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Alkoholi- tai aldehydijohdannaiset ja niiden kayttd

Alkohol- eller aldehydderivat och deras anvdndning

Oheisen keksinndn kohteéna on katepsiini L:n inhibiittori seka
luuresorption inhibiittori, joka sisdltda aktiivisena aineosa-

naan alkoholi- tai aldehydijohdannaista tai sen suolaa.

Osteoporosis ("luukato") on patologinen tila tai sairaus,
johon liittyy erditd oireita tai vaaroja Jjohtuen tietynastei-
sesta luun mAaraAn vdhenemisestd. Pddasiallisia oireita ovat
selkdrangan kOyristyminen sekda erilaiset murtumat selan ja
lantion luissa, nikamien keskelld, reisiluun kaulassa, vartti-
ndluun alaosassa, kylkiluissa, olkaluun yladosassa sekd muual-
la. Normaalissa luukudoksessa tapahtuu jatkuvasti luun tuhou-
tumista, mutta luussa vallitsee hyva tasapaino luun muodostu-
misen Ja resorption valillad; luunemosoluilla (osteoblast) ja
luunsyo6jédsoluilla (osteoclast) on tarkea tehtdvd luun muodos-
tuksessa ja luun resorptiossa, vastaavasti. Kun tdma tasapaino
jarkkyy, luun resorptio on voimakkaampaa kuin luun muodostumi-
nen, mikad johtaa luun madrdn vahenemiseen. Ndin ollen luun
resorptiota tukahduttavat laakkeet odotetaan kayttdkelpoisiksi
luukadon ennaltaesté@miseksi ja hoitamiseksi. Luukadon hoitami-
seen on kaytetty perinteisesti luun resorptiota tukahduttavia
aineita kuten estrogeeneja ja kalsitoniinia. Eraissa tapauksis-
sa nailla hoitavilla aineilla ei saavuteta kuitenkaan tyydyt-
tdvaa wvailkutusta kohteesta Jjohtuvista rajoituksista tai epa-
varmasta tehokkuudesta johtuen. Nain ollen alalla tarvitaan
uusi ennaltaehkdiseva/hoitava menetelm3i, jolla voidaan kasi-

telld luun voimistunutta resorptiota.

Viime aikoina on osoitettu, ettd katepsiini L, joka on luun
resorptioprosessissa luunsyd6jasolujen erittama proteaasi,
osallistuu aina kollageenin eli luuta tukevan proteiinin hajo-
amiseen. Ndin ollen voidaan olettaa, ettd luun resorptiosta
johtuva luun kollageenin hajoaminen voidaan estidi inhiboimalla
katepsiini L:n aktiivisuus, mikd olisi tehokas keino ennalta-

estd4d Jja hoitaa luukatoa. Tiedetddn, ettd epoksimeripihkahapon



johdannaisilla kuten niilld, jotka on kuvattu tarkastamattomis-
sa japanilaisissa patenttijulkaisuissa 30407471990,
30407571990 ja 304085/1990, on katepsiini L:aa&8 inhiboivaa

aktiivisuutta.

Perinteisesti tiedetdan, ettd leupeptiini ja antipaiini inhi-
boivat proteaasiaktiivisuutta, ja erilaisia yhdisteitd on syn-
tetisoitu aldehydijohdannaisina aminohapoista. Esimerkiksi ase-
tyyli-Leu-Leu-tryptofanaali, asetyyli-Leu-Leu-fenyylialaninaa-
1i ja muut on kuvattu kymotrypsiinin inhibiittoreiksi julkai-
sussa Biochemical and Biophysical Research Communications,
vol. 49, s. 343 (1972). Peptidistad perdisin olevat fenyyliala-
ninaali- Jja tryptofanaalijohdannaiset on kuvattu kymotrypsii-
nin inhibiittoreiksi Jja 1lihassurkastumataudin (myodystrophy)
laakkeiksi kansainvalisessa patenttihakemuksessa PCT WO
8400365. Samoin kansainvadlisissa patenttihakemuksissa PCT WO
9214696 ja PCT WO 9204045 on kuvattu peptidistd saatujen fe-
nyylialaninaalijohdannaisten anti-HIV-aktiivisuus sekd N-asyy-
litryptofanaalin CCK:hon (kolekystokiniini) kohdistuva antago-
nistinen aktiivisuus, vastaavasti. Patenttijulkaisussa EP-
A2-0 504 938 on kuvattu peptidin alhyhydijohdannaisten kayttd
luusairauden ennaltaehkdisemiseksi ja hoitamiseksi perustuen
ndiden johdannaisten veren kalsiumpitoisuutta alentavaan vaiku-

tukseen.

N&ama epoksimeripihkahappojohdannaiset eivadt inhiboi ainocastaan
katepsiini L:8a vaan myds muita proteaaseja, kuten edella
mainituissa patenttijulkaisuissa on esitetty, joten nditad joh-
dannaisia ei voida soveltaa kdytdntddn luukatoa ennaltaestdvi-
nd ja hoitavina laakeaineina. Edelleen, katepsiini L:&& inhi-
boivaa aktiivisuutta ei ole kuvattu edelld mainituissa, pepti-

dijohdannaisiin kohdistuvissa julkaisuissa.

Oheiset keksijdt pyrkivdt kehitt&mddn yleisemmin kadyttdkelpoi-
sen laakkeen, joka inhiboi selektiivisesti katepsiini L: aa Jja
joka wvaikuttaa suoraan luuhun luun resorptiota tukahduttaen,
ja he totesivat, ettd seuraavan vyvleisen kaavan (I) mukainen

alkoholi- ja aldehydijohdannainen inhibol tehokkaasti katep-



siini L: 82 ja silla on suoraa vaikutusta luuhun luun resorpti-
ota erinomaisesti tukahduttaen. Keksijdt suorittivat lisatut-
kimuksia taman havainnon perusteella 3ja he kehittividt oheisen

keksinndn.

Ndin ollen oheisen keksinnén kohteena on:
(1) katepsiini L:n inhibiittori, Jjoka sis&dlt&3d yhdistett4i,

jolla on kaava:

R3 Rz R*

R4 ——+¢NHCHCO) n—{NHCHCO) m——NHCH-—X (1)

missd R! on vetyatomi tai aryylialkyyli-, heterosyklinen alkyy-
li- tai alempi alkyyliryhma, joka voi olla substituoitunut; R=2
ja R3® ovat toisistaan riippumatta vetyatomi tai hiilivetyjdan-
nds, joka voi olla substituoitunut; R4 on alkanoyyli-, sul fo-
nyyli-, karbonyylioksi-, karbamoyyli- tai tiokarbamoyyliryhma,
joka voi olla substituoitunut; X on kaava -CHO tai -CHz20B
(missd B on vetyatomi tai hydroksyyliryhmda suojaava ryhma); m
ja n ovat toisistaan riippumatta kokonaisluku 0 tai 1; edel-
lyttden, ettd R4 on alkanoyyliryhmd, Jjoka on substituoitunut
aryylilla, sulfonyyliryhm&, joka on substituoitunut aryylilli,
jossa on enemman kuin 9 hiiliatomia, tai alemmalla alkyyliryh-
malla tai karbamoyyli- tai tiokarbamoyyliryhmd, joka voi olla
substituoitunut, kun R! on substituoitumaton alempi alkyyli-,
aryylialkyyli- tai metyylitioetyyliryhm&, R= ja R3 ovat toi-

sistaan riippumatta alempi alkyyli- tai aryylialkyyliryhma, X
on -CHO, m on 1 ja n on 0, tai sen suolaa.

(2) Luun resorption inhibiittori, Jjoka sisalt&d kaavan (I)

mukaista yhdistetta tai sen suolaa,
(3) kaavan (I) mukainen yhdiste tai sen suola,

(4) Kohdan (3) mukainen yhdiste, Jjossa R?* on indolyyli-alempi
alkyyli,
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(5) Kohdan (3) mukainen yhdiste, jossa R® on naftyyli-alempi
alkyyli,

(6) Kohdan (3) mukainen yhdiste, jossa R! on fenyyli-alempi
alkyyli, '

(7) Kohdan (3) mukainen vyhdiste, Jjossa R! on vety tai alempi
alkyyli,

(8) Kohdan (3) mukainen yhdiste, 3jossa R2 on haaraketjuinen
alempi alkyyli,

(9) Kohdan (3) mukainen yhdiste, jossa R2 on fenyyli-alempi
alkyyli,

(10) Kohdan (3) mukainen yhdiste, Jjossa R3® on haaraketjuinen

alempi alkyyli,

(11) Kohdan (3) mukainen yhdiste, jossa R3® on vety,

(12) Kohdan (3) mukainen vyhdiste, Jjossa R4 on alkanoyyli-,
sulfonyyli-, karbonyylioksi-, karbamoyyli- tai tiokarbamoyyli-
ryhma, joka on substituoitunut alkyyli-, aryyli-, aryylialkyy-
li- tai alisyklisellad hiilivetyryhmdlla,

(13) Kohdan (12) mukainen yhdiste, jossa R* on alkanoyyliryh-
mé&, Jjoka on substituocitunut aryylilld, sulfonyyliryhmia, joka
on substituoitunut aryylillsg, jossa on enemmdn kuin 9 hiili-
atomia, tai alemmalla alkyyliryhmdlld tai karbamoyyliryhmdlla
tai tiokarbamoyyliryhmdllad, joka voi olla substituoitunut,

