
saostuu. Suspensio suodatetaan, suodos haihdutetaan suurtyh-
jbssd ja jddnnds liuotetaan 3 ml:aan metanoli-jddetikka-vesi-
seosta (94:3:3) ja hdmmennetddn 1 tunti 60°:ssa. Suspensio
haihdutetaan uudestaan, jdinnds lietetdidn pieneen miidr&in
metanoli-etikkaesteri~seosta (l:1), suodatetaan ja suodos
haihdutetaan kuiviin. Jdannds pikakromatografoidaan 35 g:1lla
piihappogeelid noin 0,3 baarin paineessa (ajoliuos: metylee-
nikloridimetanoli-kons.vesipitoinen ammoniakkilius (80:10:1),
fraktiot & noin 10 ml). Fraktiot 24-35 yhdistet&&8n, liuotin
poistetaan, jd&nnds liuctetaan pieneen md&r&&n metanolia,
liuos suodatetaan ja suodos haihdutetaan uudestaan. J&dnnds
kuivataan suurtyhjéssd, jonka jdlkeen saadaan Boc-Sta-Lac-
His—NH2 vdrittdmdnd jauheena, joka kdytetddn suoraan vaihees-
sa 22.4; R (CH2C12—MeOH—kons.Vesipitoinen ammoniakkiliuos

£
(40:10:1)) = 0,62.

Vaihe 22.4: 118 mg Boc—Sta-Lac—His—NHz:a liuotetaan 1,18
ml:aan metanolia, lisdtddn 2,36 ml 5 N HCl dioksaanissa ja
seoksen annetaan seistd 2 minuutin ajan. Oljy saostetaan 1li-
sddmdlld 30 ml di-isopropyylieetteri-petrolieetteri-seosta
(1:1), annetaan seistd 20 minuuttia OO:ssa, dekantoidaan
v11ld oleva emdliuos ja kuivataan 8ljy suurtyhjdssd. Jdannds

livotetaan 4 ml:aan vettd ja lyofilisoidaan, jolloin saadaan
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H—Sta—Lac—His-—NH2 (hydrokloridina) amorfisen, hygroskooppi-

(B) = 6,05; R (M) = 0,38; R (0)

sen jauheen muodossa; R £

= 0,26.

f £

Esimerkki 23:
30 mg Z—Arg—-Arg-Pro—Phe—His—Sta—Lac-—His—NH2 (katso esimerkki

22) liuotetaan 1 ml:aan 95 % metanolia ja siihen lis&t&an

10 mg Pd-hiiltd (10 % Pd), jonka jdlkeen seos hydrataan hdm-
mentdmdllsd sitd ja johtamalla siihen vetyd. Kun reaktio on
tapahtunut (ohutkerros-kontrollit), katalysaattori suodate~
taan pois, suodos haihdutetaan kuiviin, jddnnds liuotetaan
0,6 ml:aan vettd ja lyofilisoidaan, jonka jdlkeen saadaan
H—Arg-Arg—Pro—Phe—His—Sta—Lac—His—NH2 asetaattimuodossa,
vesiliukoisena jauheena; Rf (D) = 0,07; Rf (M) = 0,09; R
(0) = 0,009.

f

Esimerkki 24:

Tassd selityksessd esitetylld tavalla saadaan:

Z-Arq-Arg—Pro-Phe—His-Sta(Ac)—Ile—His—Lys(Boc)—OCH3,
H~Pro-His-Pro-Phe-~-His-Sta-Phe~-Ile-His-~-Lys-OH; Rf (M) = 0,14

ja R (N) = 0,14,

H-Arg-D-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys-OH (vrt. esimerkki 3);

Rf (M) = 0,06, Rf {(N) = 0,08 ja Rf (D) = 0,12,
H-Pro-His-Pro—-Phe-D-His-Sta-Phe-Ile-His~-Lys—0OH; Rf (M) =
0,15, Rf (K) = 0,23 ja Rf (D) = 0,17,
H-Pro-His-Pro-Phe-His-(3R,4S5)-Sta-Ile-His-Lys-OH; Rf (M) =
0,125, Rf (RK) = 0,14 ja Rf (D) = 0,125,
H-Pro-His-Pro-Phe-D-His-Sta-Ile-His-Lys-OH; R, (M) = 0,10,

