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i)

C-reaktiivisista proteiinifragmenteista
johdetut oligopeptidit
Oligopeptider hidrledda fran

C-reaktiva proteinfragment

Tama keksinté liittyy oligopeptideihin, jotka on johdettu C-reaktiivi-
sista proteiinifragmenteista (tadmin jdlkeen CRP), ja niiden kayttson
immunomoduloivina aineina ja syddnverisuoni- ja tulehdustautien hoidos-

sa.

CRP on proteiini, jonka konsentraatio veressd yleisesti ottaen on hyvin
matala. Se on kaksituhatta kertaa korkeampi tulehdusten jidlkeen

[J.J. Morley ja I. Kushner, Am. N.Y. Acad. Sci., 389, 406-418 (1989)].
F.A. Robey et al., J. Biol. Chem., 262, No. 15, 7053-7057 (1987) esit-
tad kolme CRP-tetrapeptidisekvenssia, jotka ovat hyvin samanlaisia kuin
tuftsiini. Kemiallisesti syntetisoidut tetrapeptidit stimuloivat fago-
syyttisiid leukosyyttejd ja superoksidin tuotantoa ja saa aikaa yksiyti-
misid soluja interleukiinin 1 tuottamiseksi tuftsiinimaisella tavalla.
Kuten tuftsiini, ndmi kolme CRP-tetrapeptidiid metabilisoituvat nopeasti

ja inaktivoituvat proteaasien toimesta in vivo.

Nyt on yllittden havaittu, ettd mainittujen CRP-tetrapeptidifragment-
tien kemiallisesti modifioiduilla analogeilla on immunomoduloivaa vai-
kutusta ja ne ovat kayttokelpoisia sydanverisuonitautien ja tulehdus-

tautien hoidossa, esim. septisen shokin terapiassa.

Siksi tiamd keksinté liittyy kaavan (I) mukaisiin oligopeptideihin
Aj-Ay-Az-A, (1)

jossa

A; on aminohappoj&innés, joka on valittu ryhmédstd, johon kuuluvat

treoniini, leusiini, isoleusiini, valiini, sarkosiini, alaniini,

glysiini ja (Cy-g)asyyliglysiini, tai se ei ole lidsn4;
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A, on aminohappoj&dnnés, joka on valittu ryhmdstd, johon kuuluu leusii-
ni, isoleusiini, valiini, lysiini, ornitiini, Na-substituoitu ainakin

yhdella (C;-g)alkyylilld, bentsyylilld tai (Cj¢)asyyliryhmidlla;

A; on aminohappojiddnnés, joka on valittu ryhmistd, johon kuuluu prolii-

ni, leusiini, isoleusiini ja valiini;

A, on aminohappojiddnnés joka on valittu ryhmdstd, johon kuuluu arginii-
ni, leusiini ja glutamiini, valinnaisesti aminodoitu C-pdidtteessid tail

on agmatiinijaidnnés, tai ei ole lidsnd;

51114 edellytykselld, ettd ainakin yksi ryhmista A,, A, ja A, voi olla
poissa; jolloin mainitut yhdisteet lisdksi on tunnettu siitid, etti
edelld olevat aminohappojddnndésten sivuketjuryhmidt ja agmatiinijdannoés
voidaan valinnaisesti substituoida yhdellid tai useammalla ryhmidlla,
joka on valittu ryhmdstd, johon kuuluu (C;_g)alkyyli, bentsyyli tai
(Cy-g)asyyli; tai kukin mainituista aminohappojddnnoksistd voi olla D-
tai L-muodossa Ca-kohdassa, tai mahdollisten diastereoisomeerien tai

enantiomeerien muodossa;

ja niiden suolat farmaseuttisesti hyvaksyttdvien happojen tai emisten

kanssa.

Edullinen keksinnén mukaisten yhdisteiden ryhmid on kaavan (I) mukaiset
yhdisteet, joissa A, on aminohappojddnnés, joka on valittu ryhmisti,
johon kuuluu glysiini, treoniini, leusiini, isoleusiini, valiini, sar-

kosiini, alaniini, (Cy.g)asyyliglysiini, tal sitd ei ole lisni;

A, on aminohappoj&idnnés, joka on valittu ryhmidst&d, johon kuuluu glysii-
ni, Na-substituoitu (C;g)alkyylillad, bentsyylilla tai (C,_g)asyyliryh-
malla;

Az on proliini;

A, on glutamiini, leusiini, arginiini, valinnaisesti aminodoitu C-p&d&t-

teessd tai on agmatiinijddnndés, tai sitid ei ole lisni;
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jolloin yhdisteet lisdksi on tunnettu siits, ettd mainitun aminohappo-
jdannoksen ja agmatiinijdidnndksen sivuketjuryhmdt voidaan valinnaisesti
substituoida yhdelld tai useammalla substituentilla, joka on valittu
ryhmidstd (C,-g)alkyyli, bentsyyli tai (C,.g)asyyli; ja kukin mainituista
aminohappojéddnnéksisti voi olla Ca:ssa D- tal L-muodossa mahdollisten

diastereoisomeerien tai enantiomeerin muodossa;

ja niiden suolat farmaseuttisesti hyvédksyttidvien happojen tai emidsten

kanssa.

(Ci-g)alkyylilla tarkoitetaan sellaista ryhmd4 kuin metyyli-, etyyli-,

propyyli-, i-propyyli-, butyyli-, sec-butyyli-, tert.-butyyli-, n-pen-
tyyli-, 3-metyyli-pentyyli-, n-heksyyliryhmd, ja asiaankuuluvat mahdol-
liset isomeerit. (C,.g)asyyli on sellainen ryhmid kuin formyyli, asetyy-
1i, propionyyli, butyryyli, pentanoyyli, heksanoyyli ja asiaankuuluvat

mahdolliset isomeerit.

Téamin keksinnén toinen kohde liittyy kaavan (I) mukaisten oligopepti-
dien kdyttdéén immunomoduloivina aineina ja sydidnverisuoni- ja tulehdus-

tautien, kuten septisen shokin terapiassa.

Yleisen kaavan (I) mukaiset yhdisteet voidaan valmistaa kayttamilla
peptidisynteesimenetelmid, seksd kiintedssd faasissa ettd liuoksessa,
jotka ovat tunnettuja alalla [kts. esim. Merrified, R.B., Biochemistry,
3, 1385 (1964)}. Jos ei muuta sanota, aminohappojdinnékset on tarkoi-

tettu kaytettiviksi L-konfiguroinnissa Ca-kohdassa,

Edullisesti synteesi suoritetaan liuoksessa lidhtemilla valitusta amino-
haposta ja kokoamalla oligopeptidi asteittaisella valittujen aminohap-
pojen lisdykselld. Joka tapauksessa voidaan myés kayttdd esirakennettu-
ja di- tail tripeptidiyksikkéja. Vaikka oligopeptidin synteesi voidaan
aloittaa mistd vain aminohaposta ja se voi edetd sekid N-paidtteen ettd
C-péd4tteen suunnassa, on edullista suorittaa se N-piddtteen suunnassa.
Aminohapot tai haluttaessa esimuodostetut di- tai tripeptidit voidaan
kdyttdd sellaisenaan tai asianmukaisten johdannaisten muodossa, joiden

karboksiryhmé on suojattu ester6innilla, esim. tert.-butyyli-,



10

15

20

25

30

35

4

(tBu)-ryhmalla ja/tai amiiniryhmd amidoinnilla, esim. bentsyylioksikar-
bonyylilld (Z), ja, jos se on sopivasti suojattu ndissd sivuketjuryh-
missd, esim. 2,2,5,7,8-pentametyyli-kroman-6-sulfonyylilla (Pmc),
tert.-butyylioksikarbonyylilla (Boc) tai trifluorietikkahapolla (TFA).
Namid suojaukset voidaan suorittaa menetelmilld, jotka ovat tuttuja

peptidikemia-alan ammattihenkiléille.

Joka tapauksessa edelld mainitut suojatut johdannaiset ovat myés kau-
pallisesti saatavia tuotteita. a-amino-osuuden suojaryhmd edullisesti
poistetaan ennen kondensointia sen j&dlkeiselld aminohapolla, esim.
asidolyysilla keskivahvoilla hapoilla (esim. trifluorietikkahappo) tai
katalyyttisen hydrogenolyysin avulla kayttamilli kaasumaista vetyd tai
vetydonoreita, kuten esim. muurahaishappoa tai niiden suoloja, trietyy-
lisylaania, hydratsiinia alkalissa, jne., jotka on valittu aminohapon
ja muiden suojanpoisto huomioon ottaen, jos lidsnid, sopivien palladium-
katalysaattorin lidsndollessa. Sitten sen jdlkeisen aminohappojiddnnéksen
kondensointi suoritetaan, jolloin sellainen ja&dnnoés on sopivasti suo-

jattu osuuksissa, jotka eividt saa sekaantua mainittuun reaktioon.

Sellainen kondensointi voidaan suorittaa useilla tunnetuilla menetel-
mills, Varsinkin aktiivisia estereitsd voidaan kiyttdd, esim. sukkiini-
imidid (Su), fluoridia (F) tai kondensointiaineita, kuten bentsotri-
atsol-1l-yyli-oksi-tris-(dimetyyliamino)-fosfonium heksafluorifosfaattia
(BOP), bromi-tris-pirrolidium-fosfonium heksafluorifosfaattia (PyBroP),
disykloheksyylikarboimidia (DCC), jne., valinnaisesti katalyytin l&sni-
ollessa, joita ovat esim. l-hydroksi-bentsotriatsoli (HOBT), 4-dimetyy-
li-amino-pyridiini (DMAP), trietyyliamiini (TEA), N-metyyli-morfoliini,

N-metyyli-imidatsoli jne.

Mit4d tulee aminohappojen Na-alkyylijohdannaisiin, ne saadaan kdsittele-
milla sopivalla aldehydilld alhaisessa lampotilassa asianoboorihydridin
liasndollessa, selektiivisen pelkistysaineen, ja polaarisessa liuotti-

messa, edullisesti metanolissa.

Kun halutaan kaavan (I) mukainen oligopeptidi, jolla on C-pi#iteasema

amidin muodossa, kaupallisesti saatavia aminohappoja, joilla on sellai-
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nen osuus, voidaan kayttdd lihtéaineina tal C-pddtteinen aminohappo
voidaan amidoida HOBT-ammoniumsuolalla tai kun A, on agmatiinijidinnés

itse agmatiinilla.

Kaavan (I) mukaiset yhdisteet, joissa A; ja/tai A, ovat asyloituja
aminohappojddnnéksid, saadaan kiasittelemidlla sopivalla asyylianhydri-
dillg alhaisessa lampétilassa katalyytin lidsniollessa, kuten DMAP:n.
Vaihtoehtoisesti kaupallisesti saatavia Na-asyyliaminohappojadnnoksij

voidaan kayttaa.

Tuloksena olevat tuotteet voidaan puhdistaa kiteyttdmdlli sopivista
liuvottimista tai tarvittaessa tunnetuilla kromatograafisilla teknii-

koilla kuten kidanteisfaasi-kromatografialla ja ioninvaihto-kromatogra-

fialla.

Seuraavaksi esitetdidn esimerkkejd joidenkin keksinnén mukaisten modifi-

oitujen oligopeptidien valmistuksesta.

Aminohappojohdannaisten ja modifioitujen oligopeptidien suojattujen

fragmenttien HPLC-analyysi suoritettiin seuraavissa koeolosuhteissa:

Kolonni: Lichrosorb RP-18

Limpoétila: 25°C (jos ei muuta mainita)
Virtaus: 1,5 ml/min.