(14) Mainittu yhdiste, jossa X on -CHO tai -CH=20OH,

(15) Kohdan (3) mukainen yhdiste, jossa m on 1 ja n on 1,

(16) Kohdan (3) mukainen yhdiste, jossa m on 1 ja n on O,

(17) Kohdan (3) mukainen yhdiste, jossa m on 0 ja n on 0,
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(18) Kohdan (3) mukainen yhdiste, jossa R* on alempi alkyyli,
joka voi olla substituoitunut indolyylilld; R2 on alempi al-

kyyli; R2 on naftyylisulfonyyli tai dibentsyyliasetyyli; X on
-CHO tai -CH=20H; m on O tai 1 tai n on O,

(19) Menetelmd kohdan (3) mukaisen yhdisteen tuottamiseksi,

jossa menetelmédssad yhdiste, jolla on kaava:

R3 R=2

| |

R<’/ —{NHCHCO }js——{NHCHCO) m»——OH

missd R2 ja R3 ovat toisistaan riippumatta vetyatomi, hiilive-
tyjédannds, joka voi olla substituoitunut; R<’ on alkanoyyli-,
sulfonyyli- tai karbonyylioksiryhmd, joka voi olla substituoi-
tunut, tai sen reaktiivinen johdannainen saatetaan reagoimaan

sellaisen yhdisteen kanssa, jolla on kaava:

Rl

l

H2NCHCH=0H

missda R* on vetyatomi tai aryylialkyyli-, heterosyklinen alkyy-
1i- tai alempi alkyyliryhma, joka voi olla substituoitunut, ja
minka jdlkeen toteutetaan toivottaessa hapetusreaktio tai

reaktio hydroksyyliryhmdn suojaamiseksi, seka

(20) Menetelmd kohdan (3) mukaisen vhdisteen tuottamiseksi,
jossa menetelmdssd yhdiste, jolla on kaava:

R=3 R=2

M~ NHCHCO }»—¢NHCHCO) m#—0OH

missd R2 ja R3 ovat toisistaan riippumatta vetyatomi tai hii-
livetyjédannds, joka voi olla substituoitunut, M on aminoryhmaa
suojaava ryhmd; m ja n ovat toisistaan riippumatta kokonaislu-
ku 0 tai 1, tai sen johdannainen saatetaan reagoimaan sellai-

sen yhdisteen kanssa, jolla on kaava:



Rl

I

H=NCHCH=20H

missd R* on vetyatomi tai aryylialkyyli-, heterosyklinen alkyy-

li- tai alempi alkyyliryhmd, minkd jalkeen toteutetaan reaktio

suojaavan ryhmdn poistamiseksi, asylointi-, sulfonylointi-,
oksikarbonylointi-, karbamoylointi- tai tiokarbamoylointireak-
tio tdssd Jjarjestyksessd, Jja toivottaessa hapetusreaktio tai

reaktio hydroksyyliryhmdn suojaamiseksi.

Kuvio 1 esittdid kaavamaisesti kokeellisissa esimerkeiss& 4 ja

5 saatujen plasmidien muodostamista.

Oheisessa kuvauksessa komponentteina olevat aminohapot ovat
L-konfiguraatiossa, mikali toisin ei o0le mainittu. Mikali
niistd on kaAytetty lyhenteitd, niin n&méd lyhenteet ovat IUPAC-
IUB:n (International Union of Pure and Applied Chemistry-In-
ternational Union o©of Biochemistry) biokemiallisista nimityk-~
sistd esitettyjen suositusten mukaisia, esim. Gly on glysiini,
Leu on leusiini ja Ile on isoleusiini. Keksinndn puitteissa on
kdytetty alan asiantuntijoille tuttuja aminoryhmien suojaavia
ryhmid. Edullisista aminoa suojaavista ryhmistad voidaan maini-
ta asetyyli, ©bentsyylioksikarbonyyli, 4-metoksibentsyylioksi-
karbonyyli, t-butoksikarbonyyli, ftalyyli ja formyyli, bent-
syylioksikarbonyylin tai t-butoksikarbonyylin ollessa edulli-
sia.

Mitd tulee edelld esitettyyn kaavaan (I), esimerkkeind symbo-
lin R®* esittdmistd aryylialkyyliryhmista, jotka voivat olla
substituoituneita, voidaan mainita fenyyli, naftyyli, antryy-
li, fenantryyli 3ja asenaftylenyyli, sek& monosykliset tai
kondensoituneet polysykliset aromaattiset hiilivetyryhmat,
jotka ovat tuloksena 6-14 hiiliatomia k&sittdvédn aromaattisen
hiilivetyrengasj&danndksen ja 1-4 hiiliatomia k&sittdvdn alem-
man alkyleenin valisestd sitoutumisesta, kuten Dbentsyyli,
2-fenyylietyyli, 3-fenyylipropyyli, 2-fenyylipropyyli, 1-fe-
nyylipropyyli, a-naftyylimetyyli, «a-naftyylietyyli, B-naftyy-
limetyyli j B-naftyylietyyli, 3jne.



Esimerkkeind symbolin R* esittdmistd heterosyklisistd alkyyli-
ryhmistd, jotka voivat olla substituoituneita, voidaan mainita
ne, jotka ovat tuloksena aromaattisen heterosyklisen rengas-
jaanndksen, jonka esimerkkejd on esitetty jdljemp&nid, sekid 1-4
hiiliatomia kdsittavan alemman alkyylin vilisestid sitoutumi-
sesta. Esimerkkeinda aromaattisista heterosyklisistd rengas-
jaadnndksistéad voidaan mainita 5-7-jdseniset heterosykliset
ryhmét, jotka sisdltdvat 1 rikki-, typpi- tai happiatomin,
5-6-jdseniset heterosykliset ryhmdt, Jjotka sisdltavit 2-4
typpiatomia, sekd 5- tai 6-jaseniset aromaattiset heterosykli-
set ryhmdt, jotka sisaltavat 1 tai 2 typpiatomia ja 1 rikki-
tai happiatomin. Nama& aromaattiset heterosykliset ryhmd&t voi-
vat olla kondensoituneet sellaiseen 6-jdseniseen renkaaseen,
joka sisdltada 2 typpiatomia tai vahemmdn, bentseenirenkaaseen
tali 5-jaseniseen renkaaseen, joka sisaltadaa 1 rikkiatomin. Aro-
maattisista heterosyklisista ryhmista voidaan mainita 2-pyri-
dyyli, 3-pyridyyli, 4-pyridyyli, 2-pyrimidinyyli, 4-pyrimidi-
nyyli, 5-pyrimidinyyli, 6-pyrimidinyyli, 3-pyridatsinyyli,
4-pyridatsinyyli, 2-pyratsinyyli, 2-pyrrolyyli, 3-pyrrolyyli,
2-imidatsolyyli, 4-imidatsolyyli, S-imidatsolyyli, 3-pyratso-
lyyli, 4-pyratsolyyli, isotiatsolyyli, isoksatsolyyli, 2-tiat-
solyyli, 4-tiatsolyyli, 5-tiatsolyyli, 2-oksatsolyyli, 4-ocksat-
solyyli, 5-oksatsolyyli, 1,2,4-triatsol-3-yyli, 1,2, 3-triatsol-
4-yyli, tetratsol-5-yyli, bentsimidatsol-2-yyli, indol-3-yyli,
1H-indatsolyyli, bents([b]furanyyli, isobentsofuranyyli, bents-
[b]tienyyli, 1H-pyrrolo(2,3-b]lpyradin-2-yyli, 1H-pyrrolol2, 3-
blpyridin-6-yyli, 1H-imidatso[4, 5-b]lpyridin-2-yyli, 1H-imidat-
so(4,5-c]pyridin-2-yyli Jja 1H-imidatso{4, S5-b]pyratsin-2-yyli,

jne.

Esimerkkeind symbolin R?! esittdmistd alemmista alkyyliryhmis-
ta, Jjotka wvoivat olla substituoituneita, voidaan mainita suo-
raketjuinen tai haaraketjuinen Ci-Ce-alkyyliryhmd kuten metyy-
li, etyyli, propyyli, isopropyyli, butyyli, isobutyyli, sek. ~
butyyli, tert. -butyyli, pentyyli, isopentyyli, neopentyyli,
tert. -pentyyli, heksyyli, 4-metyylipentyyli, 1,1-dimetyylibu-



tyyli, 2,2-dimetyylibutyyli, 3,3-dimetyylibutyyli ja 2-etyyli-
butyyli, jne.

Aryyliryhma tai aromaattinen heterosyklinen rengasjdinnés sym-
bolin R! esittdmdssd aryylialkyyliryhmissd tai aromaattisessa
heterosyklisessd alkyyliryhmassd Jja alemmassa alkyyliryhmidssi,
joka voi olla substituoitunut, voi k3sittdi 1-3 substituenttia
missd tahansa asemassaan. Esimerkkeind ndistd substituenteista
voidaan mainita ketjultaan alifaattiset hiilivetyryhmat, ali-
sykliset hiilivetyryhmé&t, aryyliryhmdt, aromaattiset heterosyk-
liset ryhmdt, ei-aromaattiset heterosykliset ryhmdt, halogeeni-
atomit, nitroryhmat, aminoryhmdt, jotka voivat olla substituoi-
tuneita, asyyliryhmat, Jjotka wvoivat olla substituoituneita,
hydroksyyliryhmdt, jotka voivat olla substituoituneita, tioli-
ryhmdt, jotka voivat olla substituoituneita, sekd karboksyyli-

ryhméat, jotka voivat olla esterdityneita.