£
R, (K) = 0,21 ja R (D) = 0,125,
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Z-Ile-His-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys(Boc)~OMe; R

0.30 ja R. (E) = 0,71,

H-Ile-His-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys—-0OH; R
= 0,20,

R; (N) = 0.14 ja R. (D)

Z-Arg-His-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys(Boc)-OMe; R

0,58, R (M) = 0,52 ja R

(E) = 0,19,

hid

(M)

H-Arg-His-Pro-Phe-His-Sta-Ile-His-Lys~OH; Rf (M)

Re (M) = 0,13 ja Ry (D)

= 0,08.

£

w
I

0,21,
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd kaavan (I) mukaisen yhdisteen valmistamiseksi

H 3

R° g |
/l\ /'\Rl. (1)
2 ° .

TR

jossa Rl tarkoittaa vetyd tai asyylid, R2 tarkoittaa alkyy-

)

1

R -Pro-Phe-His~
N\.

1id tai aralkyylid, R3 vapaata tai funktionaalisesti muunnet-~
tua hydroksia, R4 tarkoittaa vapaata tai substituoitua aminoa
tai vapaata tai eetterdityd hydroksia ja -Pro-, -Phe- sekid
-His- tarkoittavat aminohappojen proliinin, fenyylialaniinin
sekd histidiinin tai n&iden (D)-isomeerien bivalenttisia
tdhteitd, ja td8llaisen, ainakin yhden suolaa muodostavan ryh-

mdn sisdltdvdn yhdisteen suolaa, t unne t tu siitid, etti

a) kaavan (I) mukaisen yhdisteen amidisidos valmistetaan saat-
tamalla vastaava, vapaan karboksyyliryhmdn sisdltdvd osayh-
diste tai sen reaktiokykyinen happojohdannainen reagoimaan
tdydentdvdn, vapaan aminoryhmdn sisdltdvidn osavhdisteen tai
tdmdn reaktiokykyisen, aktivoidun aminoryhmin sisdltdvdn joh-
dannaisen kanssa, Jjolloin reaktiokomponenteissa esiintyvit,
vapaat funktionaaliset ryhmdt, lukuunottamatta edelli mainit-
tuun reaktioon osallistuvia ryhmid, ovat mahdollisesti suoja-
tussa muodossa, ja tarvittaessa esiintyvidt suojaryhmidt loh-

kaistaan pois, tai

b) kaavan (I) mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa R3
tarkoittaa vapaata hydroksia, ketoryhmd kaavan (II) mukai-

sessa yhdisteessa

H 0 0
! I
1 . |.| [ )
R —Pro—?he—ﬁls—ﬂ\ SN/ \Rb (11)
[
2

R
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jossa substituentit tarkoittavat samaa kuin edelld, silli
edellytykselld, ettd yhdisteessd esiintyvdt vapaat, funktio-
naaliset ryhmdt, lukuunottamatta reaktioon osallistuvaa ke-
toryhmdd, ovat mahdollisesti suojatussa muodosssa, pelkiste-
tddn hydroksiryhmdksi saattamalla yhdiste reagoimaan alue-
selektiivisen pelkistysaineen kanssa, ja tarvittaessa esiin-

tyvdt suojaryhmdt lohkaistaan pois, tai

c) kaavan (III) mukaisen yhdisteen C=C-kaksoissidokseen

H
|
1 - f
<Pro-Phe-His=N_ e ¢ - (I1I1)
R e-His n\”§iﬂx‘4
3 R
2
R
jossa kaavassa substituentit tarkoittavat samaa kuin edelld
silld edellytykselld, ettd yhdisteessi esiintyvdt vapaat funk-
tionaaliset ryhmdt, lukuunottamatta reaktioon osallistuvaa
kaksoissidosta, ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, lii-
tetddn alueselektiivisesti kaavan R3—H mukainen yhdiste,
jossa R3 tarkoittaa samaa kuin edelld, ja tarvittaessa esiin-

tyvdt suojaryhmét lohkaistaan pois, tai

d) kaavan (IV) mukaisessa yhdisteessd

H X
1 . P
R -Pro-Phe Hls—ﬁ\ /-\./ N 4 (1v)