Detektori: Jasco 875-UV (230nm)

Eluentti A: 90 % vettd, 10 % asetonitriilii,

0,1 % trifluorietikkahappoa (TFA)

Eluentti B: asetonitriili, 0,1 % TFA
Eluentti C: vettd, 0,1 % TFA
Gradientit: (I): 0-40 %:sta B:td A:ssa (20'),

80 %:iin B:td A:ssa (10')
(II): 0-50 %:sta A:td C:ssid (20'),
100 %$:iin A:ta
(3'), 40 %:1iin B:td A:ssa 20'.
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Jos ei muuta mainita, kaikki synteettiset vaiheet suoritetaan huoneen-

lammdssa.

Aminohappojen suhteet ja koostumus médritettiin hydrolyysin jdlkeen 6M
HCl:114a lampétilassa 110°C 22 tunnin ajan Beckman SYSTEM GOLD -amino-

happoanalysaattorilla.

Selvyyden vuoksi, kédytettyjen lyhennysten tarkoitukset seuraavissa

esimerkeissd on lueteltu seuraavassa:

BDHA-CL - bentsyylidimetyyliheksadekyyliammoniumkloridi
Boc - tert. -butyylioksikarbonyyli

(Boc)20 - di-tert.butyyli-dikarbonaatti

BOP - bentsotriatsol-1-yyli-oksi-tris-(dimetyyli-

amino)-fosfonium heksafluorifosfaatti

BSA - N,0-bis(trimetyylisilyyli)-asetamidi

DCC - disykloheksyylikarbodi-imidi

DMAP - 4-dimetyyliamino-pyridiini

DMF - dimetyyliformamidi

F - fluoridi

HOBT - 1-hydroksi-bentsotriatsoli

Pmc - 2,2,5,7,8-pentametyyli-kromi-6-sulfonyyli
PyBrop - bromi-tris-pirrolidinium-fosfonium

heksafluorifosfaatti

tBu - tert.-butyyli

TBAF - tetrabutyyliammoniumfluoridi
TEA - trietyyliamiini

TFA - trifluorietikkahappo

Su - sukkiini-imidi

Z - bentsyylioksikarbonyyli



ESIMERKKI 1

H-Sar-Lys-Pro-Arg-OHe2AcOH

5 A) Lietteeseen, joka sisdlsi 6,9 g (12 mmol) Z-Arg-(Pmc)-OH:ta
60 ml:ssa dikloorietaania, lisattiin 8,64 ml (36 mmol) N,N-dime-
tyyliformamidi-di-tert.-butyyliasetaalia 60 minuutissa lampoti-
lassa 50°C. Lisdyksen lopussa reaktioseosta pidettiin sekoitukses-
sa 40 minuuttia ldmpdtilassa 50°C, sitten siihen lisdttiin 20 ml

10 5% natriumvetykarbonaatin vesiliuosta. Dikloorietaani haihdutet-
tiin vakuumissa ja vesifaasi laimennettiin 100 ml:1la etyyli-
asetaattia. Orgaaninen faasi erotettiin ja pestiin 5% natrium-
vetykarbonaatin vesiliuoksella ja natriumkloridin kyllistetylla
vesiliuoksella neutralisuuteen. Orgaanisesta faasista poistettiin

15 sitten vesi ja haihdutettiin vakuumissa ja tuloksena saatu raaka-
aine puhdistettiin silikageelikolonnilla (eluentti: etyyliase-
taatti/n-heksaani 6:4). Saatiin 3,4 g Z-Arg(Pmc)-OtBu:ta (HPLC,
gradientti (I): R.t. 32 min.; puhtaus 99 %).

20 B) Liuokseen, joka sisdlsi 3,385 g (5,36 mmol) yhdistettid A) 80
ml:ssa metanolia lisattiin 1,416 g (21,44 mmol) ammoniumformaat-
tia 3 ml:ssa vettd ja Pd-sientd (noin 1 g). Reaktioseosta sekoi-
tettiin hitaasti noin 2 tuntia huoneenldmméssid. Katalysaattorin
poissuodattamisen jdlkeen liuotin haihdutettiin vakuumissa ja

25 jdsnnés, joka otettiin ylés etyyliasetaattiin pestiin 5% natrium-
vetykarbonaatin vesiliuoksella, sitten vedelld neutralisuuteen.
Orgaanisesta faasista poistettiin vesi ja haihdutettiin vakuumis-
sa, jolloin saatiin 2,88 g H-Arg(Pmc)-OtBueHCOOH:ta (HPLC, gra-
dientti (I): R.t. 23,40 min.; puhtaus 99.3 %).

30
c) Yhdiste kohdassa B) liuotettiin 30 ml:aan DMF/metyleenikloridia
1:1. Erikseen 1,403 g (5,63 mmol) Z-Pro-OH:ta liuotettiin
20 ml:aan DMF/metyleenikloridia 1:1, lis&attiin BOP (2,49 g,
5,63 mmol), HOBT (0,76 g, 5,63 mmol) ja TEA (1,56 g, 11,26 mmol).
35 Nami kaksi liuosta sekoitettiin ja tuloksena saatua reaktioseosta

sekoitettiin yhden tunnin. Liuotin haihdutettiin vakuumissa ja
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8

jaannés otettiin etyyliasetaattiin ja pestiin 5%:1la natriumvety-
karbonaatilla ja vedelld neutralisuuteen. Orgaanisesta faasista
poistettiin vesi ja haihdutettiin vakuumissa ja j&&nndés trituroi-
tiin etyylieetteriin, jolloin saatiin 3,71 g Z-Pro-Arg(Pmc)-
OtBu:ta (HPLC, gradientti (I): R.t. 29,49 min.; puhtaus 99,6 %).

Liuokseen, joka sisdlsi 3,709 g (5,08 mmol) kohdan C) yhdistetti
50 ml:ssa metanolia lisidttiin 350 mg Pd/C typessid, ja sen jilkeen
hyvin hitaasti 4 ml (24 mmol) trietyylisylaania. Noin kahden
tunnin jdlkeen reaktioseos suodatettiin ja liuotin haihdutettiin
vakuumissa ja silloin saatiin 3,01 g H-Pro-Arg(Pmc)-OtBu:ta

(HPLC, gradientti (I): R.t. 24,25 min.; puhtaus 99,56 %).

Kohdan D) yhdiste (2,375 g, 4 mmol) liuotettiin 20 ml:aan DMF/me-
tyleenikloridia 1:1 t/t. Z-Lys-(Boc)-OH (1,826 g, 4,8 mmol) liuo-
tettiin 20 ml:aan samaa seosta, sitten lis&ttin BOP (2,12, g,

4,8 mmol), HOBT (0,648 g, 4,8 mmol) ja TEA (1,33 g, 9,6 mmol).
Niami kaksi liuosta sekoitettiin ja tami reaktioseos jidtettiin
sekoitukseen yhdeksi tunniksi ja sitten kidsiteltiin kuten on
kuvattu kohdassa C). J&4adnndés tituroitiin etyylieetterissi ja

siten saatiin 3,64 g Z-Lys-(Boc)-Pro-Arg(Pmc)-OtBu:ta.

Liuokseen, joka sisdlsi 3,64 g (3,8 mmol) kohdan E) yhdistetta
70 ml:ssa metanolia, lisattiin 1,321 g (20 mmol) ammoniumformaat-
tia 3 ml:ssa vettd, ja noin 1 g tuoretta Pd-sienti. Kohdassa B)
kuvattua menetelmdd kaytettiin ja saatiin 3,27 g H-Lys(Boc)-Pro-

Arg(Pmc)-OtBu:ta.

Z-Sar-OH (0,196 g, 0,88 mmol) liuotettiin 4 ml:aan DMF/mety-
leenikloridia 1:1 t/t, ja sen jédlkeen lisdttiin BOP (0,39 g,
0,88 mmol), HOBT (0,119 g, 0,88 mmol) ja TEA (0,24 g, 1,76 mmol)
ja kohdan F) yhdistettsd (0,694 g, 0,8 mmol) liuotettuna 4 ml:aan
samaa seosta. Liuos jdtettiin sekoitukseen yhdeksi tunniksi.
Liuotin haihdutettiin vakuumissa ja jaannés, joka otettiin etyy-
liasetaattiin, pestiin 5 %:1la natriumvetykarbonaatilla,

2,5 %:11la kaliumvetysulfaatilla ja vedellid neuralisuuteen. Ox-
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gaanisesta faasista poistettiin vesi ja haihdutettiin vakuumissa
ja jaannoés trituroitiin etyylieetteriin, jolloin saatiin 0,746 g

Z-Sar-Lys(Boc)-Pro-Arg(Pmc)-OtBu:ta.

Kohdan G) yhdiste (0,746 g, 0,726 mmol) liuotettiin 10 ml:aan

95 % TFA vedessd. 75 minuutin jdlkeen reaktioseos laimennettiin
vedelld ja haihdutettiin vakuumissa. J44nnods otettiin veteen,
pestiin etyylieetterilld ja jdahdytyskuivattiin. Tuloksena saatu
tuote puhdistettiin kaidnteisfaasisyrjaytys-kromatografialla.
Tuote liuotettiin 3 ml:aan TFA:n vesiliuosta (0,1 % t/t) ja
ladattiin virtauksella 0,5 ml/min. VYDAC Cl1l8 -kolonnilla

(250x10 mm) aikaisemmin tasapainoitettu vedelli, joka sisalsi TFA
(0,1 % t/t). Kolonni eluoitiin 50 mM BDHA-Cl vesiliuoksella, joka
sisalsi TFA (0,1 % t/t) virtauksella 0,5 ml/min. Noin yhden tun-
nin eluoinnin jidlkeen 0,5 ml:n fraktiot kerdttiin, kunnes syr-
jaytin eluoitiin. Fraktiot analysoitiin HPLC:11l4 ja ne, jotka
sisdlsividt puhtaan tuotteen yhdistettiin ja jaidhdytyskuivattiin.
Tuloksena saatiin 0,2 g Z-Sar-Lys-Pro-Arg-OH:ta (HPLC, gradientti
(I): R.t. 11,04 min.; puhtaus >95 %).

Kohdan H) yhdiste (0,2 g, 0,28 mmol) liuotettiin 85 %:iin muura-
haishappoa (5 ml) ja lisdttiin tuoretta Pd-sienta. Reaktioseos
jatettiin lievddn sekoitukseen 100 minuutiksi. Kun katalysaattori
oli suodatettu pois, reaktioseos laimennettiin vedellid ja jaahdy-
tyskuivattiin. Tuote puhdistettiin ioninvaihtokromatografialla
S-Sepharose F/F -kolonnilla (16x200 mm) ja eluoitiin ammonium-
asetaatin gradientilla pH:ssa 5 0,015 M:st4d 0,15 M:&44n 300 minuu-
tissa virtauksella 3 ml/min. Kerdtyt fraktiot analysoitiin
HPLC:11l4 ja ne, jotka sisdlsivdt puhtaan tuotteen, yhdistettiin
ja jadhdytyskuivattiin useamman kerran, jolloin saatiin 0,1 g

otsikkotuotetta.

gradientti (II) R.t. 7,30 min., puhtaus > 99 %

FAB-MS: m/z-471 amu [M+H]+

1_H-NMR (200 MHz: DMSO):
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d (1H; NH-Lys) 8,06;

(1H; NH-Axg) 7,17;

m (1lH; Ca-Pro) 4,63;

m (1H; Ca-Lys 4,32:4,24;

q (1H; Ca-Arg) 3,79;

m (lH; C6-Pro) 3,70;

s (2H; Ca-Sar) 3,05;

t (3H; Ca-Arg) 3,03;

t (2H; Ce-Lys) 2,75;

s(3H; CH;-Sar) 2,24;

m (4H; CA+ vy-Pro) 1,99:1,85;
s (6H; CH;C007) 1,81;

m (10H; CB+ vy-Arg; CB+ v + 6§ -Lys) 1,72:1,29.