Tallaisista ketjultaan alifaattisista hiilivetyryhmista voi-
daan mainita suora- tai haaraketjuiset alifaattiset hiilivety-
ryhmédt kuten alkyyliryhmédt, edullisesti ne, joissa on 1-10 hii-
liatomia, alkenyyliryhmdt, edullisesti ne, Jjoissa on 2-10
hiiliatomia, sekd alkynyyliryhma&t. Edullisista alkyyliryhmisti
voidaan mainita metyyli, -etyyli, propyyli, isopropyyli, butyy-
1i, isobutyyli, sek. -butyyli, tert. -butyyli, pentyyli, isopen-
tyyli,  neopentyyli, tert.-pentyyli, 1-etyylipropyyli, heksyy-~-
1i, isoheksyyli, 1, 1-dimetyylibutyyli, 2,2-dimetyylibutyyli,
3,3-dimetyylibutyyli, 2-etyylibutyyli, heksyyli, pentyyli, ok-
tyyli, nonyyli ja dekyyli. Edullisista alkenyyliryhmistad voi-
daan mainita vinyyli, allyyli, isopropenyyli, l-propenyyli,
2-metyyli-l-propenyyli, 1l-butenyyli, 2-butenyyli, 3-butenyyli,
2-etyyli-1l-butenyyli, 3-metyyli-2-butenyyli, l-pentenyyli, 2-
pentenyyli, 3-pentenyyli, 4-pentenyyli, 4-metyyli-3-pentenyy-
li, 1-heksenyyli, 2-heksenyyli, 3-heksenyyli, 4-heksenyyli Jja
5-heksenyyli. Edullisista alkynyyliryhmistd voidaan mainita
etynyyli, l-propynyyli, 2-propynyyli, 1-butynyyli, 2-butynyy-
1i, 3-butynyyli, 1l-pentynyyli, 2-pentynyyli, 3-pentynyyli,
4~-pentynyyli, l1-heksynyyli, 2-heksynyyli, 3-heksynyyli, 4-hek-
synyyli ja 5-heksynyyli, jne.
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Tdllaisista alisyklisistd hiilivetyryhmistd voidaan mainita
tyydyttyneet tai tyydyttymattdomat alisykliset hiilivedyt kuten
sykloalkyyliryhmat, sykloalkenyyliryhmdt ja sykloalkadienyyli-
ryhmat. Edullisista sykloalkyyliryhmistd voidaan mainita syk-
lopropyyli, syklobutyyli, syklopentyyli, sykloheksyyli, syklo-
heptyyli, syklo-oktyyli, bisyklo([2.2. 1]heptyyli, bisyklo-
[2.2. 2]oktyyli,  Dbisyklo[3.2.1]oktyyli, Dbisyklo{3.2.2]nonyyli,
bisyklo[3. 3. 1)lnonyyli, bisyklo[4.2.1]nonyyli ja bisvklo[4.3.1])-
dekyyli. Edullisista sykloalkenyyliryhmistd voidaan mainita
2-syklopenten-1-yyli, 3-syklopenten-l-yyli, 2-sykloheksen-1l-yy-
li Jja 3-sykloheksen-1l-yyli. Edullisista sykloalkadienyyliryh-
mistd voidaan mainita 2,4-syklopentadien-1-yyli, 2,4-syklo-

heksadien-1-yyli ja 2, 5-sykloheksadien-1-yyli, jne.

Tallaiset aryyliryhmd&t ovat monosyklisiad tai kondensoituneita
polysyklisid aromaattisia hiilivetyryhmid, Jja edullisia ovat
fenyyli, naftyyli, antryyli, fenantryyli, asenaftylenyyli ja
muut, ja edullisia ovat fenyyli, 1l-naftyyli, 2-naftyyli ja

muut.

Edullisista aromaattisista heterosyklisistd ryhmistd voidaan
mainita aromaattiset monosykliset heterosykliset ryhmat kuten
furyyli, tienyyli, ©pyrrolyyli, oksatsolyyli, isoksatsolyyli,
tiatsolyyli, isotiatsolyyli, imidatsolyyli, pyratsolyyli,
1,2, 3-oksadiatsolyyli, 1,2, 4-oksadiatsolyyli, 1,3, 4-oksadiat-
solyyli, furatsanyyli, 1,2, 3-tiadiatsolyyli, 1,2,4-tiadiatso-
lyyli, 1,3,4-tiadiatsolyyli, 1,2,3-triatsolyyli, 1,2,4-triat-
solyyli, tetratsolyyli, pyridyyli, pyridatsinyyli, pyrimidi-
nyyli, pyratsinyyli ja trietsinyyli sek& aromaattiset konden-
soilituneet heterosykliset ryhmdt kuten bentsofuranyyli, iso-
bentsofuranyyli, Dbentso[bltienyyli, indolyyli, isoindolyyli,
1H-indatsolyyli, Dbentsimidatsolyyli, bentsoksatsolyyli, 1,2~
bentsisoksatsolyyli, bentsotiatsolyyli, 1, 2-bentsisotiatso-
lyyli, lH-bentsotriatsolyyli, kinolyyli, isokinolyyli, sin-
nolinyyli, kinatsolinyyli, kinoksalinyyli, ftalatsinyyli, naf-
tylitsinyyli, purinyyli, pteridinyyli, karbatsolyyli, «a-karbo-
linyyli, B-karbolinyyli, gamma-karbolinyyli, akridinyyli,

fenoksiatsinyyli, fenotiatsinyyli, fenatsinyyli, fenokstinyy-
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1i, tiantrenyyli, fenantridinyyli, fenantrolinyyli, indolitsi-
nyyli, pyrrolo[l, 2-b]pyridatsinyyli, pyratsolo[l,5~-alpyridyy-
li, imidatso(l,2-alpyridyyli, imidatso{l, 5-a]pyridyyli, imi-
datso[1l, 2-b]pyridatsinyyli, imidatso(1l, 2-alpyrimidinyyli,
1,2, 4-triatsolo(4, 3-alpyridyyli Jja 1,2,4-triatsolo(4,3-b]pyri-
datsinyyli, jne.

Halogeeneista voidaan mainita fluori, kloori, bromi ja jodi,

.fluorin ja kloorin ollessa edullisia.

Tdllaisia hydroksyyliryhmiad ovat hydroksyyliryhmd 3ja hydrok-
syyliryhmdt, 3Jjoissa on asianmukainen substituentti, erityises-
ti sellainen substituentti, Jjota voidaan kdyttadd hydroksyyylia
suojaavana ryhmdna, kuten alkoksi, alkenyylioksi, aralkyyliok-
si ja asyylioksi sekd aryylioksi. Tdm& alkoksi on edullisesti
alkoksi, jossa on 1-10 hiiliatomia (esim. metoksi, etoksi,
propoksi, isopropoksi, butoksi, isobutoksi, sek. ~butoksi,
tert. -butoksi, pentoksi, isopentoksi, neopentoksi, heksyyliok-
si, heptyylioksi, nonyylioksi, syklobutoksi, syklopentoksi,
sykloheksyylioksi). Esimerkkeind ndista alkenyylioksiryhmistéa
voidaan mainita ne, joissa on 1-10 hiiliatomia kuten allyyli-
oksi, krotyylioksi, 2-pentenyylioksi, 3-heksenyylioksi, 2-syk-
lopentenyylimetoksi ja 2-sykloheksenyylimetoksi. Esimerkkeina
mainituista aralkyylioksiryhmistd voidaan mainita fenyyli-
Ci1-Ca-alkyylioksit (esim. Dbentsyylioksi, fenyylietyylioksi).
Mainittu asyylioksi on edullisesti alkanoyylioksi, Jjossa on
2-4 hiiliatomia (esim. asetyylioksi, propionyylioksi, n-buty-
ryylioksi, isobutyryylioksi). Esimerkkeind aryylioksista voi-

daan mainita fenoksi ja 4-kloorifenoksi.

Tdllaisista tioliryhmista voidaan mainita tioliryhmd ja tioli-
ryhmdt, Jjoissa on sopiva substituentti, erityisesti sellainen
substituentti, jota voidaan kadyttadd tiolia suojaavana ryhmana,
Xuten alkyylitio, aralkyylitio ja asyylitio. Tama alkyylitio
on edullisesti alkyylitio, jossa on 1-10 hiiliatomia (esim.
metyylitio, etyylitio, propyylitio, isopropyylitio, butyyli-
tio, isobutyylitio, sek. -butyylitio, tert. -butyylitio, pentyy-
litio, isopentyylitio, neopentyylitio, heksyylitio, heptyyli-
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tio, nonyylitio, syklobutyylitio, syklopentyylitio, syklchek-
syylitio). Esimerkkeind tallaisista aralkyylitioryhmista voi-
daan mainita fenyyli-Ci-Cas-alkyylitiot (esim. bentsyylitio,
fenyylietyylitio). T&llainen asyylitio on edullisesti alkano-
yylitio, jossa on 2-4 hiiliatomia (esim. asetyylitio, propi-
onyylitio, n-butyryylitio, isobutyryylitio, jne.).

Tadllaisista aminoryhmistd voidaan mainita aminoryhmat (-NH=-
ryhmédt), jotka ovat substituoituneet 1 tai 2 alkyyliryhmallsa,
jo(i)ssa on 1-10 hiiliatomia, alkenyyliryhm&lla, Jjo(i)ssa on
1-10 hiiliatomia, aromaattisilla ryhmilld Jja asyyliryhmilla
(esim. metyyliamino; dimetyyliamino, etyyliamino, dietyyli-
amino, dibutyyliamino, diallyyliamino, sykloheksyyliamino,
fenyyliamino, N-metyyli-N-fenyyliamino, asetyyliamino, propi-

onyyliamino, bentsoyyliamino, jne. ).