;2
jossa X tarkoittaa hyvdd poistoryhmdd ja muut substituentit
tarkoittavat samaa kuin edelld silld edellytykselld, ettd
vyhdisteessd esiintyvdt vapaat, funktionaaliset ryhmat, lu-
kuunottamatta reaktioon osallistuvaa ryhmdid, ovat mahdolli-
sesti suojatussa muodossa, substituentti X vaihdetaan subs-
tituentin R3 nukleofiiliseen muotoon saattavalla reagens-
silla substituenttiin R3, ja tarvittaessa esiintyvidt suoja-

ryhmdt lohkaistaan pois, tai
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e) kaavan (I) mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa
R4 tarkoittaa vapaata tai substituoitua aminoa, syanoryhmd

kzavan (V) mukaisessa yhdisteessad

'R3 -

1
R'-Pro-phe-nis-f 1
1s NN CN

AZ

jossa substituentit tarkoittavat samaa kuin edelld, muute-

V)

taan mahdollisesti N-substituoiduksi amidiryhmdksi, tai

f) kaavan (I) mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa R3
tarkoittaa wapaata hydroksia, kaavan (VI) mukainen epaksidi

H
I 0 0

1 7\ V]
R "P - -Hig~ [ PR ./ (VI)
ro-Phe-His N\ y A~ 4 |

&2

jossa substituentit tarkoittavat samaa kuin edells, silli
edellytykselld, ettd yhdisteessd esiintyvdt vapaat, funktio-
naaliset ryhmdt, lukuunottamatta reaktioon osallistuvaa
epoksiryhmdd, ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, pelkis-
tetddn alueselektiiviselld pelkistysaineella vastaavaksi al-
koholiksi, ja tarvittaessa esiintyvdt suocjaryhmdt lohkaistaan

pois, tai

g) kaavan (VII) mukainen yhdiste

Rl—Pro—Phe-His-E\-/@\H (VII)
éz

jossa substituentit tarkoittavat samaa kuin edelld, silld
edellytykselld, ettd yhdisteessd esiintyvidt vapaat, funktio-
naaliset ryhmdt, lukuunottamatta reaktioon osallistuvaa al-
dehydiryhmd4d, ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, saate-
taan sinkilld aktivoinnin jdlkeen (Reformatsky-reaktio) rea-
goimaan kaavan (VIII) mukaisen yhdisteen kanssa
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0
i

4
R”-CH,-C-R (viIn),

jossa RS tarkoittaa halogeenia, jonka atomipaino on 35-127
ja R4 tarkoittaa samaa kuin edelld silld edellytyksells,
ettd kaavan (VIII) mukaisessa yhdisteessd esiintyvdt, vapaat
funktionaaliset ryhmdt lukuunottamatta reaktioon osallistu-
vaa ryhmdd, ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, ja

tarvittaessa esiintyvidt suojaryhmidt lohkaistaan pois, tai

h) kaavan (I) mukaisessa yhdisteessd, jossa substituentit
tarkoittavat samaa kuin edelld silld edellytykselld, ettd
kaavan (I) mukaisessa yhdisteessd esiintyy ainakin yksi va-
paa amino-, hydroksi-, merkapto- tai karboksiryhmd ja muut
funktionaaliset ryhmdt ovat mahdollisesti suojatussa muodos-
sa, ainakin yksi vapaa amino-, hydroksi- tai merkaptoryhmd
asyloidaan liitettdvdn tdhteen sisiltdvdlld karboksyyliha-
polla tai sen reaktiokykyiselld johdannaisella tai ainakin
vksi vapaa karboksiryvhmd:. tai sen reaktiokykyinen johdannainen
esteridddn, ja tarvittaessa esiintyvdt suojaryhm&t lohkais-