ESIMERKKI 2

H-(D)Ala-Lvs-Pro-Arg-OHe2AcOH

Lihtemsdlla 0,122 g:sta (0,55 mmol) Z-(D)Ala-OH ja 0,434 g:sta
(0,5 mmol) esimerkin 1 yhdistettd kohdasta F), ja etenem&lli olennai-
sesti kuten on kuvattu esimerkissd 1, G-I, saatiin 0,089 g otsikko-

yhdistetta.

HPLC: gradientti (II) R.t. 9,59 min., puhtaus > 99 %
FAB-MS: m/z-471 amu [M+H]+

IH-NMR (200 MHz; DMSO):

d (1H; NH-Lys) 8,12;

(1H; NH-Arg) 7,17;

(1H; Ca-Pro) 4,60;

(1H; Ca-Lys) 4,31:4,25;
(1H; Ca-Arg) 3,78;

(2H; C6-Pro) 3,70;

(1H; Ca-Ala) 3,31;

(2H; Ca-Arg) 3,03;

(2H; Ce-Lys) 2,74;

¢ ¢ a B a0 8 82 o
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m (l4H; CB + v-Arg);

CB + v-Pro);

C8 + v + § -Lys) 2,09:1,28;
s (6H; CH,C007) 1,80;

d (3H; CHy-Ala) 1,12.

ESIMERKKI 3

Ac-Gly-Lys-Pro-Arg-OHeAcOH

Lahtemilla Ac-Gly-OH (0.09 g, 0,77 mmol) ja esimerkin 1 yhdisteesta
kohdasta F) (0,607 g, 0,7 mmol) ja suorittamalla esimerkin 1 kohdan G-H

menetelmid, saatiin 0,116 g otsikkotuotetta.

HPLC: gradientti (II) R.t. 13,06 min., puhtaus > 99 %
FAB-MS: m/z-499 amu [M+H]+

!H-NMR (200 MHz; DMSO):

d (1H; NH-Lys) 8,15;

t (1H; NH-Gly) 8,11;

d (1H; NH-Arg) 7,47;

(1H; Ca-Pro) 4,59:4,48;

(1H; Ca-Lys) 4,33:4,25;

(5H; C6-Arg; Ca-Gly; Ca-Pro) 3,84:3,59:
(2H; Ca-Arg) 3,01;

(2H; Ce-Lys) 2,70;

(l4H; CB + «v-Arg; CB + y-Pro; CB8 + v + 6§ -Lys) 2,03:1,28;
(3H; CH,C007) 1,85;

s (3H; CH3-CO-NH) 1,72,

B o ¢ 8 8 3

0

ESIMERKKI 4

H-Gly-(Et)Lys-Pro-Arg-0OHe 2AcOH

a) Esimerkin 1 yhdiste, kohta F, (0,96 g, 1,1 mmol) liuotettiin

8 ml:aan metanolia ja siihen lisdttiin 0,071 g (1,12, mmol) nat-
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C)

HPLC:

D)

HPLG:

12

riumsyanoboorihydridia. Reaktioseos jadhdytettiin limptilaan -15°C
ja siihen lisattiin 0,062 ml (1,12, mmol) asetaldehydii. 60 mi-
nuutin jdlkeen reaktioseos haihdutettiin vakuumissa ja jaannés
otettiin veteen ja lisdttiin HCl:44 pH-arvoon 3. Saostuma suoda-
tettiin ja pestiin HCl:11l4 pH-arvossa 3. Saatiin 0,825 g valkois-
ta kiintedtd ainetta, jota muodostui 70 %$:sesti H-(Et)Lys(Boc)-

Pro-Arg(Pmc)-0tBu ja 26 % siitd oli dialkyloinnin sivutuotetta.

Z-Gly-OH (0,994 g, 4,75 mmol) liuotettiin 3 ml:aan DMF/mety-
leenikloridia (4:6 t/t), ja sen jalkeen lisdttiin PyBrop (2,21 g,
4,75 mmol), di-isopropyylietyyliamiinia (2,4 ml, 14,25 mmol) ja
kiintesd aine, joka saatiin kohdassa A) liuotettiin 6 ml:aan samaa
seosta. Reaktioseos jatettiin sekoitukseen 80 minuutiksi. Liuotin
haihdﬁtettiin vakuumissa ja jaidnnés otettiin etyyliasetaattiin ja
pestiin 5 %:1la natriumvetykarbonaatilla, 2,5 %:1la kaliumvety-
sulfaatilla ja vedelld neutralisuuteen. Orgaanisesta faasista
poistettiin vesi ja haihdutettiin vakuumissa. Saatiin 0,95 g
seosta, joka sisdlsi 60 % Z-Gly-(Et)Lys(Boc)-Pro-Arg(Pmc)-
OtBu:ta.

Lihtien 0,75 g:sta kohdan B yhdistettd ja etenemdllid kuten on
kuvattu esimerkissd 1 kohdassa H), saatiin 0,125 g Z-Gly-
(Et)Lys)-Pro-Arg-OH:ta.

gradientti (I), R.t. 12 min.; puhtaus 94 5.

Yhdiste kohdassa C) puhdistettiin ioninvaihtokromatografialla
CM-Sephadex C-25 -kolonnilla (16.200 mm) eluoimalla virtauksella
3 ml/min ammoniumasetaattigradientilla pH-arvossa 6 0,02 M:sta
0,2 M:44n 270 minuutin ajan. Fraktiot, jotka kerdttiin, analysoi-
tiin HPLC:114 ja ne, jotka sisdlsividt puhtaan tuotteen, yhdistet-
tiin ja j&dahdytyskuivattiin useampaan kertaan, jolloin saatiin

0,1 g Z-Gly-(Et)Lys-Pro-Arg-OHe2AcOH:ta (ITF 1931).

gradientti (I) R.t. 12 min., puhtaus 97,5 %

FAB-MS: m/z-619 amu [M+H]+
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'H-NMR (200 MHz; DMSO):
t (lH; NH-Gly) 7,46;
m (5H; CH-aryyli) 7,37;
d (1H; NH-Lys) 7,24;
5 m (1H; Ca-Lys) 5,19;
(2H; Ca-Arg) 5,05;
(1H; Ca-Pro) 4,23;
(2H; Ca-Gly) 3,92;
(1H; Ca-Arg) 3,81;
(2H; Cé6-Pro) 3,58;
(2H; CH,-Et) 3,46;
(2H; Ca-Arg) 2,99;
(2H; Ce-Lys) 2,65;
(4H; CB- ja Cy-Pro) 2,03:1,76;
(19H, CB- ja Cy-Lys ja -Arg, ja Cé-lys) 1,69:1,19;
s (6H, CH;Co07) 1,66;
t (3H, CH;-Et) 1,04.

]

10

8 8 8 8 8 8 B 8 B

15

E) Kohdan D) yhdistettd k&siteltiin kuten on kuvattu esimerkissia 1,

20 kohdassa 1. Saatiin 0,089 g otsikkotuotetta.

HPLC: kolonnin lampétila 60°C; gradientti (I) R.t. 7,39 min.,
puhtaus > 99 %.
: FAB-MS: m/z-485 amu [M+H]+
2 25 '
'H-NMR (200 MHz; DMSO):
..... d (1H; Na-Lys) 7,12;
(0,8H; Ca-Pro) 5,24,
(0,2H; Ca-Pro) 4,34,
(1H; Ca-Lys 4,28:4,16;
(1H; Ca-Arg) 3,81;
(1H; CG§-Pro e CHy;-N) 3,70:3,16;
(2H; Ca-Gly) 3,41;
(2H; C6-Arg) 3,03;
(2H; Ce-Lys) 2,75;
(4h; Ca + y-Pro) 2,12:1,75;

30

5 8B B 8 8

.
n

‘-.o: 35

g8 o
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(6h; CH,CO007) 1,79;

m (10H; C8 + v + 6-Lys) 1,70:1,14;

t
t

(2,4H; CxH;-CH;) 0,98;
(0,6H; C*H;-CH,) 0,89.

ESIMERKKI 5

Ac-Lys-Pro-Arg-OHeTFA

a)

B)

HPLC:

Esimerkin 1 yhdiste F) (0,3 g, 0,34 mmol) liuotettiin 1 ml:aan
metyleenikloridia. Liuotin j&ihdytettiin lampétilaan -20°C ja
siihen lisdttiin DMAP (0,048 g, 0,38 mmol) ja etikkahapon anhyd-
ridia (0,035 ml, 0,38 mmol). 30 minuutin jilkeen liuotin pestiin
5 % natriumvetykarbonaatin vesiliuoksella ja natriumkloridin
kyllastetylld liuoksella. Orgaanisesta faasista poistettiin vesi
ja haihdutettiin vakuumissa, jolloin saatiin 0,28 g Ac-Lys(Boc)-

Pro-Arg(Pmc)-0tBu:ta.

Kohdan A yhdiste (0,28 g, 0, 324 mmol) kisiteltiin kuten on ku-

vattu esimerkissid 1, kohdassa H. Saatiin 0,085 g otsikkotuotetta.

gradientti (II) R.t. 13,64 min., puhtaus > 99 %.

FAB-MS: m/z-442 amu [M+H]+

IH-NMR (200 MHz; DMSO):

g2 8 « B 8 8 8 o A o

4]

(0,15H; NH-Lys) 8,45;
(0,85H; NH-Lys) 8,21;
(1H; NH-Arg) 8,09;

Ca-Pro) 4,55:4,45;
Ca-Lys) 4,43:4,33;
Ca-Arg) 4,21:4,1;
C6-Pro) 3,77:3,47;
Cé-Arg) 3,13;
Cé-Lys) 2,78,

(14H; CB + y-Arg; CB8 + y-Pro; C8 + v + §-Lys) 2,18:1,28;
(6H; C*H,C00" ja C*H,-CO-NH) 1,84.
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ESIMERKKI 6

H-Glv-(D)Lys-pro-Arg-0He2AcOH

a)

B)

)

Lihtemalla 0,544 g:sta (1,43 mmol) (D)Lys(Boc)-OH:ta ja 0,772
g:sta (1,3 mmol) esimerkin 1 kohdan d) yhdistettd ja etenemalls
kuten on kuvattu esimerkissid 1 kohdassa G saatiin 1,2 g

Z-(D)Lys(Boc)-Pro-Arg(Pmc)-OtBu:ta.

Kohdan A yhdiste (1,2 g, 1,29 mmol) liuotettiin 30 ml:aan me-
tanolia ja liuokseen lisattiin 0,325 g (5,16 mmol) ammoniumfor-
maattia 0,3 ml:ssa vettd ja noin 0,2 g tuoretta Pd-sientd. Kahden
tunnin jilkeen katalysaattori suodatettiin pois ja liuotin haih-
dutettiin vakuumissa. J44annés otettiin 50 ml:aan etyyliasetaattia
ja pestiin 5 %:sella natriumvetykarbonaatilla vedessid ja vedells
neutraalisuuteen. Orgaanisesta faasista poistettiin vesi ja haih-
dutettiin vakuumissa, jolloin saatiin 1,119 g H-(D)Lys(Boc)-Pro-
Arg(Pmac) -0tBueHCOCH.

Lihtemslls 0,229 g:sta (1,43 mmol) Z-Gly-OH:ta ja 1,119 g:sta
(1,29 mmol) esimerkin 1 kohdan B) yhdistettid ja etenemillid kuten on

kuvattu esimerkissd 1 kohdassa G saatiin 0,23 g otsikkotuotetta.

HPLG: gradientti (II) R.t. 9,53 min., puhtaus > 99 %.
FAB-MS: m/z-457 amu [M+H}+

IH-NMR (200 MHz; DMSO):

8 o a2 8 B B A A QA

(1H; NH-Lys) 8,12;
(0,6H; NH-Arg) 7,37;
(0,4H; NH-Arg) 7,27;
(0,6H; Ca-Pro) 4,80;
(0,4H; Ca-Pro) 4,61;
(1H; Ca-Lys) 4,34:4,15;
(0,6H: Ca-Arg) 3,95;
(0,4H; Ca-Arg) 3,81;
(24; C6-Pro) 3,58:3,35;
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n

(0,4H; Ca-Gly 3,26;

(0,6H; Ca-Gly) 3,11;

t (2H; C§-Arg) 3,05;

m (2H; Ce-Lys) 2,71;

m (l4H; CB + v-Arg; CB8 + y-Pro; CB8 + §-Lys) 2,11:1,13;
(6H; CH,C007) 1,79.