Naistd asyyliryhmistd voidaan mainita formyyli sekd sellaiset
ryhmadt, jotka ovat tuloksena 1-10 hiiliatomia késittdavdn al-
kyylin, 1-10 hiiliatomia k&sittdvdn alkenyylin tai aromaatti-
sen ryhmdn ja karbonyyliryhmén valisestd sitoutumisesta (esim.
asetyyli, propionyyli, butyryyli, isobutyryyli, valeryyli,
isovaleryyli, pivaloyyli, heksanoyyli, heptanoyyli, oktanoyy-
1i, syklobutanoyyli, syklopentanoyyli, sykloheksanoyyli, syklo-
heptanoyyli, krotonyyli, 2-syklohekseenikarbonyyli, bentso-
yyli, nikoinoyyli, jne.).

Tdllaisia esterOityneitada karboksyyliryhmia (karbonyylioksiryh-
mid) ovat ne, Jjotka ovat tuloksena karboksyyliryhmén ja 1-6
hiiliatomia k&sittdvdn alkyyliryhmdn vdlisestd sitoutumisesta,
kuten metoksikarbonyyli, etoksikarbonyyli, propoksikarbonyyli,
isopropoksikarbonyyli, butoksikarbonyyli, isobutoksikarbonyy-
1li, sek. -butoksikarbonyyli, tert. ~butoksikarbonyyli, pentoksi-
karbonyyli ja heksyylioksikarbonyyli, ne, jotka ovat tuloksena
karboksyyliryhmdn ja 3-6 hiiliatomia k&sittdvan alkenyyliryh-
madn valisestd sitoutumisesta kuten allyylioksikarbonyyli,
krotyylioksikarbonyyli, 2-pentenyylioksikarbonyyli ja 3-hekse-
nyylioksikarbonyyli, seka ne, jotka ovat tuloksena karbonyyli-

ryhmdn ja aralkyyliryhmdn véalisestd sitoutumisesta kuten bent-
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syylioksikarbonyyli ja fenyylietyylioksikarbonyyli.

Mitd tulee edelld esitettyyn kaavaan (I), esimerkkeinda symbo-
lin R2 tai R3 esittamdstad hiilivetyjdanndksestd, joka voi olla
substituoitunut, voidaan mainita mahdollisesti substituoitu-
neet aryylialkyyliryhmat sek& mahdollisesti substituoituneet
alifaattiset hiilivetyryhmat. T&llaisia mahdollisesti substi-
tuoituneita aryylialkyyliryhmia ovat mm. ne samat mahdollises-
ti substituoituneet aryylialkyyliryhmdt, Jjotka on mainittu
edelld R1:n yhteydessa. Tallaisista mahdollisesti substituoitu-
neista alifaattisista hiilivetyryhmistad voidaan mainita suora-
tai haaraketjuiset tyydyttyneet alifaattiset hiilivetyjaanndk-
set, joissa on 1-8 hiiliatomia, Jja Jjoista voidaan mainita
metyyli, etyyli, ©propyyli, isopropyyli, butyyli, isobutyyli,
sek. ~butyyli, tert.-butyyli, pentyyli, isopentyyli, neopentyy-
1i, tert. -pentyyli, heksyyli, isoheksyyli, heptyyli Jja oktyy-
1i, tyydyttymdttoémat alifaattiset hiilivetyjdannokset, joissa
on 2-8 hiiliatomia, kuten etenyyli, l-propenyyli, 2-propenyy-
li, 1-butenyyli, 2-butenyyli, 3-butenyyli, 2-metyyli-1-prope-
nyyli, 1l-pentenyyli, 2-pentenyyli, 3-pentenyyli, 4-pentenyyli,
3-metyyli-2-butenyyli, l1-heksenyyli, 3-heksenyyli, 2, 4-heksa-
dienyyli, 5-heksenyyli, l-heptenyyli, 1-oktenyyli, etynyyli,
l-propynyyli, 2-propynyyli, 1-butynyyli, 2-butynyyli, 3-buty-
nyyli, l-pentynyyli, 2-pentynyyli, 3-pentynyyli, 4-pentynyyli,
l1-heksynyyli, 3-heksynyyli, 2,4-heksadiynyyli, 5-heksynyyli,
l-heptynyyli ja l-oktynyyli, tyydyttyneet alisykliset hiilive-
tyjadanndkset, joissa on 3-7 hiiliatomia, kuten syklopropyyli,
syklobutyyli, syklopentyyli, sykloheksyyli Jja sykloheptyyli,
tyydyttymdttomat alisykliset hiilivetyjdanndkset, 3joissa on
5-7 hiiliatomia, kuten 1l-syklopentenyyli, 2-syklopentenyyli,
3-syklopentenyyli, l-sykloheksenyyli, 2-sykloheksenyyli, 3-syk-
loheksenyyli, l-sykloheptenyyli, 2-sykloheptenyyli, 3-syklohep-
tenyyli ja 2, 4-sykloheptadienyyli, sekd ryhmd&t, Jjotka ovat
tuloksena edelld mainittujen alisyklisten hiilivetyjdanndsten
ja tyydyttyneiden alifaattisten hiilivetyj&d&nndsten vadlisesta
sitoutumisesta, ja joissa on 4-9 hiiliatomia, kuten syklopro-
pyylimetyyli, syklopropyylietyyli, syklobutyylimetyyli, syklo-
pentyylimetyyli, 2-syklopentenyylimetyyli, 3-syklopentenyyli-
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metyyli, sykloheksyylimetyyli, 2-sykloheksenyylimetyyli, 3-syk-
loheksenyylimetyyli, sykloheksyylietyyli, sykloheksyylipro-
pyyli, sykloheptyylimetyyli ja sykloheptyylietyyli.

Symbolin R2 tai R3® esittdmi alifaattinen hiilivetyryhmd, joka
voi o©olla substituoitunut, wvoi kdsittdd 1-3 substituenttia
missd tahansa asemassaan. Esimerkkeind ndistid substituenteista
voidaan mainita ne samat halogeeniatomit, nitroryhmédt, mahdol-
lisesti substituoituneet aminoryhmdt, mahdollisesti substi-
tuoituneet asyyliryhmat, mahdollisesti substituoituneet hyad-
roksyyliryhmat, mahdollisesti substituoituneet tioliryhméat,
sekd mahdollisesti esterdityneet karboksyyliryhmdt, Jjotka on
mainittu edelld aryylin tai aromaattisen heterosyklisen ren-
gasjadaanndksen substituentteina symbolin R? esittidmien, mahdol-
lisesti substituoituneiden aryylialkyyliryhmdn tai aromaat-

tisen heterosyklisen alkyyliryhmdn yhteydessi.

Symbolien R% ja R4’ esittdmat alkanoyyliryhmd, karbonyylioksi-
ryhmd Jja sulfonyyliryhmd voidaan esittdid vastaavasti kaavoilla
-COR®, -COOR® ja -SO02R7. Symbolin R< esittamd@ karbamoyyliryhma
ja tiokarbamoyyliryhmé voidaan esittda vastaavasti kaavoilla
CONHR® ja -CSNHR® (RS, RS, R7, R® ja R®, jotka voivat olla
samanlaisia tai erilaisia, tarkoittavat toisistaan riippumatta

hiilivetyjadnndstd, joka voi olla substituoitunut).

Esimerkkeind symbolin R3, R®%, R7, R® tai R® esittdmista, mah-
dollisesti substituoituneista hiilivetyj&&nndksistd voidaan
mainita alifaattiset hiilivetyryhmat, aromaattiset hiilivety-
ryhmdt ja heterosykliset ryhmdt. Esimerkkeind ndistid alifaat-
tisista hiilivetyryhmista voidaan mainita ne samat ryhmat,
jotka on mainittu edelld mahdollisesti substituoituneiha ali-
faattisina hiilivetyryhmina symbolin R2 tai R3 yhteydessaA.
Esimerkkeina tdllaisista aromaattisista hiilivetyryhmista
voidaan mainita ne samat ryhmat, jotka on mainittu edella
symbolin R, R2 tali R2 yhteydessd& aryyliryhmd&nd mahdollisesti
substituoidussa aryylialkyyliryhmdssd. Esimerkkeind t&llaisis-
ta heterosyklisistd ryhmistd voidaan mainita ei-aromaattiset

heterosykliset ryhmdt kuten oksyylianyyli, atsetidinyyli,



14

oksetanyyli, tietanyyli, pyrrolidinyyli, tetrahydrofuryyli,
tiolanyyli, piperitsinyyli, tetrahydropyranyyli, morfolinyyli,
tiomorfolinyyli, piperatsinyyli, homopiperitsinyyli, pyrroli-
nyyli Jja imidatsolitsinyyli, sekd ne samat esimerkkeind maini-
tut ryhmdt, jotka on esitetty edelld symbolin R! yhteydessa
aromaattisina heterosyklisind jdaanndksind mahdollisesti subs-
tituoituneessa aromaattisessa heterosyklisessad alkyyliryhmés-
sa. Nama ei-aromaattiset heterosykliset ryhmdt voivat olla
kondensoituneet bentseenirenkaan kanssa, 2 typpiatomia tai
vdhemm&n sisdltidvadn 6-jdsenisen renkaan kanssa tai 1 rikkiato-
min sisdltédvadn 5-jasenisen renkaan kanssa. T&allaisista konden-
soituneista ei-aromaattisista heterosyklisistd renkaista voi-
daan mainita kromanyyli, isokromanyyli, tiokromanyyli ja iso-
tiokromanyyli. Edellad esimerkkeind symbolin RS, RS, R7, R® tail
R® esittamists, mahdollisesti substituocituneista hiilivety-
jaadnnOksistd mainitut alifaattiset hiilivetyryhm&t, aromaatti-
set hiilivetyryhmat Jja heterosykliset ryhmat voivat kasittia
1-3 substituenttia miss& tahansa asemassaan. Esimerkkeina
naistd substituenteista voidaan mainita ne samat ryhmdt, jotka
on mainittu esimerkkeind aryyliryhmdn substituenteista symbo-
lin R* esittamdn, mahdollisesti substituoituneen aryylialkyy-

liryhman tapauksessa.