taan pois, tai

i) kaavan (I) mukaisessa yhdisteessd, jossa substituentit
tarkoittavat samaa kuin edelld silld edellytykselld, ettd
kaavan (I) mukaisessa yhdisteessd esiintyy ainakin yksi va-
paa amino-, hydroksi- tai merkaptoryhmd ja muut funktionaa-
liset ryhmdt ovat mahdollisesti suojatussa muodossa, ainakin
vksi vapaa aminoryhmd alkyloidaan tai yksi vapaa hydroksi-
tai merkaptoryhmd eetterdidd&@n, ja tarvittaessa esiintyvit

suojaryhmét lohkaistaan pois, tai

j) kaavan (I) mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa R4
tarkoittaa mahdollisesti vastaavasti substituoidun aminocha-
pon N-pddtteistd tdhdettd, avataan kaavan (IX) mukainen
laktoni



10

15

20

25

90

0]

i
6
H /C~C - R

i
1 : ! ‘i (1X),
R ~Pro—-Phe-His N\‘/ \._

I
R2

N

jossa Rl ja R2 tarkoittavat samaa kuin edelld ja R6 tarkoit-
taa luonnossa esiintyvdn, kaavan (X) mukaisen aminochapon
tali sen (D)-isomeerin vastaava tdhdettad
Rﬁ-i:—coof (X)
+

Mg
joka karboksyyli- tai aminoryhmdn vdlitykselld tdhteessd R6
voi olla amidisesti sitoutunut toiseen luonnossa esiintyvdan
éminohappoon tai luonnossa esiintyvistd aminohapoista tai
niiden (D)-isomeereistd rakentuneeseen, 2-5 aminohappoa si-
sdltdvddn peptidiin, jolloin vapaat, funktionaaliset ryhmdt
ndissd@ aminohapoissa ovat mahdollisesti muunnetussa muodossa,

tai

k) yhdisteen valmistamiseksi, joka sisdltdd ainakin yhden
vapaan funktionaalisen ryhmdn kaavan (I) mukaisessa yhdistees-
s&, jossa substituentit tarkoittavat samaa kuin edelld silla
edellytykselld, ettd kaavan (I) mukaisessa yhdisteessd aina-
kin yksi funktionaalinen ryhmd on suojattu helposti poisloh-
kaistavissa olevalla suojaryhmdlli, esiintyvdt suojaryhmét
lohkaistaan pois mahdollisesti vaiheittain, ja, haluttaessa,
sen jdlkeen kun joku edelld esitetyistd menetelmistd tai jo-
kin muu mielivaltainen menetelmd on suoritettu kaavan (I) mu-
kaisen yhdisteen valmistamiseksi, saatu, kaavan (I) mukainen,
ainakin yhden suolaa muodostavan ryhmdn sisdltdvd yhdiste
muutetaan suolakseen tai saatu suola muutetaan vapaaksi yh-
disteeksi tai toiseksi suolaksi ja/tai mahdollisesti saadut
stereoisomeeriseokset erotetaan ja/tai saatu, kaavan (I) mu-

kainen yhdiste epimeroidaan.
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2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd ladhtSaineet valitaan siten, ettd valmistetaan

1 tarkoittaa luonnossa

kaavan (I) mukainen yhdiste, jossa R
esiintyvistd aminohapoista rakentuneen dipeptidin asyylit&h-

dettd, R2 tarkoittaa 2-metyyli-propyylid, R3 vapaata hydrok-

sia ja R4 tarkoittaa luonnossa esiintyvistd aminohapoista ra-
kentuneen di- tai tripeptidin N-pddtteistd tdhdettd, tai tdl-
laisen yhdisteen, joka sis&dltdd ainakin yhden suolaa muodos-