72}

n

ESIMERKKI 7

H-Gly-Lvs-Pro-Arg-NH,e3AcOH

A) Z-Arg(Pmc)-OH (2,87 g, 5 mmol) liuotettiin 15 ml:aan DMF, sitten
lisattiin 0,837 g (5,5 mmol) HOBT ammoniumsuolaa, ja reaktioseos
jadhdytettiin lampétilaan 0°C. Kun oli lisdtty 1,135 g (5,5 mmol)
DCC:ta, reaktioseos tuotettiin huoneenlidmpéén ja pidettiin sekoi-
tuksessa 300 minuuttia. Kun oli suodatettu disykloheksyyliurea
pois, liuotin haihdutettiin vakuumissa ja otettiin 25 ml:aan
etyyliasetaattia ja pestiin 5 %:1lla natriumvetykarbonaatin vesi-
liuoksella ja sitten vedelld neutraalisuuteen. Orgaanisesta faa-
sista poistettiin vesi, liuotettiin haihdutettiin vakuumissa ja
jédnndés kiteytettiin etyylieetteri/n-heksaanista. Tuloksena saa-
tiin 2,8 g Z-Arg(Pmc)-NH,:ta [HPLC gradientti 20-60 % B:t& A:ssa
20 minuutin ajan): R.t. 15,7 min.; puhtaus 98 %.

B) Kohdan A) yhdisteen liuokseen 1,045 g (1,82 mmol) 50 ml:ssa me-

tanolia lisdttiin 150 mg Pd/C typessd ja sen jdlkeen hyvin hi-
taasti 2 ml (12 mmol) trietyylisylaania. 120 minuutin jilkeen
reaktioseos suodatettiin pois ja liuotin haihdutettiin vakuumissa
ja siten saatiin 0,8 g H-Arg(Pmc)-NH,:ta [HPLC gradientti 20-60 %
B:t4d A:ssa 20 minuutin ajan): R.t. 8,6 min.; puhtaus 98,5 %.

C) Lidhtien Z-Pro-OH:sta (0,499 g, 2 mmol) ja kohdan B) yhdisteesta

(0,8 g, 1,82 mmol) ja edeten olennaisesti kuten on kuvattu esi-
merkissd 1 kohdassa G), saatiin 1,2 g Z-Pro-Arg(Pmc)-NH,:ta. T&mi
yhdiste liuotettiin 25 ml:aan metanolia ja lisattiin 100 mg 10 %
Pd/C, jonka jadlkeen hyvin hitaasti lisattiin 1,52 g (9,1 mmol)
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trietyylisilaania. 130 minuutin jalkeen reaktioseos suodatettiin
ja liuvotin haihdutettiin vakuumissa ja siten saatiin 0,955 g

H-Pro-Arg(Pmc)-NH,: ta.

D) Lihtemilla 0,745 g:sta (1,96 mmol) Z-Lys(Boc)-OH:ta ja
0,955 g:sta (1,78 mmol) kohdan C) yhdistettd ja etenemdlli kuten
on kuvattu kohdassa C) saatiin 1,19 g H-Lys(Boc)-Pro-Arg(Pmc)-
NH,:ta.

E) Lahtemdlla 0,385 g:sta (1,71 mmol) Z-Gly-OH:ta ja 1,19 g:sta
(1,55 mmol) kohdan D) yhdistettid ja etenemdlld kuten on kuvattu
esimerkissa 1, kohdassa G-1I) saatiin raakatuote, joka sitten
puhdistettiin ioninvaihtokromatografialla 16x200 mm CM-52 -sellu-
loosakolonnin ldpi eluoiden 2 ml/min nopeudella ammoniumasetaat-
tigradientilla pH-arvossa 7 0,025-0,30 M 240 minuutissa. Keri-
tyt fraktiot analysoitiin HPLC:11l4d ja puhtaat yhdiétettiin ja
jdé&hdytyskuivattiin useita kertoja, jolloin saatiin 0,283 g ot-
sikkoyhdistetta.

HPLC: gradientti (II) R.t. 4,7 min., puhtaus 99,3 %,
FAB-MS: m/z-456 amu [M+H]+

'H-NMR (200 MHz; DMSO):
d (0,2H; Na-Arg) 8,89;

m 1,8H; Na-Lys ja Na-Arg) 8,16:8,03;
s (0,2H; NH,-Arg) 7,77;

s (0,8H; NH,-Arg) 7,76;

s (0,8H; NH,-Arg) 7,07;

2 (0,2H; NH,-Arg) 7,00;

m (1H; Ca-Pro) 4,61:4,50;
m (1H; Ca-Lys) 4,47:4,34;
m (1lH; Ca-Arg) 4,26:4,15;
m (2H; C6-Pro) 3,77:5,43;
s (2H; Ca-Gly) 3,13;

m (2H; C&-Arg) 3,06;

t (2H; Ce-Lys) 2,67;
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m (l4H; CB + y-Arg; CB + y-Pro; C8 + v + 6-Lys) 2,12:1,26;
s (9H; CH,C007) 1,77.

ESIMERKKI 8

H-Gly-Lys-Pro-Arge3AcOH

A)

B)

¢)

Z-Lys-OH (0,84 g, 3 mmol) liuotettiin 6 ml:aan liuosta, joka
sisdlsi 3 ml 1M natriumhydroksidia ja 3 ml dioksaania, ja lisit-
tiin sitten 0,57 ml (4,5 mmol) etyylitiolitrifluoriasetaattia.
Reaktioseosta sekoitettiin lampétilassa 40°C noin 7 tunnin ajan,
sitten liuotin haihdutettiin vakuumissa ja jdidnnés otettiin

40 ml:aan 5% natriumvetykarbonaattia. Vesifaasi pestiin etyy-
liasetaatilla, pH-arvo sdddettiin arvoon 2 ja uutettiin etyy-
liasetaatilla. Orgaanisesta faasista poistettiin vesi ja liuotin
haihdutettiin vakuumissa ja siten saatiin 1 g Z-Arg(TFA)-OH:ta
6ljyna [HPLC gradientti (I): R.t. 19,7 min.; puhtaus 96 %.

H-Pro-OtBueHCl (0,283 g, 1,364 mmol) liuotettiin 9 ml:aan DMF/me-
tyleenikloridia 1:1. Kohdan A) yhdiste (0,565 g, 1,5 mmol) liuo-
tettiin 9 ml:aan samaa seosta, sitten lisdttiin BOP (0,66 g,

1,5 mmol), HOBT (0,202 g, 1,5 mmol) ja TEA (0,63 ml, 4,5 mmol).
Nama kaksi liosta yhdistettiin ja tuloksena saatua seosta sekoi-
tettiin 30 minuuttia ja sitten menetelmd, joka on kuvattu esimer-
kissa 1, kohdassa G, kaytettiin, jolloin saatiin 0,725 g Z-Lys
(TFA)-Pro-OtBu:ta 61jynd [HPLC gradientti (I): R.t. 26,12 min.;
puhtaus 95,5 %.

Liuokseen, joka sisdlsi 0,725 g (1,36 mmol) kohdan B) yhdistetti
20 ml:ssa metanolia lisattiin 80,26 g (4,1 mmol) ammoniumformaat-
tia liuotettuna 0,1 ml:aan vettd, ja noin 0,2 g tuoretta Pd-sien-
td. Kahden tunnin jdlkeen katalysaattori suodatettiin pois ja
liuvotin haihdutettiin vakuumissa. J44nn6s otettiin 40 ml:aan
etyyliasetaattia ja pestiin 5 %:1la natriumvetykarbonaatilla
vedessd ja sitten vedelld neutraalisuuteen. Orgaanisesta faasista

poistettiin vesi ja haihdutettiin vakuumissa, jolloin saatiin
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0,5 g H-Lys-(TFA)-Pro-OtBusHCOOH [HPLC gradientti (I): R.t.
16,24 min.; puhtaus 95 %.

Kohdan C) yhdiste liuotettiin 10 ml:aan DMF/metyleenikloridia
1:1. Z-Gly-OH (0,291 g, 1,4 mmol) liuotettiin 10 ml:aan samaa
seosta, sitten lisattiin BOP (0,615 g, 1,4 mmol), HOBT (0,188 g,
1,4 mmol) ja TEA (0,39 ml, 2,8 mmol). Niami& kaksi liosta yhdistet-
tiin ja tuloksena saatua seosta sekoitettiin 60 minuuttia, sitten
kiytettiin olennaisesti menetelmid, joka on kuvattu esimerkissi
1, kohdassa G. Orgaanisesta faasista poistettiin vesi ja haih-
dutettiin vakuumissa 6ljyisen jdannoéksen saamiseksi, joka kroma-
tografioitiin silikageelikolnnilla (eluentti: etyyliasetaatti/-
n-heksaani 9:1), jolloin saatiin 0,588 g Z-Gly-Lys(TFA)-Pro-
OtBu:ta (HPLC gradientti (I): R.t. 24,51 min.; puhtaus 99.3 %).

Kohdan D) yhdiste liuotettiin 15 ml:ssa 37 % HCl, joka oli aiem-
min jdihdytetty lampdétilaan 0°C. 8 minuutin jilkeen lampétilassa
0°C reaktioseos laimennettin 15 ml:1la vettd ja haihdutettiin
vakuumissa. Jd4nnés otettiin veteen, pestiin etyylieetterilli ja
jaahdytyskuivattiin, jolloin saatiin 0,531 g Z-Gly-Lys(TFA)-Pro-
OH:ta (HPLC gradientti (I): R.t. 17,69 min.; puhtaus 95 %).

Kohdan E) yhdiste (0,53 g, 1 mmol) liuotettiin 5 ml:aan etyy-
liasetaattia, lisdtiin 0,138 g (1,2 mmol) N-hydroksisukkiini-
imidia ja reaktioseos jadhdytettiin lampoétilaan -20°C. Sitten
lisattiin 0,248 g (1,2 mmol) DCC:t4. Reaktioseos jitettiin huo-
neenlampéén 90 minuutiksi, sitten saostuma suodattiin pois ja
liuotin haihdutettiin. Tidten saatiin 0,625 g Z-Gly-Lys(TFA)-Pro-
OSu:a. Natriumvetykarbonaattia (0,115 g, 1,09 mmol) liuotettiin
22 ml:aan vettd ja sen jédlkeen lisdttiin jd4rjestyksessd agma-
tiinisulfaattia (0,498 g, 2,18 mmol) ja N-metyyli-imidatsolia
(0,087 ml, 1,09 mmol). T&hidn liuokseen lisdttiin 0,57 g

(0,91 mmol) Z-Gly-Lys(TFA)-Pro-Ou:a. Reaktioseos pidetiin sekoi-
tuksessa 30 minuuttia huoneenldmmésséd, sitten seoksen pH sdddet-
tiin arvoon 3 ja pestiin etyyliasetaatilla., Vesifaasi j&ahdytys-

kuivatiin. Taten saatiin 0,58 g Z-Gly-Lys(TFA)-Pro-Agm.
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G) Kohdan F) yhdiste liuotettiin 35 ml:aan vettd ja lisdttiin 1M
natriumhydroksidia pH-arvoon 12,7. 30 minuutin jilkeen pH sddde-
tiin arvoon 7 1M HCl:1ll4 ja vesifaasi jaahdytyskuivattiin. Tulok-
sena saatu jdiannds otettiin absoluuttiseen etanoliin, suolat
suodatettiin pois ja liuos haihdutettiin vakuumissa. Saatu tuote
puhdistettiln kddnteisfaasi-syrjaytyskromatografialla esimerkin 1
kohdan H) mukaisesti. Tdten saatiin 0,251 g Z-Gly-Lys-Pro-Agm.
(HPLC gradientti (I): R.t. 10,77 min.; puhtaus 97,5 %).