Mitd tulee edelld mainittuun symboliin X, esimerkkeind kaavas-
sa -CHO tai -CH=20B hydroksyyliryhmdn suojaavana ryhmé&nd toimi-
vasta symbolista B voidaan mainita ne hydroksyyliryhmédn suo-
jaavat ryhmdt, Jjoita on 1l&snd symbolin R?! esittdmdn alemman
alkyyliryhman substituenttina toimivassa hydroksyyliryhmassé,

edullisesti 2-10 hiiliatomia kdsittdvd alkanoyyliryhma.

Mitad tulee symbolin M esittédmdn aminoryhmédn suojaavaan zryh-

maan, esimerkkeind voidaan " mainita edelld mainitut aminoa

suojaavat ryhmat.

Oheisessa keksinndssa vyleisen kaavan (I) mukaisen yhdisteen
suola on edullisesti fysiologisesti hyvadksyttdvd suola, Jja
esimerkkeina voidaan mainita suolat, jotka ovat muodostuneet

epdorgaanisten emasten kanssa, orgaanisten emdsten kanssa,
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epaorgaanisten happojen kanssa orgaanisten happojen kanssa
sekd suolat, Jjotka ovat muodostuneet emdksisten tai happamien
aminohappojen kanssa. Edullisista epdorgaanisten emdsten kans-
sa muodostuneista suoloista voidaan mainita alkalimetallisuo-
lat kuten natriumsuola ja kaliumsuola, maa-alkalimetallisuolat
kuten kalsiumsuola Jja magnesiumsucla, alumiinisuola ja ammo-
niumsuola. Edullisista orgaanisten emd@sten kanssa muodostu-
neista suoloista voidaan mainita suolat, jotka ovat muodostu-
neet trimetyyliamiinin, trietyyliamiinin, pyridiinin, pikolii-
nin, etanoliamiinin, dietancliamiinin, trietanoliamiinin,
disykloheksyyliamiinin ja N, N’ -dibentsyylietyleenidiamiinin
kanssa, ja muut vastaavat. Edullisista epdorgaanisten happojen
kanssa muodostuneista suoloista voidaan mainita suolat, Jjotka
ovat muodostuneet kloorivetyhapon, bromivetyhapon, typpihapon,
rikkihapon 3ja fosforihapon kanssa. Edullisista orgaanisten
happojen kanssa muodostuneista suoleocista voidaan mainita ne,
jotka ovat muodostuneet muurahaishapon, etikkahapon, trifluo-
rietikkahapon, fumaarihapon, oksaalihapon, viinihapon, maleii-
nihapon, sitruunahapon, meripihkahapon, omenahapon, metaani-
sul fonihapon, bentseenisulfonihapon ja p-tolueenisulfonihapon
kanssa, ja muut vastaavat. Edullisista suoloista, jotka ovat
muodostuneet emdksisten aminohappojen kanssa, voidaan mainita
ne, jotka ovat muodostuneet arginiinin, lysiinin ja ornitiinin
kanssa. Edullisista suoloista, Jjotka ovat muodostuneet happa-
mien aminohappojen kanssa, voidaan mainita ne, Jjotka ovat

muodostuneet asparagiinihapon ja glutamiinihapon kanssa.

Mitd tulee vyhdisteeseen (I), R®* on edullisesti C:-Ces-alkyyli,
jossa voli olla substituenttina indolyyli tai aryyli, erityi-
sesti indol-3-yylimetyyli, bentsyylimetyyli, metyyli, isopro-
pyyli, l-naftyyli tai muut vastaavat, R2 on edullisesti haara-
ketjuinen Cs-Cs-alkyyli, fenyyli-Ci-Cs-alkyyli tai vetyatomi,
erityisesti sek. -butyyli, bentsyyli, vetyatomi tai muu vastaa-
va, R3 on edullisesti haaraketjuinen Cz-Ce-alkyyli, erityises-
ti sek. -butyyli, vetyatomi, R¢ on edullisesti alempi (C:1-Cs)
alkyyli, jossa voi olla substituenttina aryyli tai alisyklinen
hiilivety-alkyyli tai aryyli, Jjoka voi olla substituoitunut

kuten vastaava RS, RS, R7, R® ja R?, sen ollessa edullisemmin
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Cz2-Cs-alkanoyyli-, sulfonyyli-, karbonyylioksi-, karbamoyyli-
tai tiokarbamoyyliryhmd, jossa on substituenttina C.:i-Cs-alkyy-
1i, aryyli, aryylialkyyli tai sykloalkyyli, erityisesti alka-
noyyliryhmd, jossa on substituenttina Ce-Ciz-aryyli, tai sul-
fonyyli-, karbamoyyli-' tai tiokarbamoyyliryhm&, jossa on sub-
stituenttina yli 9 hiiliatomia kdasittdvd aryyli tai C.-Cs-al-
kyyli. R<’ on edullisesti alempi (Ci-Cs) alkyyli, Jjossa voi
olla substituenttina aryyli tai alisyklinen hiilivety-alkyyli
tai aryyli, joka wvoi olla substituoitunut kuten vastaava RS,
R ja R7, sen ollessa edullisemmin Cz-Ce-alkanoyyli-, sulfonyy-
li- tai karbonyylioksiryhmd, jossa on substituenttina Ci-Cs-al-
kyyli, aryyli, aryylialkyyli tai sykloalkyyli, erityisesti al-
kanoyyliryhmé&, jossa on substituenttina Ces-Ciz-aryyli, tai sul-
fonyyliryhmd, jossa on substituenttina yli 9 hiiliatomia kasit-
tdva aryyli tai Ci-Ce-alkyyli. X on edullisesti -CHO tai -

CH=20H, m on edullisesti 0 tai 1 ja n on edullisesti 0.

Erityisen edullisista yleisen kaavan (I) mukaisista yhdisteis-
ta voidaan mainita: N-(4-tolueenisulfonyyli)-(L)-isoleusyy-
li-(L)-tryptofanaali,

e N-(t-butoksikarbonyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofanaali,

.. N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofanaali,

N-bentsyylioksikarbonyyli~(L)-isoleusyyli-(L)-iscleusyyli-

LY
-

(L)-tryptofanaali,
*. N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-isoleusyyli-(L)-

*e eere so
-
-
. e

‘. tryptofanaalil,

T’ N-bentsyylikarbamoyyli-(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofanaali,
N-[(2-sykloheksyylietyyli)karbamoyyli)]-(L)-isoleusyyli-(L)-
tryptofanaali,
N-(3-trifluorimetyylifenyylikarbamoyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-

‘'t tryptofanaali,

: N-(2-propyylipentanoyyli)-(L)-tryptofanaali,

...’ N-dibentsyyliasetyyli-(L)-tryptofanaali,

e N-dibentsyyliasetyyli-(L)-fenyylialanaali,

*s«  N-bentsyylioksikarbonyyli-(L)-isoleusyyli-(L)-fenyylialanaali,

g‘ - N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-isoleusyyli~(L)-fenyylialaninaa-

S 14

N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-isoleusyylialanaali,
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N-bentsyylioksikarbonyyli-(L)~leusyyli-(L)-leusyyliglysinaali,
N-(2-propyylipentanoyyli)-(L)-alanyyli-(L)-tryptofanaali,
N-(2-propyylipentanoyyli)-(L)-valyyli-(L)-tryptofanaali,
N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofanoli,
N—dibentsyyliasetyyli—(L)-tryptofanoli ja
N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)~-isoleusyyli-(L)-alaninoli.

Taman Jjalkeen kuvataan yksityiskohtaisesti menetelmdt yhdis-

teen (I) tuottamiseksi.

Menetelmd A

R3 R=2 R2

R4 ~{NHCHCO) n~——£NHCHCO) m—NHCHCH=0H
(I-1)
Hapetus R= R=2 R1

> | | |

R4 —NHCHCO) n—¢NHCHCO) m—NHCHCHO
(I-2)

Edelld esitetyissd kaavoissa symbolit ovat edelld esitettyjen

midritelmien mukaisia.

Tamad hapettaminen toteutetaan tunnetulla hapetusreaktiolla.
Tallaisista reaktioista voidaan mainita kromihappohapetukset
kuten Jones: in hapetus, jossa kdytetddn kromioksidin, rikkiha-
pon ja pyridiinin seosta, Collins:in hapetus, Jjossa kéaytetadan
kromi-pyridiini-kompleksia, hapetus pyridinium-klorokromaatil-
la (PCC) Jja hapetus pyridinium-dikromaatilla (PDC), hapetus
aktivoidulla DMSO:1la ja hapetus oksoammoniumsuolalla.