tavan ryhmidn, farmaseuttisesti kdyttdkelpoinen suola, lukuun-
ottamatta yhdisteitd H—Pro—His—Pro—Phe—His—Sta—Leu—Phe—NH2,
N—isovaleryyli—Pro—His—Pro—Phe-His—Sta—Leu-Phe—NH2 ja N-tert.
butyylioksikarbonyyli—Pro—His—Pro—Phe—His—Sta—Leu-Phe—NH2.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd lahtdaineet valitaan siten, ettd valmistetaan
kaavan (I) mukainen yhdiste, jossa Rl.tarkoittaa tihdettd
H-Pro-His-, R2 2-metyyli-propyylid, R3 vapaata hydroksia ja
R4 tdhdettd -Val-Tyr-Lys-OH, -Ile-His-Lys-OH, -Ile~His-Ser-
CH, -Val-Tyr-Ser-OH, -Val-Tyr-OH, -Ile-His-OH, —Val-Tyr—NHz,
-Ile, His—NH2 tai -Ala-Sta-OH tai t&dllaisen yhdisteen, joka
sisdltdd ainakin yhden suolaa muodostavan ryhmdn, farmaseut-

tisesti k&yttdkelpoinen suola.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne¢ttau
siitd, ettd ldhtbaineet valitaan siten, ettd valmistetaan
kaavan (I) mukainen yhdiste, jossa Rl tarkoittaa tdhdettd
H-Ile-His-, R2 2-metyyli-propyylid, R3 vapaata hydroksia

ja R4 tarkoittaa t&hdettd -val-Tyr-Lys-OH, -Ile-~-His-Lys-OH,
-Ile-His~-Ser-OH, -Val-Tyr-Ser-OH, -Val-Tyr-OH, -Ile-His-OH,
—Val—Tyr—NHz, Ile-His—NH2 tai -Ala-Sta-OH tai tallaisen yh-
disteen, joka sisdltdd ainakin yhden suolaa muodostavan ryh-

mdn, farmaseuttisesti kdyttdkelpoinen suola.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukainen menetelmi,

tunnet tu siitd, ettd lidhtdaineet valitaan siten, ettid
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valmistetaan kaavan (I) mukainen yhdiste, joka sisdltdi ai-
nakin kaksi aminohappoa, jotka ovat eri kuin a-aminohappoja,
tai tdllaisen, ainakin yhden suolaa muodostavan ryhmdn sisil-

tdvdn yhdisteen suola.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmi, t unne t t u
siitd, ettd l&dhtbaineet valitaan siten, ettd valmistetaan
kaavan (I) mukainen yhdiste, joka sisdltdd sekvenssi -Sta-
Ala-Sta- tai tdllaisen, ainakin yhden suolaa muodostavan ryh-

mdn sisdltdvdn yhdisteen suola.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd ldhtdaineet valitaan siten, ettd valmistetaan
kaavan (I) mukainen yhdiste, joka sisdlt&d aminohapon sijas-
ta ainakin yhden hydroksikarboksyylihapon, tai t&llaisen ai-
nakin yhden suolaa muodostavan ryhmdn sisdlt&dvdn yhdisteen

suola.

8. Jonkin patenttivaatimuksista 1,2 tai 5-7 mukainen menetel-
mi, tunnettu siitd, ettd lidhtdaineet valitaan siten,
ettd valmistetaan kaavan (I) mukainen yhdiste, jossa Rl tar-
koittaa tdhdettd H-Arg-Arg-, tai t&dllaisen ainakin yhden suo-

laa muodostavan ryhmdn sisdltdvdn yhdisteen suola.

9. Jonkin patenttivaatimuksista 1-8 mukainen menetelmi,

tunnettu siitd, ettd l&htdaineet valitaan siten, ettid
valmistetaan kaavan (I) mukainen yhdiste, jossa vapaat amino-
ryhmdt ovat suojatussa muodossa, tai t&dllaisen, ainakin yhden

suolaa muodostavan ryhmdn sisdltdvdn yhdisteen suola.

10. Jonkin patenttivaatimuksista 1-9 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd ldhtdaineet valitaan siten, etti
valmistetaan kaavan (I) mukainen yhdiste, jossa vapaat karbok-
syyliryhmdt ovat suojatussa muodossa, tai tdllaisen, ainakin

yhden suolaa muodostavan ryhmdn sisdltidvin yhdisteen suola.



93

11. Patenttivaatimuksen i mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd l&htdaineet valitaan siten, ettd valmistetaan
Z-Arg-Arg-Pro-Phe-His-Sta-Ile~His-Lys (Boc)-OMe tai sen far-
maseuttisesti hyvaksyttidvad suola.
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