H) Kohdan G) yhdiste kdsiteltiin olennaisesti kuten on kuvattu esi-

merkissd 1 kohdassa I). Saatiin 0,229 g otsikkoyhdistetts.

HPLC: gradientti (II) R.t. 10,93 min., puhtaus 98,5 %.
FAB-MS: m/z-413 amu [M+H]+

IH-NMR (200 MHz; DMSO):

t (0,2H; Na-Agm) 8,54;

81H; Na-Lys) 8,10;

(0,8H; Na-Agm) 7,96;

(0,8H; Ca-Pro) 4,55;

(0,2H; Ca-Pro) 4,41;

(1H; Ca-Lys) 4,28:4,22;

(2H; C&-Pro) 3,75:3,34;

(6H; Ca-Gly; Ca + é6-Agm) 3,21:2,93;
(2H; Ce-Lys) 2,67;

(14H; CB + vy-Agm; CB + y-Pro; CB8 + v + §-Lys) 2,11:1,25;
(9H; CH,;C007) 1,76.

o

g8 o+ B 8 8 ., a0

/2]

ESIMERKKI 9

H-Gly-Lvyvs-Pro-OHeAcOH

A) Z-Lys(Boc)-OH (1,487 g, 3,8 mmol) liuotettiin 15 ml:aan DMF/mety-
leenikloridia (1:1 t/t), ja lisdttiin perakkdin BOP (1,72 g,
3,8 mmol), HOBT (0,52 g, 3,8 mmol), TEA (1,08 ml, 7,8 mmol) ja
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H-Pro-0tBu (0,623 g, 3 mmol) liuotettuna 15 ml:aan samaa seosta.
Reaktioseos jadtettiin sekoitukseen yhdeksi tunniksi. Liuotin
haihdutettiin vakuumissa ja jddnnés otettiin etyyliasetaattiin ja
pestiin 5 %:sella natriumvetykarbonaatilla vedessid, 2,5 $:sella
kaliumvetysulfaatilla vedessd ja vedelld neutraalisuuteen. Or-
gaanisesta faasista poistettiin vesi ja haihdutettiin vakuumissa
ja jaannés trituroitiin etyleenieetterissi, jolloin saatiin 1,6 g

Z-Lys(Boc)-Pro-OtBu:ta.

Kohdan A) yhdistettad (1,50 g, 2,9 mmol) liuotettiin 20 ml:aan
metanolia ja tuloksena saatuun liuokseen lisdttiin ammoniumfor-
maattia (0,731 g, 11,6 mmol) liuotettuna 0,6 ml:aan vettid, ja
nein 0,5 g tuoretta Pd-sienti. Kahden tunnin jdlkeen katalysaat-
tori suodatettiin pois ja liuotin haihdutettiin vakuumissa. J&4in-
nés otettiin 50 ml:aan etyyliasetaattia ja pestiin 5 %:1la nat-
riumvetykarbonaatilla vedessid ja sitten vedelld neutraalisuuteen.
Orgaanisesta faasista poistettiin vesi ja haihdutettiin vakuu-

missa, jolloin saatiin 1,119 g H-Lys(Boc)-Pro-OtBusHCOOH.

Z-Gly-OH (0,762 g, 3,64 mmol) liuotettiin 15 ml:aan DMF/mety-
leenikloridia (1:1 t/t) ja sitten lisattiin perdkkdin BOP

(1,61 g, 3,64 mmol), HOBT (0,491 g, 3,64 mmol), TEA (1,01 ml,
7,28 mmol) ja H-Lys(Boc)-Pro-OtBu (1,119 g, 2,8 mmol) liuotettiin
15 ml:aan samaa seosta. Reaktioseos kisiteltiin kuten on kuvattu

kohdassa A). Tdten saatiin 1,16 g Z-Gly-Lys(Boc)-Pro-OtBu:ta,

Kohdan C) yhdiste (0,746 g, 0,726 mmol) liuotettiin 20 ml:aan

95 % TFA vedessid. Yhden tunnin jilkeen reaktioseos laimennettiin
vedelld ja haihdutettiin vakuumissa. Jadnnés otettiin sitten
veteen, pestiin etyylieetterilla ja jasdhdytyskuivattiin. Tulokse-
na saatu tuote puhdistettiin syrjaytyskianteisfaasi-kromatogra-
fialla. Tuote liuotettiin 3 ml:aan TFA:n vesiliuosta (0,1 % t/t)
ja ladattiin VYDAC C18 -kolonnille (250x10 mm), joka oli aikai-
semmin tasapainoitettu vedella, joka sisilsi TFA (0,1 % t/t)
virtauksella 0,5 ml/min. Kolonni eluoitiin sitten nopeudella

0,5 ml/min 50 mM BDHA-Cl vesiliuoksella, joka sisdlsi TFA
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(0,1 % t/t). Noin yhden tunnin eluoinnin jilkeen 0,5 ml:n frak-
tiot kerdttiin, kunnes syrjaytin oli eluoitunut. Fraktiot ana-
lysoitiin HPLC:114 ja ne, jotka sisilsivat puhtaan tuotteen yh-
distettiin ja jddhdytyskuivattiin. Tuloksena saatiin 0,325 g
Z-Gly-Lys-Pro-OH:ta. (HPLC, gradientti (I): R.t. 11,48 min.;
puhtaus HPLC > 95 %).

Kohdan D) yhdiste (0,325 g, 0,59 mmol) liuotettiin 5 ml:aan 85 %
muurahaishappoa ja lisattiin tuoretta Pd-sientd. Reaktioseos
jdtettiin lievadian sekoitukseen noin tunniksi. Kun katalysaattori
oli suodatettu pois, muurahaishappoa laimennettiin vedelld ja
jasdhdytyskuivattiin. Tuote puhdistettiin ioninvaihtokromatogra-
fialla S-Sepharose F/F -kolonnilla (16x200 mm) ja eluoitiin no-
peudella 3 ml/min. ammoniumasetaatin gradientilla pH-arvossa 5
0,015 M:stid 0,15 M:4in viidessi tunnissa. Kerityt fraktiot ana-
lysoitiin HPLC:1lad ja ne, jotka sisdlsivdt puhtaan tuotteen,
yhdistettiin ja jddhdytyskuivattiin useamman kerran, jolloin

saatiin 0,165 g otsikkotuotetta.

LGC: gradientti (II) R.t. 3,97 min., puhtaus > 99 %.

FAB-MS: m/z-301 amu [M+H]+

IH-NMR (200 MHz; DMSO):

d

8 8 B8

(1H; Na-Lys) 8,17;
(1H; Ca-Pro) 4,60;
(1H; Ca-Lys) 4,14,
(2H; C§-Pro) 3,61;
(2H; Ca-Gly) 3,12;
(2H; Ce-Lys) 2,73;
(10H; ¢c8 + v + 6-Pro) 2,62:1,40;
(3H; CH4C007) 1,88.
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ESIMERKKI 10

H-(Et)Lys-Pro-Arg-0OHe2AcOH

5 A 0,4 g esimerkin 4 kohdan A) yhdistettd puhdistettiin silikageeli-
kromatografialla Lobar LiChroprep Si 60 -kolonnilla, 40-63 um
(31%2,5 cm), joka aiemmin oli tasapainotettu kloroformi/metano-
lilla (9/1 t/t). Kolonni eluoitiin sitten samalla seoksella vir-
tauksella 8 ml/min. Fraktiot, jotka sisidlsivdt puhtaan tuotteen
10 yhdistettiin ja liuotin haihdutettiin vakuumissa. T4ten saatiin

0,28 g H-(Et)Lys(Boc)-Pro-Arg(Pmc)-OtBu:ta.

HPLC: gradientti (I) R.t. 28,5 min., puhtaus > 99 %.

15 B) Kohdan A) yhdiste (0,28 g, 0,33 mmol) liuotettiin 6 ml:aan 95 %
TFA vedessd. 70 minuutin jidlkeen reaktioseos laimennettiin ve-
delld ja haihdutettiin vakuumissa. J44nnés otettiin sitten ve-
teen, pestiin etyylieetterillid ja jaahdytyskuivattiin. Tuote
puhdistettiin ioninvaihtokromatografialla CM-Sephadex C-25 -ko-

20 lonnilla (16x200 mm) ja eluoitiin nopeudella 3 ml/min. ammonium-
asetaatin gradientilla pH-arvossa 6 0,015 M:std 0,15 M:din

270 minuutissa. Keradtyt fraktiot analysoitiin HPLC:1l4 ja ne,

ceor jotka sisdlsivat puhtaan tuotteen, yhdistettiin ja jaahdytys-
LR kuivattiin useamman kerran, jolloin saatiin 0,14 g otsikko-
i 25 tuotetta.

12 HPLC: (kolonnin lampétila: 60°C) gradientti (II) R.t. 7,15 min.,

puhtaus > 99 %.
FAB-MS: m/z-428 amu [M+H]+
. 30
: 1H-NMR (200 MHz; DMSO):
d (1H; Na-Arg) 7,15;
m (1lH; Ca-Pro) 4,30;
q (1H; Ca-Arg) 3,79;
t. 35 m (2H; C6-Pro) 3,64;
m (1H; Ca-Lys) 3,41;
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m (2H; C&-Arg) 3,02;
m (2H; Ce-Lys) 2,75;
q (2H; CH,-Et) 2,44,
m (14H; CB ja vy-Pro, Lys ja -Arg, Cé-Lys) 2,11:1,21;
s (6H; CH,;C007) 1,80;
t (3H; CH;-Et) 0,97.

ESIMERKKI 11

(Et)2Lys-Pro-Arg-0OHe2AcOH

A)

HPLC:

B)

HPLC:

0,425 g esimerkin 4 kohdan A) yhdistettd liuotettin 7 ml:aan me-
tanolia ja lisdttiin 0,063 g (1 mmol) natriumsyanoboorihydridia.
Reaktioseos jaahdytettiin lampétilaan -15°C ja lisattiin 0,155 ml
(2,5 mmol) asetaldehydii. 90 minuutin j&lkeen reaktioseos haihdu-
tettiin vakuumissa ja jd4nnés liuotettiin veteen ja lisdttiin
HCl:44 pH-arvoon 3. Tuloksena saatu saostuma suodatettiin ja
pestiin kloorivetyhapolla pH-arvossa 3. Tuloksena saatiin 0,4 g

(Et)2Lys(Boc)-Pro-Agm(Pmc)-0OtBu: ta.

gradientti (I) R.t. 30,3 min.; puhtaus > 98 %.

Kohdan A) yhdistettsa (0,4 g, 0,455 mmol) kdsiteltiin kuten esi-
merkissd 10, kohdassa B). Tuloksena saatiin 0,14 g otsikkotuotet-

ta.

(kolonnin lampétila: 60°C) gradientti (II) R.t., 11,08 min.;

puhtaus > 99 %.

FAB-MS: m/z-456 amu [M+H]+

1H-NMR
d (1H;
m (1H;
m (3H;
m (1H;
m

(2H;

(200 MHz; DMSO):
NH-Arg) 7,08;
Ca-Pro) 4,21;
Ca-Pro) 3,98:3,65;
Ca-Lys) 3,54;
Cé-Arg) 3,03;
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m (2H; Ce-Lys) 2,75;
(2H; CH,-Et) 2,38;
m (2H; CH,-Et) 2,36;
m (4H; CB ja y-Pro 2,18:1,81;
s (6H; CH;C007) 1,76;
m (LOH; CB ja Cy-Lys ja -Arg, Cé-Lys) 1,74:1,33;
t (6H; CH;-Et) 0,96.