Optisesti aktiivisen konfiguraation tapauksessa tamd hapetta-
minen toteutetaan edullisesti aktivoituun dimetyylisulfoksi-
diin (DMSO) perustuvaaa hapetuksena. Aktivoituun DMSO:iin
perustuva hapetus toteutetaan liuottimessa sekd DMSO:n etta
elektrofiilisen reagenssin lAasndollessa. Esimerkkeind naista
liuottimista voidaan mainita eetterit kuten etyylieetteri,

isopropyylieetteri, tetrahydrofuraani ja dioksaani, aromaatti-
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dimetyyliformamidi (DMF), halogenoidut hiilivedyt kuten kloro-
formi ja dikloorimetaani, pyridiini ja dimetyylisulfoksidi, 3Jja
liuvotin wvalitaan kussakin tapauksessa elektrofiilisen reagens-
sin tyypista riippuen. Aktivoituun DMSO: iin perustuvista hape-
tusmenetelmistd voidaan mainita disykloheksyylikarbodi-imidiin
(DCC) perustuva menetelmd, asetanhydridiin perustuva menetel-
ma, fosforipentoksidiin perustuva menetelmd, klooriin perustu-
va menetelmd, rikkitrioksidi-pyridiini-menetelmd, keteeni-imii-
ni-enamiiniin perustuva menetelmd8 ja elohopea(2)asetaattiin
perustuva menetelmd, Jjotka menetelmdt on nimetty kAytetyn
elektrofiilisen reagenssin mukaan. Ta&md& hapetus toteutetaan
edullisesti rikkitrioksidi-pyridiini-menetelmdlld, jossa ha-
pettaminen toteutetaan kayttdmdlla rikkitrioksidi-pyridiini-
kompleksia DMSO:ta aktivoivana reagenssina trietyyliamiinin
lasndollessa. Tadma reaktio voidaan myds toteuttaa siten, etta
liuvuottimena Kkaytetddn dimetyylisulfoksidia. Trietyyliamiinin
ja rikkitrioksidi-pyridiini-kompleksin kdytetty md&ra on 1-10
moolia, edullisesti 2-5 moolia yhdisteen (I-1) vhtad moolia .
kohden. Reaktioldmpdtila on -70 - +80 'C, edullisesti -20 -

+40 "C, ja reaktiocaika on 0, 5-10 tuntia.

Taten saatu aldehydijohdannainen (I-2) voidaan eristdaa ja
puhdistaa tunnetuilla erotus- ja puhdistusmenetelmilld kuten
vakevdimalla, vékevoimdlla alennetussa paineessa, liuotinuu-
tolla, kiteyttamdlla, wuudelleenkiteyttamdlld, uudelleenliuot-

tamalla ja kromatografisesti.

Menetelmdssad A ldhtdaineena toimiva yhdiste voidaan valmistaa

esimerkiksi seuraavalla tavalla:
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Menetelma B

R3 R2 Rl

R4/ ——{NHCHCOQO) n—¢NHCHCO )} m——OH + H2=NCHCH=2CH

(III) (IV)

R= R2 R?
—_— l l
R4/ —{ NHCHCO) n—+NHCHCO ) n—NHCHCH=20H
(I-3)

Nédissa kaavoissa symbolit ovat edelld esitettyjen maddritelmien

mukaisia.

Tadssa menetelmdssda yhdiste (III) tai sen reaktiivinen johdan-
nainen (tai sen suola) saatetaan reagoimaan yhdisteen (IV) tai
sen sellaisen johdannaisen tai sen suolan kanssa, joka johdan-
nainen on reaktiivinen aminohapporyhmédst&dn, jolloin saadaan
yhdiste (I-3). Yhdisteen (IV) edullisia johdannaisia, Jjotka
ovat reaktiivisia aminoryhmdst&didn, ovat esimerkiksi Schiff:in
emdksen tyyppiset imino-~ tai enamiinimuotoiset tautomeeriset
isomeerit, jotka ovat tuloksena yhdisteen (IV) Jja karbonyyli-
vhdisteen kuten aldehydin tai ketonin vdlisestd reaktiosta,
silyylijohdannaiset, jotka ovat tuloksena yhdisteen (IV) ja
silyyliyhdisteen kuten bis(trimetyylisilyyli)asetamidin, mono-
(trimetyylisilyyli)asetamidin tai Dbis(trimetyylisilyyli)urean
vdlisestd reaktiosta, sekd johdannaiset, jotka ovat tuloksena
yvhdisteen (IV) ja fosforitrikloridin tai fosgeenin védlisesti
reaktiosta. Esimerkkeind vyhdisteen (IV) edullisista suoloista
ja sen reaktiivisista Jjohdannaisista voidaan mainita ne samat
happoadditiosuolat, jotka on mainittu edelld vyhdisteen (I)
vhteydessa.

Edullisista yhdisteen (III) johdannaisista, joiden karboksyy-
liryhmad on reaktiivinen, voidaan mainita happohalogenidit,
happoanhydridit, aktivoidut amidit ja aktivoidut esterit.
Muista edullisista Jjohdannaisista voidaan mainita happoklori-
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dit, happoatsidit, sekahappoanhydridit Xkuten substituoituneen
fosforihapon, esimerkiksi dialkyylifosforihapon, fenyylifosfo-
rihapon, difenyylifosforihapon, dibentsyylifosforihapon tai
halogenoidun fosforihapon kanssa muodostuneet sekahappoanhydri-
dit tai dialkyylifosforihapon, rikkihapokkeen, tiorikkihapon
tai rikkihapon kanssa muodostuneet sekahappoanhydridit tai sel-
laiset sekahappoanhydridit, jotka ovat muodostuneet sulfoniha-
pon kuten metaanisulfonihapon kanssa tai alifaattisen karbok-
syylihapon kuten etikkahapon, propionihapon, voihapon, isovoi-
pivaalihapon, pentaanihapon, isopentaanihapon tai trikloorie-
tikkahapon kanssa tai aromaattisen karboksyylihapon kuten bent-
soehapon kanssa, symmetriset happoanhydridit, aktivoidut ami-
dit, jotka ovat muodostuneet imidatsolin, 4-substituoituneen
imidatsolin, dimetyylipyratsolin, triatsolin tai tetratsolin
kanssa, aktivoidut esterit kuten syanometyyliesteri, metoksime-
tyyliesteri, dimetyyli-iminometyyliesteri, vinyyliesteri, pro-
pargyyliesteri, p-nitrofenyyliesteri, trikloorifenyyliesteri,
pentakloorifenyyliesteri, mesyylifenyyliesteri, fenyyliatsofe-
nyyliesteri, fenyylitioesteri, p-nitrofenyyliesteri, p-kresyy-
litiocesteri, karboksimetyylitioesteri, opyranyyliesteri, pyri-
dyyliesteri, piperidyyliesteri Jja 8-kinolyylitioesteri, sekid
N-hydroksiyhdisteiden kanssa muodostuneet esterit, kuten este-
rit, jotka ovat muodostuneet N, N-dimetyylihydroksyyliamiinin,
1-hydroksi-2-(1H)-pyridonin, N-hydroksisukkinimidin, N-hydrok-
siftaaliamidin ja 1-hydroksi-l1H-bentsotriatsolin kanssa. N&mi
reaktiiviset johdannaiset voidaan valita valinnaisesti riippu-
en kdytetyn vhdisteen (III) tyypistd. Yhdisteen (III) reaktii-
visten Jjohdannaisten edullisista suoloista voidaan mainita
suolat, jotka ovat muodostuneet emdsten kanssa, ja esimerkkei-
nd ndistd suoloista voidaan mainita alkalimetallisuolat kuten
natriumsuola ja kaliumsuola, maa-alkalimetallisuolat kuten
kalsiumsuola ja magnesiumsucola, ammoniumsuola, sekd@ orgaanisen
emdksen kanssa muodostuneet suolat kuten trimetyyliamiinisuo-
la, trietyyliamiinisuola, pyridiinisuola, pikoliinisuola,
disykloheksyyliamiinisuola Jja N,N-dibentsyylietyleenidiamiini-
suola. Tama reaktio toteutetaan tavallisesti tavanomaisessa
livottimessa kuten vedessa, alkoholissa kuten metanolissa tai

etanolissa, asetonissa, dioksaanissa, asetonitriilisséd, kloro-
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formissa, metyleenikloridissa, etyleenikloridissa, tetrahydro-
furaanissa, etyyliasetaafissa, N, N-dimetyyliformamidissa tai
pyridiinissd, mutta se voidaan toteuttaa myds miss&d tahansa
muussa sellaisessa orgaanisessa liuottimessa, joka ei h&iritse
reaktiota. N&it# tavanomaisia liuottimia voidaan kadyttaa seok-

sena veden kanssa.

Kun yhdistetta (III) kaytetaan vapaana happona tai sen suola-
na, niin t&lldéin tam& reaktio toteutetaan edullisesti tavan-
omaisen kondensointiaineen l&sndollessa, joista kondensointi-
alneista voidaan mainita esimerkkinad N,N -disykloheksyylikar-
bodi-imidi, N-sykloheksyyli-N -morfolinocetyylikarbodi-imidi,
N-sykloheksyyli-N’' -(4-dietyyliaminosykloheksyyli)karbodi-imi-

di, N, N -dietyylikarbodi-imidi, N, N' -di-isopropyylikarbodi-
imidi, N-etyyli-N' -(3-dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidi,
N, N -karbonyylibis (2-metyyli-imidatsoli), pentametyleeniketee-
ni-N-sykloheksyyli-imiini, difenyyliketeeni-N-sykloheksyyli-
imiini, etoksiasetyleeni, l-alkoksi-l-kloorietyleeni, trialkyy-
lifosfiitti, etyylipolyfosfaatti, isopropyylipolyfosfaatti,
fosforioksikloridi, difenyylifosforyyliatsidi, tionyyliklori-
di, oksalyylikloridi, alempi alkyylihalogeeniformaatti kuten
etyylikloroformaatti tai isopropyylikloroformaatti, trifenyyli-
fosfiini, 2-etyyli-7-hydroksibentsiscoksatsoliumsuola, 2-etyy-
li-5-(m-sulfofenyyli)isoksatsoliumhydroksidi-molekyylin sisdi-
nen suola, N-hydroksibentsotriatsoli, 1-(p-klooribentseenisul-
fonyylioksi)-6-kloori-1H-bentsotriatsoli tai niinkutsuttu Wil-
smeiler:in reagenssi, joka on valmistettu N,N-dimetyyliform-
amidin 1ja tionyylikloridin wvalisellada reaktiolla, fosgeeni,
trikloorimetyylikloroformaatti tai fosforioksikloridi. Téama
reaktio voidaan myds toteuttaa epadorgaanisen tai orgaanisen
emdksen l&sndollessa, joista emdksistd voidaan mainita alkali-
metallivetykarbonaatti, tri(alempi)alkyyliamiini, pyridiini,
N-(alempi)alkyylimorfoliini tai N,N-di(alempi)alkyylibentsyy-
liamiini. Vaikkei reaktiolampdtilaa rajoitetakaan mill&én
tavalla, niin kuitenkin t&mA reaktio toteutetaan tavallisesti

jaahdyttavissa/lammittavissa olosuhteissa.