ESIMERKKI 12

H-Gly-(Et)Lys-Pro-Leu-OHeAcOH

A)

HPLC:

B)

Esimerkin 9 kohdan A) yhdiste (5,33 g, 10 mmol) liuvotettiin

130 ml:aan absoluuttista etanolia Pd/C:n lidsnidollessa. Asetalde-
hydia (0,745 ml, 12 mmol) tiputettiin 30 minuutissa, liuotettuna
20 ml:aan absoluuttista etanolia ja sen jilkeen trietyylisilaania
(9,56 ml, 60 mmol) 60 minuutissa. 75 minuutetin jidlkeen kata-
lysaattori suodatettiin pois ja liuotin haihdutettiin vakuumissa.
Oljymidinen jdannés liuotettiin 50 ml:aan vedetdntid etyylieetterii
ja lisdttiin 3 metyyliasetaattia, joka oli kyllistetty HCl:11l4.
Tuloksena saatu saostuma suodatettiin ja kuivattiin vakuumissa.

Tuloksena saatiin 4,25 g H-(Et)Lys(Boc)-Pro-OtBu-HCl:44.
gradientti (I) R.t. 19,83 min., puhtaus > 98 %.

Z-Gly-OH:ta (3,78 g, 18 mmol) liuotettiin seokseen, joka sisdlsi
12 ml DMF:44 ja 67 ml metyleenikloridia. Liuos jiihdytettiin
lampotilaan -15°C ja lisattiin DCC:ta (1,86 g, 9.03 mmol). 15 mi-
nuutin jilkeen reaktioseos suodatettiin ja lis&dttiin kohdan A)
yhdistettd (2,6 g, 6,02 mmol) liuotettuna 40 ml:aan metyleeni-
kloria. N-metyyli-morfoliinin lisdyksen jdlkeen (0,66 ml,

6,02 mmol) reaktioseos pidettiin ldmpédtilassa 35°C 60 minuuttia.
Liuvotin haihdutettiin vakuumissa ja j&annés otettiin etyyliase-
taattiin ja pestiin 5 %:1la natriumvetykarbonaatilla vedessid ja

2,5 %:11a kaliumvetysulfaatilla vedessid. Orgaanisesta faasista
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poistettiin vesi ja haihdutettiin vakuumissa. Tuloksena saatiin

3,7 g Z-Gly-(Et)Lys(Boc)-OtBu: ta.

gradientti (I) R.t. 28,60 min., puhtaus 94 %.

Kohdan B) yhdiste (3,7 g, 6 mmol) liuotettiin 15 ml:aan 95 % TFA
vedessd. 15 minuutin jdlkeen reaktioseos kaadettiin hitaasti
etyylietteeriin ja tuloksena saatu saostuma suodatettiin ja kui-
vatettiin vakuumissa. Tuloksena saatiin 2,9 g Z-Gly-(Et)Lys-Pro-
OH:ta.

gradientti (I) R.t. 14,93 min., puhtaus 94 %.

Kohdan C) yhdistettd (1 g, 1,73 mmol) liuotettiin 6,92 ml:aan
liuvosta, joka sisdlsi dioksaania/natriumhydroksidia 0,5 M vedessi
(1/1 t/t). Liuotin j&ihdytettiin lampétilaan 0°C ja lisdttiin
(Boc)20 (0,415 g, 1,903 mmol). Reaktioseos pidettiin huoneenldm-
mossd 45 minuuttia pH-arvossa 12. Liuotin haihdutettiin vakuu-
missa ja jadanndés otettiin veteen ja pestiin etyylieetterillsi.
Vesifaasi tehtiin happamaksi pH-arvoon 3 ja uutettiin 30 ml:lla
etyyliasetaattia. Orgaanisesta faasista poistettiin vesi ja haih-
dutettiin vakuumissa. Tuloksena saatiin 0,96 g Z-Gly(Et)Lys(Boc)-
Pro-OH:ta.

gradientti (I) R.t. 23,04 min., puhtaus 92 %.

Kohdan D) yhdiste (0,281 g, 0,5 mmol) liuotettiin 4 ml:aan
DMF/metyleenikloridia 1:1 ja lisattiin BOP (0,221 g, 0,5 mmol),
HOBT (0,067 g, 0,5 mmol), TEA (0,219 ml, 1,57 mmol) ja H-Leu-
OtBueHC1l (0,117 g, 0,525 mmol). Sitten kidytettiin olennaisesti
menetelmdd, joka on kuvattu esimerkissid 1, kohdassa C. Tuloksena

saatiin 0,365 g Z-Gly(Et)Lys(Boc)-Pro-Leu-OtBu:ta.

gradientti (I) R.t. 29,86 min.; puhtaus > 99 %).

?
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Lihtemdlld kohdan E) yhdisteestd (0,365 g, 0,5 mmol) ja etenemil-
14 olennaisesti kuten on kuvattu esimerkissi 1, kohdassa H-I,

saattin 0,155 g otsikkotuotetta.

gradientti (I) R.t. 6,3 min.; puhtaus 98 %.

1H-NMR (200 MHz; DMSOQ):

d

w 2 8 82 8 #

a A ot B

(1H;
(1H;
(1H;
(1H;
(6H;
(2H;
(4H;
(3H;
(9H;
(3H;
(3H;
(3H;

NH-Leu) 6,93;

Ca-Lys) 5,23;

Ca-Pro) 4,15;

Ca-Leu) 3,84;

C6§-Gly, Cé-Pro ja CH,-Et) 3,72:3,03;
Ce-Lys) 2,75;

C8 ja vy-Pro) 2,17:1,77;

CH,C007) 1,85;

CB ja Cy-Lys ja -Leu ja C6-Lys) 1,68:1,05;
CH;-Et) 0,96;

CH;-Leu) 0,88;

CH;-Leu) 0,86.

ESIMERKKI 13

H-Gly-(Et)Lys-Pro-Agme3AcOH

A)

Lihtemdlls esimerkin 12, kohdan D) yhdisteestd (0,425 g, 0,75
mmol), N-hydroksisukkiini-imidia (0,103 g, 0,9 mmol), DCC

(0,186 g, 0,9 mmol), ja peratysten lisattiin natriumkarbonaattia
(0,095 g, 0,9 mmol), agmatiinisulfaattia (0,411 g, 1,8 mmol) ja
N-metyyli-imidatsolia (9,072 ml, 0,9 mmol), kidytettiin olennai-
sesti menetelmds, joka on kuvattu esimerkissid 8, kohdassa F).

Tuloksena saatiin 0,5 g Z-Gly-(Et)Lys-Pro-Agm.

HPLC: gradientti (I) R.t. 20,6 min.; puhtaus 85 %.
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B) Lihtemdll4 kohdan A) yhdisteestid (0,5 g, 0,74 mmol) ja etenemdlly
olennaisesti kuten on kuvattu esimerkissi 1, kohdassa H-I, saa-

tiin 0,169 g otsikkotuotetta.

HPLC: kolonnin lampétila 60°C; gradientti (II) R.t. 13,87 min.;
puhtaus > 99 %.
FAB-MS: m/z-441 amu [M+H]+

1H-NMR (200 MHz; DMSO):
t (1H; NH-Agm) 7,98;
m (1H; Ca-Lys) 5,26;
m (1H; Ce-Pro) 4,15;

m (10H; Ca-Gly, Ca-Agm, C6-Pro, Cé-Agm ja CH,-Et) 3,65:2,91;
m (2H; Ce-Lys) 2,66;
m (l4H; CB ja Cy-Lys, -pro ja -Agm ja Cé-Lys) 2,18:1,16;

s (9H; CH,C007) 1,76;
t (3H; CH;-Et) 0,99.

ESIMERKKI 14

H-Gly-(Et)Lys-Pro-OHe2AcOH

Lihtemalld esimerkin 12 kohdan C) yhdisteesta (0,2 g, 0,344 mmol) ja
etenemdlld olennaisesti kuten on kuvattu esimerkissid 1, kohdassa I,

saatiin 0,085 g otsikkotuotetta.

HPLC: kolonnin lampétila 60°C; gradientti (II) R.t. 9,32 min.;

puhtaus > 99 %.
FAB-MS: m/z-441 amu [M+H]+

1H-NMR (200 MHz; DMSO):

m (1H; Ca-Lys) 5,16;

m (1lH; Ca-Pro) 4,05;

m (6H; Ca-Gly ja C§-Pro ja CH,-Et) 3,87:2,92;
m (2H; Ce-Lys) 2,67;

m (4H; CB ja Cy-Pro) 2,10:1,65;
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(6H; CH,;C007) 1,78;

(6H; CB + v + §-Lys) 1,59:1,24,
(1,3H; CH;-Et) 1,06;

(1,7 H; CH;-Et) 1,02.

ot o+ H

ESIMERKKI 15

H-Leu-(Et)Lys-Pro-Arg-OHe2AcOH

A) Esimerkin 12 kohdan A) yhdiste (0,732 g, 1,5 mmol) liuotettiin
typessd 8 ml:aan asetonitriikia. Sitten lisattiin 0,733 ml
(3 mmol) BSA, 1,6 g (6 mmol) Z-Leu-F (L.A. Carpina, E.M.E. Man-
sour, D. Sadat-Aalaee, J. Org. Chem., 1991, 56, 2611-2614) ja
0,094 g (0,3 mmol) TBAF liuotettuna 2 ml:aan asetonitriilii,
Reaktioseos pidettiin sekoituksessa 240 minuuttia huoneenlidmmés -
s4&. Liuvotin haihdutettiin vakuumissa ja jaannoés otettiin etyyli-
asetaattiin ja pestiin 5 %:1la natriumvetykarbonaatilla ja
2,5 %:11la kaliumvetysulfaatilla neutraalisuuteen. Orgaanisesta
faasista poistettiin vesi ja haihdutettiin vakuumissa ja j&innés
puhdistettiin silikageelikromatografialla kiyttidmidlli Lobar
LiChroprep Si 60 -kolonnia, 40-63 mm, (%4x3,7 cm), joka oli ai-
kaisemmin tasapainoitettu heksaani/etyyliasetaattiin (7/3 t/t).
Kolonni eluoitiin samalla seoksella nopeudella 16 ml/min. Frak-
tiot, jotka sisalsividt puhtaan tuotteen kerdttiin ja liuotin
haihdutettiin vakuumissa. Tuloksena saatiin 0,5 g Z-Leu(Et)Lys-

(Boc) -Pro-0tBu:ta.

HPLC: gradientti (I) R.t. 31,5 min.; puhtaus 94 %.

B) Kohdan A) yhdistetta (0,5 g, 0,74 mmol) kdsiteltiin kuten on
kuvattu esimerkissd 12, kohdassa C-D). Tuloksena saatiin 0,43 g

Z-Leu-(Et)Lys(Boc)-Pro-OH:ta.

HPLC: gradientti (I) R.t. 31,5 min.; puhtaus 98 %.
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Cc) Kohdan B) yhdiste (0,43 g, 0,695 mmol) liuotettiin 9 ml:aan
1,2-dimetoksietaania ja lisattiin N-hydroksisukkiini-imidia
(0,128 g, 1,112 mmol) ja jaidhdyttamisen jdlkeen lmpétilaan -20°C
DCC (0,215 g, 1,042 mmol). 15 minuutin jidlkeen reaktioseos suoda-
tettiin ja tuloksena saatuun liuokseen lisattiin H-Arg-OH:ta
liuvotettuna 21 ml:aan DMF/KCl 0,15 M vedessd (2/1 t/t). Reak-
tioseos pidettiin sekoituksessa 110 minuuttia huoneenldmmdéssi.
Liuotin haihdutettiin sitten vakuumissa ja jdidnnos otettiin
useamman kerran absoluuttiseen etanoliin ja suodatettiin. Tulok-

sena saatiin 0,455 g Z-Leu-(Et)Lys(Boc)-Pro-Arg-OH:ta.

HPLC: gradientti (I) R.t. 24,38 min.; puhtaus 84 %.

D) Kohdan C) yhdistetti kadsiteltiin kuten on kuvattu esimerkissi 1,
kohdassa H), jolloin saatiin Z-Leu-(Et)Lys-Pro-Arg-OH:eTFA
(ITF 1929).

HPLC: gradientti (I) R.t. 17,63 min.; puhtaus 98 %.

FAB-MS: m/z-676 amu [M+H]+

'H-NMR (200 MHz; DMSO):
t (1H; NHe-Arg) 7,77;
d (1H; NL-Leu) 7,68;

m (5H; CH-axyyli) 7,37;
d (1H; NHa-Arg) 7,34;
m(1H; Ca-Lys) 5,15;

s (2H; CH,-Z) 5,03;

m (1H; Ca-Leu) 4,42;

m (1lH; Ca-Pro) 4,26;

m (1H; Ca-Arg) 3,99;

m (4H; C6-Pro ja CH,-Et) 3,68:3,18;

m (2H; C§-Arg) 3,11;

m (2H; CHe-Lys) 2,74,

m (17H; C8 ja Cy-Leu, -Lys, -Pro ja -Arg, ja C§-Lys) 2,18:1,19;
t (3H; CH;-Et) 1,12;

d (6H; CHz-Leu) 0.89.
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Kohdan D) yhdistettd (0.341 g, 0,44 mmol) kidsiteltiin kuten on
kuvattu esimerkissia 1, kohdassa I). Tuloksena saatiin 0,06 g

otsikkoyhdistetts.

gradientti (II) R.t. 29,13 min.; puhtaus 97 %.

FAB-MS: m/z-541 amu [M+H]}+

IH-NMR (200 MHz: DMSO):

d
m

m

(1H; NH-Arg) 7,10;
(1H; Ca-Lys) 5,20;
(1H; Ca-Pro) 4,19;
(1H; Ca-Arg) 3,81;

m (5H; Ca-Lys, CH,-Et ja Cé§-Pro) 3,66:3,10;

=]

8 B

(2H; C6-Arg) 3,03;
(2H; Ce-Lys) 2,74;
(17H; CB ja Cy-Leu, -Lys, -Pro ja -Arg, ja C§-Lys) 2,10:1,18;
(6H; CH,C007) 1,77;

t (3H; CHs-Et) 1,03;

(3H; CH;-Leu) 0,87.

ESIMERKKI 16

H-Gly-(isoBu)Lys-Pro-Arg-0OHe2AcOH

A)

Esimerkin 9 kohdan B) yhdiste (2,38 g, 5,95 mmol) liuotettiin

34 ml:aan metanolia ja lisittiin 20,4 ml etikkahappoa. Reaktio-
seos jaahdytettiin lampotilaan -20°C ja kun oli tiputettu isobu-
tyyrialdehydia (1,36 ml, 14,87 mmol) lisdttiin natriumsyanoboori-
hydridia (0,748 g, 11,9 mmol). Reaktioseos pidettiin sekoitukses-
sa 100 minuuttia huoneenldmméssd. Liuotin haihdutettiin sitten
vakuumissa ja jdadnnés otettiin etyyliasetaattiin ja pestiin 5 %
natriumkarbonaatilla, HCl:114 pH-arvossa 2,5 ja vedelli neutraa-
lisuuteen. Orgaanisesta faasista poistettiin vesi ja haihdutet-
tiin vakuumissa. Tuloksena saatiin 2,65 g H-(isoBu)Lys(Boc)-Pro-

OtBu:ta.
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HPLC: gradiemntti (I) R.t. 22,85 min.; puhtaus 97 %.

B) Lahtemdlla kohdan A) yhdisteesta (2,2 g, 4,8 mmol) ja Z-Gly-F:sta
(4,2 g, 20 mmol) ja etenemdlld kuten on kuvattu esimerkissi 15,

kohdassa A-D), saatiin 0,2 g otsikkoyhdistetts.

HPLC: gradientti (II) R.t. 12,58 min.; puhtaus > 98 %.

FAB-MS: m/z-513 amu [M+H]+

'H-NMR (200 MHz; DMSO):

d (1H; NH-Arg) 7,09;

(1H; Ca-Lys) 5,25;

(0,3H; Ca-Pro) 4,43;

(0,7H; Ca-Pro) 4,16;

(3H; Ca-Arg ja Cé-Pro) 3,83:3,56;
(2H; Ca-Gly) 3,38;

(4H; CH,-iBu ja Cé-Arg) 3,09:2,93;
(2H; Ce-Lys) 2,75;

(15H; CB ja Cy-Lys, -Pro ja -Arg, ja Cé-Lys ja CH-iBu) 2,13:1,16;
(6H; CH,C007) 1,79;

(2,1H; CH;-iBu) 0,81;

(3H; CH;-iBu) 0,76;

(0,9H; CH;-iBu) 0,69.

85 8 B B B B B B

[ = SN o P o TR ¢

ESIMERKKI 17

H-Gly-(isoBut)Lys-Pro-0OHeAcOH

Léhtemdllsd esimerkin 16 kohdan A) yhdisteestd (0,455 g, 1 mmol) ja
Z-Gly-fluoridista (0,84 g, 4 mmol) ja etenemdlld olennaisesti kuten on
kuvattu esimerkissd 15, kohdassa A) ja sitten esimerkissid 10, kohdassa

B), saatiin 0,172 g otsikkotuotetta.

HPLC: (kolonnin lampotila: 60°C), gradientti (II) R.t. 23,48 min.:
puhtaus > 98 %.
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FAB-MS: m/z-357 amu [M+H]+

'H-NMR (200 MHz; DMSO):

m (1H; Ce-Lys) 5,13;

(0,3H; Ca-Pro) 4,30;

(0,7H; Cea-Pro) 4,00;

(4H; Ca-Gly ja Cé-Pro) 3,68:3,31;
(2H; CH,;-iBu) 3,03;

(2H; C -Lys) 2,81:61,

(11H; CB8 ja Cvy-Lys ja -Pro, Cé-Lys ja CH-iBu) 2,05:1,24;
(3H; CH,C007) 1,86;

(2,1H; CHz-iBu) 0,82;

(3H; CH;-iBu) 0,77;

(0,9H; CH;-iBu) 0,69.

8 8B B 8 8 #

(ST« PR o A O}

ESIMERKKI 18

H-Gly-(Bz1)Lys-Pro-Arpg-OHe2AcOH

Lihtemdlld esimerkin 9 kohdan B) yhdisteestd (1,36 g, 3 mmol) ja
bentsaldehydista (0,546 g, 5,4 mmol) ja etenemdlld olennaisesti kuten
on kuvattu esimerkissid 16, kohdassa A-B) saatiin 0,395 g otsikkotuotet-

ta.
HPLC: gradientti (II) R.t. 27,85 min.; puhtaus > 99 %.
FAB-MS: m/z-546 amu [M+H]+

1H-NMR (200 MHz; DMSO):

m (6H; CH-aryyli ja NH-Arg) 7,39:6,97;
m (0,7H; Ca-Lys) 5,42;

m (0,3H; Ca-Lys) 4,93;

m (2H; Ca-Pro ja Ca-Arg) 4,65:4,44;

m (4H; Ca-Gly ja C6-Pro) 4,00:3,43;

m (2H; CH,-aryyli) 3,30,

m (2H; C&-Arg) 3,03;
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m (2H; Ce-Lys) 2,75;
m (l4H; CB- ja Cy-Lys, -Pro ja -Arg, ja Cé-Lys) 2,29:1,14;
s (6H; CH,C007) 1,79.

ESIMERKKI 19

H-Gly-Pro-Pro-Arg-OHsAcOH

A)

HPLC:

B)

HPLC:

C)

HPLG:

Lihtem4lla H-Pro-OtBueHCl:sta (0,315 g, 1,5 mmol) ja Z-Pro-OH:sta
(0,397 g, 1,59 mmol) kaytettiin olennaisesti menetelmis, joka on
kuvattu esimerkissd 1, kohdassa C-D). Tuloksena saatiin 0,4 g

H-Pro-Pro-OtBu:ta.

gradientti (I) R.t. 11,38 min.; puhtaus 93 %,

Lihtemadlld Z-Gly-OH:sta (0,333 g, 15,59 mmol) ja kohdan A) yhdis-
teestd (0,4 g, 1,5 mmol) kaytettiin olemnnaisesti menetelmidi, joka
on kuvattu esimerkissi 1, kohdassa G-H), jolloin saatiin 0,6 g
Z-Gly-Pro-Pro-OH:ta.

gradientti (I) R.t. 14,81 min.; puhtaus > 98 %.

Kohdan B) yhdistettd kasiteltiin olennaisesti kuten on kuvattu
esimerkissd 15, kohdassa C-D). Talléin saatiin 0,045 g otsikko-

tuotetta,

(kolonnin lampétila: 60°C), gradientti (II) R.t. 23,48 min.;

puhtaus > 98 %.

FAB-MS: m/z-426 amu [M+H]+

IH-NMR (200 MHz; DMSO):

d (1H;

NH-Arg) 7,34;

m (0,2H; Ca-Pro) 4,73;
m (0,8H; Ca-pro) 4,61;
m (0,2H; Ca-Pro) 4,39;
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m (0,8H; Ca-Pro) 4,33;

m (7H; Ca-Arg ja -Gly, ja 2C6-Pro) 3,83:3,26;
m (2H; C§-Arg) 3,00;

m (12H; CB- ja Cy-Pro ja -Arg) 2,22:1,26;

s (3H; CH,C007) 1,83.

Esilli olevan keksinnén yhdisteilld osoittautui olevan immunosididtivai,
sydanverisuoniin ja tulehduksiin vaikuttavaa aktiivisuutta. Varsinkin
ne osoittautuivat olevan kdyttoékelpoisia terapeuttisina aineina skep-
tistd shokkia vastaan. Tami aktiivisuus midritettin seuraavan farmako-

logisen testin avulla.

BALB/c-naarashiiriin, painoltaan 20-22 g, istutettiin vatsakalvon si-
sdisesti 1 mg / hiiri LPS:44 (lipopolysakkaridi-serotyyppi 0127:B8 -
Sigma) 0,5 ml:ssa fysiologista liuosta. Sen jilkeen ne jaettiin 10
eldimen ryhmiin, jokaiseen istutettiin vatsakalvon sisdisesti 62,5 ug /
hiiri joitakin keksinnén mukaisia yhdisteitd, 20 ja 120 minuuttia LPS:n
annostelun jalkeen. Erdstd eldinryhmid kisiteltiin ainoastaan LPS:114

ja niitd kdytettiin vertailuun. Eldimii tarkkailtiin ainakin 4 paivii.

Tulokset on esitetty seuraavassa taulukossa.

TAULUKKO

Esimerkki Eloonjadimisprosentti
(vertailu) 3,5

2 23

4 40

5 23

14 38

19 23
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Keksinnén mukaisten yhdisteiden vaikutus syddnverisuoniin tutkittiin
testin avulla, joka tdhtidsi syddntd suojaavan vaikutuksen arvioimiseen
iskeemian jalkeen, joka oli saatu aikaan vasempaan sydidnarteeriin ro-
tassa, joka oli nukutettu ja joka testi suoritettiin olennaisesti kuten
357,

1980. Tiedetddn, ettd syddnverisuonten tukkeuma aiheuttaa useita asioi-

on kuvattu julkaisussa C. Clark et al. Journl. Exp. Methods, 3,
ta, jotka muuttavat ECG-kdyrid, joihin mm. kuuluu hapen niukkuus, syd4-

men rytmihdiriét ja koe-eldinten mahdollinen kuolema.