Yhdisteet (I-1) ja (I-3) muunnetaan yhdisteeksi (I-4).
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maa; muut symbolit ovat edelld esitettyjen mi3idritelmien
sia.

Esimerkkeina

mistd voidaan mainita peptidisynteesin alalla

Tadssd menetelmdssd yhdiste (V) tai sen johdannainen,
reaktiivinen karboksyyliryhma,
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Menetelma C

R= R=2 R?

- | |
R4 ~—£NHCHCO) o —NHCHCO) m —NHCHCH20-B
(I-1) ———>

(I-3) (£-4)

Edellad esitetyssd kaavassa B on hydroksyyliryhmidd suojaava

ryhmd8 Jja muut symbolit ovat edelld esitettyjen mddritelmien
mukaisia.

Tamd reaktio toteutetaan saattamalla B-OH tai sen reaktiivinen

johdannainen tai sen suola reagoimaan yhdisteen (I-1) tai sen

suolan kanssa. Tama

yhdisteen (III) tai

reaktio toteutetaan samalla tavalla kuin

sen karboksyyliryhmdn reaktiivisen johdan-
naisen ja yhdisteen (IV) valinen reaktio.

Menetelma D

R3 R2
R4~~NHCHCOOH + H=NCHCOOL —
(V) (Vi)
R= R=2 Suojaavan R3 Rz

| | ryhmdn poisto
R4 ~——NHCHCO-NHCHCOOL

(VII)

>R4~=NHCHCO-NHCHCOOH
(III-1)

Edelld olevissa kaavoissa L tarkoittaa karboksia suojaavaa ryh-

mukai -

symbolin L esittamistd karboksia suojaavista ryh-

tavallisesti

kaytetyt suojaavat ryhmdt kuten esterijohdannaiset.

jossa on

(tai sen suola) saatetaan rea-
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goimaan yvhdisteen (VI) tai sen reaktiivisen aminoryhman kdsit-
tdvan johdannaisen (tai sen suolan) kanssa siten, etta saadaan
vhdiste (VII), joka alistetaan sitten suojaavan ryhméAn poista-
vaan reaktioon karboksia suojaavan ryhmdn poistamiseksi, jol-
loin saadaan yhdiste (III-1). Yhdisteen (V) tai sen karboksyy-
liryhmastd reaktiivisen johdannaisen {(tai sen suolan) ja yhdis-
teen (VI) tai sen aminoryhmastad reaktiivisen johdannaisen (tai
sen suclan) vdlinen reaktio toteutetaan samalla tavalla kuin

menetelma B.

Yhdisteelld (VII) toteutettava suojaavan ryhmidn poistava reak-
tio karboksiryhmé&ad suojaavan ryhmdn poistamiseksi siita voi-
daan toteuttaa milla tahansa tavanomaisella menetelmdlla kar-
boksia suojaavan ryhmadn poistamiseksi, eli tamad suojaava ryhma
voidaan poistaa hydrolyysilld, pelkistamdllid tai Lewis-hapol-
la. Kun karboksia suojaava ryhma on esteri, se voidaan poistaa
hydrolyysillada tai suojaavan ryhmdn poistavalla reaktiolla
Lewis-hapon avulla, edullisesti hydrolyysilla emdksen tai
hapon l&asndollessa. Edullisista emdksistd voidaan mainita
epaorgaaniset emakset kuten alkalimetallihydroksidit (esim.
natriumhydroksidi, kaliumhydroksidi), maa-alkalimetallihydrok-
sidit (esim. magnesiumhydroksidi, kalsiumhydroksidi), alkalime-
tallikarbonaatit (esim. natriumkarbonaatti, kaliumkarbonaat-
ti), maa-alkalimetallikarbonaatit (esim. magnesiumkarbonaatti,
kalsiumkarbonaatti), alkalimetallibikarbonaatit (esim. natrium-
bikarbonaatti, kaliumbikarbonaatti), alkalimetalliasetaatit
(esim. natriumasetaatti, kaliumasetaatti), maa-alkalimetalli-
fosfaatit (esim. magnesiumfosfaatti, kalsiumfosfaatti), alkali-
metallivetyfosfaatit (esim. dinatriumvetyfosfaatti, dikaliumve-
tyfosfaatti) sekd orgaaniset emdkset kuten trialkyyliamiinit
(esim. trimetyyliamiini, trietyyliamiini), pikoliini, N-metyy-
lipyrrolidiini, N-metyylimorfoliini, 1,5-diatsabisyklo(4,3,0]-
non-5-eeni, 1,4-diatsabisyklo(2,2,2]non-5-eeni ja 1,8-diatsabi-
syklo[5, 4, 0]-undekeeni. Hydrolyysi emdstd kdyttaden toteutetaan
usein vedessid tai hydrofiilisessa orgaanisessa liuottimessa
tai niiden seoksessa. Edullisista hapoista voidaan mainita or-

gaaniset hapot (esim. muurahaishappo, bromivetyhappo, rikkihap-

po).
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Tdm& hydrolyysi toteutetaan tavallisesti orgaanisessa liuotti-
messa, vedessd tal niiden seoksessa. Reaktiolampotila, jolle
el aseteta mitaan rajoituksia, valitaan sopivalla tavalla
karboksia suojaavan ryhmdn seki suojaavan ryhman poistoon
kaytetyn menetelmdan suhteen. Suojaavan ryhmdn poistaminen
Lewis-happoa kayttéden toteutetaan saattamalla yhdiste (VII)
(tai sen suola) reagoimaan Lewis-hapon kanssa, Jjoista Lewis-
hapoista voidaan mainita booritrihalogenidi (esim. booritriko-
ridi, booritrifluoridi), titaanitetrahalogenidi (esim. titaa-
nitetrakloridi, titaanitetrabromidi), alumiinitrihalogenidi
{esim. alumiinikloridi, alumiinibromidi) tai trihalogeenietik-
kahappo (esim. trikloorietikkahappo, trifluorietikkahappo).
Tadma suojaavan ryhman poistava reaktio toteutetaan edullisesti
kationeja vangitsevan aineen (esim. anisolin, fenolin) lasnaol-
lessa ja se toteutetaan normaalisti sellaisessa liuottimessa,
joka ei h@iritse reaktiota,ja Jjoista voidaan mainita nitroal-
kaani (esim. nitrometaani, nitroetaani), alkyleenihalogenidi
{(esim, metyleenikloridi, etyleenikloridi), dietyylieetteri tai

rikkihiili. N&itad liuottimia voidaan myds kayttdd seoksena.

Pelkistdmiseen perustuvaa suojaavan ryhmdn poistamista kayte-
tdan sellaisten suojaavien ryhmien kuten halogeenialkyylieste-
reiden (esim. 2-jodietyyli, 2,2,2-trikloorietyyli) ja aralkyy-
liestereiden (esim. Dbentsyyli) poistamiseen. TAh&n suojaavien
ryhmien poistoon sopivia pelkistysmenetelmiad ovat pelkistami-
nen yhdistelmdlla, joka koostuu metallista (esim. sinkki,
sinkkiamalgaami) tai kromiyhdistesuolasta [esim. kromi(II)klo-
ridi, kromi(II)asetaatti] sekd orgaanisesta tai epdorgaanises-
ta haposta (esim. etikkahappo, propionihappo, kloorivetyhap-
po), sekd@ tavanomainen katalyyttinen pelkistaminen tavallisen
metallikatalyytin l&sndollessa (esim. hiileen sidottu palla-
dium, Raney-nikkeli). Vaikkei reaktiolampdtilaa rajoitetakaan
milldadn tavalla, tdmé& reaktio toteutetaan normaalisti jaahdyt-

tden, huoneen lampdtilassa taili lammittien.
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Menetelmd E

R3(R2)

H2NCHCOOL + R=S-COOH

(VIII) (IX)
R3(R2) Suojaavan R3(R2)
ryhmén poisto |
R>CO~NHCHCOOL > R3CO-NHCHCOOH
(X)

(III-2)

Edellad esitetyissd kaavoissa symboleilla on edelld
merkitys.

esitetty

Tédssda menetelmédssa vyhdiste (IX) tai sen karboksyyliryhmdsta

aktivoitu johdannainen (tai sen suola) saatetaan reagoimaan

vhdisteen (VIII) tai sen aminoryhmédstad aktivoidun johdannaisen

(tai sen suolan) kanssa siten, ettd saadaan yhdiste (X), josta

poistetaan sitten suojaava ryhma siitd karboksia suojaavan

ryhmé&n poistamiseksi siten, ettd saadaan yhdiste (III-2).

menetelmd toteutetaan samalla tavalla kuin menetelmd D.

Tama

Menetelmad F

(VIII) + R7-S02Cl1
(XI)

R3 (R=2) Suojaavan R3 (R=2)
ryhmdn poisto I
R7S02-NHCHCOOL > R7502~NHCHCOOH

(XI1) (III-3)

Edellada esitetyissd kaavoissa symbolit ovat edelld esitettyjen

mdadritelmien mukaisia.