Tdssi testissd Charles River -urosrottia, jotka oli jaettu 12 eldimen
ryhmiin, nukutettiin nembutalilla (65 mg/kg vatsakalvon sisdisesti) ja
kytkettiin sdhkéiseen syddnkdyrddn ECG:n jatkuvaksi tarkkailuksi. Sen
jélkeen eldimet lapikévivit rintaontelon avauksen ja sydidnpussin leik-
kaamisen jidlkeen saumalanka laitettiin vasemman sydinverisuonen ymp4ri
sen alun lihelle. 10 minuutin toipumisen jidlkeen ja silla edellytyksel-
14, ettd sydankdyrin muutos oli rekisterdity annosteltiin eldimille
suonensisdisesti kesinnén mukaisten yhdisteiden ennalta miirittyja
annoksia, jotka oli liuotettu taili suspendoitu suolaliuokseen. Yhdelle
eldinryhmidlle (vertailuryhmidlle) annosteltiin suonensisiisesti suola-
liuosta. 5 minuutin j&lkeen vasen syddnverisuoni sidottiin ja sidosta

pidettiin 30 minuuttia.

Edustuskelpoisissa kokeissa saatiin merkittavi sydidmen tihedlyéntisyy-
den (VT) pienennys, ontelomaisen fibrilleoinnin (VF) pienennys ja kuol-
leisuus havaittiin jopa annoksilla 0,4 mg/kg. Varsinkin havaittiin,
ettd esimerkin 4 yhdiste, kun annosteltiin 3 pg/kg, aiheutti kuollei-
suuden pienenemisen, joka esiintyi vasta 18 minuuttia sidonnan j&lkeen

yli 80 %:ssa vertailuista, kun taas VT ja VF pieneni noin 50 %.

Tamén keksinnén kohteena on myés uuden oligopeptidin kaytté immunomodu-
loivina aineina ja sydidnverisuoni- ja tulehdustautien kdsittelyssi
viitaten kaikkiin teollisiin suoritusmuotoihin, jotka kytkeytyvit mai-
nittuun kiyttoédén mysds mukaanlukien sen farmaseuttiset koostumukset.
Esimerkkej&d tdllaisista farmaseuttisista koostumuksista ovat tabletit,
sokeripddllysteiset ja kalvopddllysteiset tabletit, siirapit ja laike-

pullot, jalkimm&isten ollessa sopivia sekid suun kautta tapahtuvaan ettid
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suonensisdiseen ja verisuonen ulkopuoliseen annosteluun. Tillaiset
koostumukset sisadltavdt aktiivisen ainesosan yksinomaan tai yhdessi

yhteisten farmaseuttisesti hyvdksyttdvien kantajien ja tdyteaineiden

kanssa.

Aktiivisen ainesosan annos voi vaihdella laajoissa rajoissa riippuen
kaytetysti yhdisteestid, joka voidaan annostella yhden tai useamman ker-

ran pdividssid terapeuttisten tarpeiden mukaisesti.
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Ly

Patenttivaatimukset

1. Kaavan (I) mukaiset oligopeptidit

Ay-Ay-As-A, (1)

jossa

A, on aminohappojaannés, joka on valittu ryhmidstd, johon kuuluvat
glysiini, treoniini, leusiini, isoleusiini, valiini, sarkosiini

alaniini, (C,g)asyyliglysiini, tai sitd el ole;

A, on aminohappojadnnés, joka on valittu ryhmidstd, johon kuuluu leusii-
ni, isoleusiini, valiini, lysiini, ornitiini, Na-substituoitu ainakin

yhdelld (C,-g)alkyylilla, bentsyylilla tai (C,g)asyyliryhmalls;

A; on aminohappojéddnnés, joka on valittu ryhmidstd, johon kuuluu prolii-

ni, leusiini, isoleusiini ja valiini;

A, on aminohappojididnnés joka on valittu ryhmdstd, johon kuuluu arginii-
ni, leusiini ja glutamiini, valinnaisesti amidoitu C-pdatteessia tai on
agmatiinijdannods, tai sitd el ole; sillad edellytykselld, ettid ainoas-
taan yksi ryhmistd A,, A, ja A, voi olla poissa; jolloin mainitut yhdis-
teet lisdksi on tunnettu siitd, ettd edelld olevat aminohappojidiannésten
ja agmatiinijdannoksen sivuketjuryhmidt voidaan valinnaisesti substitu-
oida yhdellsd tai useammalla ryhmdlli, joka on valittu ryhmistid, johon
kuuluu (C,_g)alkyyli, bentsyyli tai (C,-g)asyyli; tai kukin mainituista
aminohappojdidnnoksistid voi olla D- tai L-muodossa hiiliatomilla, joka
kantaa sivuketjua, tai voi olla diastereoisomeerien tai enantiomeerien

muodossa;

ja niiden suolat farmaseuttisesti hyvidksyttdvien happojen tal emédsten

kanssa.

2. Patenttivaatimuksessa 1 madritelty oligopeptidi, tunnet tu

siitid, etti A; on aminohappojddnnés, joka on valittu ryhmistd, johon
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kuuluu glysiini, sarkosiini, alaniini, (C,.g)asyyliglysiini, tai sit4 ei

ole;

A, on aminohappojdannés, joka on valittu ryhmdstid, johon kuuluu glysiini
ja glysiini, joka on valinnaisesti Na-substituoitu (C,_ g)alkyylills,

bentsyylilla tai (C,.g)asyyliryhmilla;

A3 on proliini;

A, on arginiini, arginiini, joka on valinnaisesti amidoitu C-pditteessi

tai sen agmatiinijgannéksessi;

jolloin mainitut yhdisteet lisdksi on tunnettu siita, ettd mainitun
aminohappojddnnéksen sivuketjuryhmat ja agmatiinijddnnoksen sivuketju-
ryhmdt voidaan valinnaisesti substituoida yhdelld tai useammalla subs-
tituentilla, joka on valittu ryhmistd, johon kuuluu (C;_g)alkyyli,
bentsyyli tai (C,.g)asyyli; ja kukin mainituista aminochappojddnnoksista
vol olla Ca:n D- tai L-muodossa tai mahdollisten diastereoisomeerien

tai enantiomeerien muodossa;

ja niiden suolat farmaseuttisesti hyvidksyttdvien happojen tai emisten

kanssa.

3. Patenttivaatimuksessa 1 middritelty oligopeptidi, tunnettu
siitd, ettd A; on glysiini, A, on Na-etyylilysiini, A; on proliini ja A,
on arginiini;

ja niiden farmaseuttisesti hyviksyttdviat happo- ja emidssuolat.

4. Patenttivaatimuksessa 1 madritelty oligopeptidi, tunnettu
siitd, ettid A; on poissa, A, on Ne-asetyylilysiini, A; on proliini ja 4,

on arginiini;

ja niiden farmaseuttisesti hyviksyttdvit happo- ja emdssuolat.
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5. Patenttivaatimuksessa 1 mddritelty oligopeptidi, tunnettu
siitd, ettd A, on glysiini, A, on Na-etyylilysiini, A; on proliini ja A,
on poissa;

ja niiden farmaseuttisesti hyvidksyttavat happo- ja emissuolat.

6. Patenttivaatimusten 1-5 mukaiset yhdisteet terapeuttisina aineina.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukaiset yhdisteet sydidnverisuoniaineina.

8. Patenttivaatimuksen 6 mukaiset yhdisteet tulehduksen vastaisina

aineina.

9. Patenttivaatimuksen 6 mukaiset yhdisteet terapeuttisina aineina

septisen shokin hoitoon.

10. Farmaseuttinen koostumus, joka kisittdd patenttivaatimuksen 1
mukaisen oligopeptidin yhdessd farmaseuttisesti hyviksyttdvin tayte-

aineen kanssa.
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Patentkrav

1. Oligopeptider med formeln (I)
A1-Ap-Az-Ay (I)

dar

A; 4r en aminosyrarest som vdljes fran en grupp som bestar av glycin,
treonin, leucin, isoleucin, valin, sarkosin, alanin, (C,.g)acylglycin,

eller den 4r franvarande;

A, 4r en aminosyrarest som vdljes fran en grupp som bestar av leucin,
isoleucin, valin, lycin, ornitin, Na-substituerad med dtminstone en

(Cy-g)alkyl, bensyl eller (C,.g)acylgrupp;

A; 4r en aminosyrarest som vidljes fran en grupp som bestiar av prolin,

leucin, isoleucin och valin;

A, 4r en aminosyrarest som vidljes fran en grupp som bestar av arginin,
leucin och glutamin, valbart amiderad vid C-édndpositionen eller &4r en
agmatinrest eller &r franvarande; med den férutsdttningen att endast
en av grupperna A;, A, och A, kan vara franvarande; varvid ndmnda
foreningar vidare 4r kdnnetecknade av att grupperna av sidokedjorna
av namnda aminosyrarester och av agmatinresten kan valbart vara substi-
tuerad med en eller flera substituenter som &r valda fran en grupp som
bestar av (Ci-g)alkyl, bensyl eller (C,-g)acyl; och vardera av ndmnda
aminosyrarester kan vara i D- eller L-form pa kolatomen som bir sido-
kedjan eller i form av en av méjliga diastereoisomerer eller enantio-

merer;
och farmaceutiskt acceptabla syra- och bassalter av dessa.

2. Oligopeptid som definierats i patentkravl, kidnnetecknad

didrav, att



10

15

20

25

30

35

42

A, 4r en aminosyrarest som vidljes fran en grupp som bestdr av glycin,

sarkosin, alanin, (C,-g)acylglycin, eller den &r franvarande;

A, 4r en aminosyrarest som vdljes fran en grupp som bestar av lysin och
lysin valbart Na-substituerad med dtminstone en (G, g)alkyl, bensyl

eller (C,-g)acylgrupp;
Ay &r prolin;

A, dr arginin, arginin, valbart amiderad vid C-indpositionen eller 4r en

agmatinrest;

varvid ndmnda foreningar vidare dr kdnnetecknade av att sidokedjorna
av ndmnda aminosyrarester och av agmatinresten valbart kan vara substi-
tuerade med en eller flera substituenter som &r valda fran en grupp som
bestdr av (C;-g)alkyl, bensyl eller (C,-g)acyl; och vardera av nidmnda
aminosyrarester kan vara i D- eller L-form pa Ca, eller i form av en av

méjliga diastereoisomerer eller enantiomerer;

och farmaceutiskt acceptabla syra- och bassalter av dessa.

3. Oligopeptid som definierats i patentkrav 1, kdnnetecknad
ddrav, att A; ar glycin, A, 4r Na-etyllysin, A; &r prolin och A, &ar
arginin;

och farmaceutiskt acceptabla syra- och bassalter av dessa.

4. Oligopeptid som definierats i patentkrav l, kdnnetecknad
diarav, att A; 4r franvarande, A, d4r Na-acetyllysin, A; 4r prolin och A,
4r arginin;

och farmaceutiskt acceptabla syra- och bassalter av dessa.

5. Oligopeptid som definierats i patentkrav 1, k dnnetecknad

ddrav, att A, 4r glycin, A; 4r Na-etyllysin, A; &r prolin och A, &r

franvarande;
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och farmaceutiskt acceptabla syra- och bassalter av dessa.

6. Féreningar enligt patentkraven 1-5 som terapeutiska dmnen.

7. Féreningar enligt patentkrav 6 som hjidrtblodkidrlsamnen.

8. Féreningar enligt patentkrav 6 som inflammationsmotverkande &mnen.

9. Féreningar enligt patentkrav 6 som terapeutiska dmnen fér behandling

av septisk shock.

10. Farmaceutisk sammansidttning som innefattar en oligopeptid enligt

patentkrav 1, som anvdnds tillsammans med en farmaceutiskt acceptabelt
fyllnadsmedel.



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - DESCRIPTION
	Page 39 - CLAIMS
	Page 40 - CLAIMS
	Page 41 - CLAIMS
	Page 42 - CLAIMS
	Page 43 - CLAIMS
	Page 44 - CLAIMS