Tdssd menetelmidssda vyvhdiste (XI) (tali sen suola) saatetaan

reagoimaan yhdisteen (VIII) (tai sen suolan)
etta saadaan vhdiste (XII),

kanssa siten,

joka alistetaan sitten suojaavan

ryhmén poistavaan reaktioon karboksia suojaavan ryhmdn poista-
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miseksi siitd, jolloin saadaan yhdiste (III-3). Yhdisteiden
(VITI) reaktio yhdisteen (XI) kanssa toteutetaan sopivassa
liuottimessa. Esimerkkeind ndistd liuottimista voidaan mainita
aromaattiset hiilivedyt kuten bentseeni, tolueeni ja ksyleeni,
eetterit kuten dioksaani, tetrahydrofuraani ja dimetoksietaa-
ni, alkoholit kuten metanoli, etanoli ja propanoli, etyyliase-
taatti, asetonitriili, pyridiini, N, N-dimetyyliformamidi,
dimetyylisulfoksidi, kXloroformi, dikloorimetaani, 1, 2-dikloo-
rietaani, 1,1,2,2-tetrakloorietaani, asetoni, 2-butanoni Jja

niiden seokset.

Yhdisteiden (VIII) ja (XI) valinen reaktio toteutetaan sopivan
emdksen lAsndollessa, joista emdksista esimerkkeina voidaan
mainita alkalimetallisuolat kuten natriumhydroksidi, kalium-
hydroksidi, kaliumkarbonaatti, natriumkarbonaatti Jja natrium-
vetykarbonaatti, amiinit kuten pyridiini, trietyyliamiini ja
N, N.dimetyylianiliini, natriumhydridi Jja kaliumhydridi. Naiden
emasten kadytetty madrd on edullisesti noin 1-5 moolia yhdis-
teen (VIII) yht& moolia kohden. Reaktio toteutetaan normaalis-
ti alueella -20 - +150 °“C olevassa lampdtilassa, edullisesti
alueella -10 - +100°C olevassa lamp6tilassa. TAten saatu yhdis-
te (XII) alistetaan suojaavan ryhmd&n poistavaan reaktioon
siten, ettd saadaan yhdiste (III-3). T&am& suojaavan ryhméan
poistaminen toteutetaan samalla tavalla kuin suojaavan ;yhmén

poistaminen menetelmdssa D.

Menetelmda G

R3(R2)

H=NCHCOOH + (XI1) —_— (I11-3)
(XIII)
Edelld olevissa kaavoissa symbolit ovat edelld esitettyjen

maaritelmien mukaisia.

Tdassd menetelmdssd vhdiste (XIII) (tai sen sucla) saatetaan
reagoimaan yhdisteen (XI) (tai sen suolan) kanssa siten, etta
saadaan yhdiste (III-2). T&md sulfonylointi toteutetaan nor-

maalisti niinkutsutuissa Schotten-Baumann: in olosuhteissa,
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joissa aminohappojohdannainen (XIII), 3joka on valmistettu nat-

riumsuolana vesiluoksessa, saatetaan reagoimaan yhdisteen (XI)

kanssa ja tehdaan sitten happamaksi.

Menetelma H

R3 (R2)
(XIII) + R®-COC1 —ruo> R>CO-NHCHCOOH
(XIV) (I1I-4)

Edella olevissa kaavoissa symbolit ovat edelld esitettyjen

maaritelmien mukaisia.

Tassa menetelmdssd yhdiste (XIII) (tai sen suola) saatetaan

reagoimaan yhdisteen (XIV) (tai sen suolan) kanssa siten, ettia

saadaan vhdiste (III-4). Tama asylointi toteutetaan samalla

tavalla kuin menetelmdssa G.

Menetelma I

R3(R2)
(XTII) + RS-0COC1 —m—u—> R€0OCO-NHCHCOOH
(XV) (ITI-5)

Edella olevissa kaavoissa symbolit ovat edelld esitettyjen

madritelmien mukaisia.

Tassd menetelmdssad yhdiste (XIII) (tai sen suola) saatetaan

reagoimaan yhdisteen (XV) (tai sen suolan) kanssa siten, ettéad
saadaan yhdiste (III-5). Tamd menetelmd

tavalla kuin menetelmd H.

toteutetaan samalla

Menetelma J

(VIII) + R®-NCO —
(XVI)
R3(R2) Suojaavan R3 (R2)
ryhman poisto |
R®#NHCO-NHCHCOOL > Re&NHCO-NHCHCOOH
(XVII)

(III-6)
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Edelld olevissa kaavoissa symbolit ovat edelld esitettyjen

maaritelmien mukaisia.

Tadssd menetelmidssd yhdiste (VIII) (tai sen suola) saatetaan
reagoimaan yhdisteen (XVI) kanssa siten, ettd saadaan yhdiste
(XVII), joka alistetaan sitten suojaavan ryhmdn poistavaan
reaktioon siind ldsndolevan karboksia suojaavan ryhmdn poista-
miseksi, Jjolloin saadaan yhdiste (III-5). Yhdisteen (VIII)
(tai sen suolan) ja yhdisteen (XVI) wvdlinen reaktio toteute-
taan sopivassa liuottimessa. Esimerkkeind naistd liuvottimista
voidaan mainita aromaattiset hiilivedyt kuten bentseeni, tolu-
eeni ja ksyleeni, eetterit kuten dioksaani, tetrahydrofuraani
ja dimetoksietaani, etyyliasetaatti, asetonitriili, pyridiini,
N, N-dimetyyliformamidi, dimetyylisulfoksidi, kloroformi, dik-
loorimetaani, 1, 2-dikloorietaani, 1,1, 2, 2-tetrakloorietaani,
asetoni, 2-butanoni sekd niiden seokset. Yhdisteen (XVI) kay-
tetty m&dra on edullisesti noin 1-5 moolia yhdisteen (VIII)
yhta moolia kohden. Ta&ma& reaktio toteutetaan tavallisesti
alueella -20 - +150 °'C olevissa lampdtiloissa, edullisesti
noin -10 - +100 °C:ssa. TAten saatu yhdiste (XVII) alistetaan

.. sitten suojaavan ryhmédn poistavaan reaktioon, jolloin saadaan

:3 yhdiste (ITI-6). Suojaavan ryhmadn poistaminen toteutetaan

samalla tavalla kuin suojaavan ryhman poistaminen menetelmassa
D.

2" Menetelmi K

(VIII) + R®-NCS ———————
(XVIII)
R3(R2) Suojaavan R3(R2)
ryhmdn poisto
ees R®NHCS-NHCHCOOL > R®NHCS-NHCHCOOH
cest (XIX) (III-7)

.i:Edellé olevissa kaavoissa symbolit ovat edelld esitettyjen
‘. midritelmien mukaisia.

-}Téssé menetelmidssad vyhdiste (VIII) (tai sen suola) saatetaan

sess

.J;eagoimaan yhdisteen (XVIII) kanssa, Jjolloin saadaan yhdiste

“""(XIX), Jjoka alistetaan sitten suojaavan ryhmdn poistavaan
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reaktioon karboksia suojaavan ryhmdn poistamiseksi siiti,
jolloin saadaan yhdiste (III-7). T&ama reaktio toteutetaan

samala tavalla kuin menetelma J.

Menetelmissa A ja C lahtBaineena toimiva yhdiste (I-1) wvoidaan

myds tuottaa seuraavasti:

Menetelma L

R=3 R=2 R2
M—NHCHCO) n—¢NHCHCO)m—OH + NH=2CHCH-0H —m8m«——>
(XX) (IV)
R3 - R= R2 Suojaavanb
| | | ryhmén poisto
M—NHCHCO) a —¢NHCHCO ) m=—=NHCHCH20H >
(XXI)
R3 R2 R12
H—¢NHCHCO) o —£fNHCHCO ) m»—NHCHCH=20H > (I-1)
(XXII)

Edelld &esitetyissd kaavoissa M tarkoittaa aminoa suojaavaa

ryhmada; muut symbolit ovat edelld esitettyjen mddritelmien

.. mukaisia.

Esimerkkeind symbolin M esittdmdstd aminoca suojaavasta ryhmas-

:té voidaan mainita peptidisynteesin alalla tavanomaisesti kay-

tetyt suojaavat ryhmat kuten oksikarbonyylijohdannaiset, bent-

syylioksikarbonyylin ollessa edullinen.

:*Tdssad menetelmdssd yhdiste (XX) tai sen johdannainen, jossa on

»reaktiivinen karboksyyliryhma, (tai sen suola) saatetaan re-

*.;agoimaan yhdisteen (IV) kanssa tali sen sellaisen johdannaisen

.e
. e
>

‘ kanssa, jossa johdannaisessa on reaktiivinen aminoryhm&, tai
.-+ tdman johdannaisen suolan kanssa siten, ettd saadaan yhdiste

"(XXI), Jjoka alistetaan sitten suojaavan ryhmin poistavaan
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reaktioon aminoryhmad suojaavan ryhmdn poistamiseksi siit3,
jolloin saadaan yhdiste (XXII). Yhdisteen (XX) tai sen johdan-
naisen, jossa on reaktiivinen karboksyyliryhm&, (tai sen suo-
lan) reaktio yhdisteen (IV) tai sen johdannaisen, jossa on
reaktiivinen aminoryhmé, (tai sen suoclan) kanssa toteutetaan
samalla tavalla kuin menetelmassa B. Reaktiossa, jossa aminoa
suojaava ryhmd poistetaan yhdisteestada (XXI), tadma aminoca suo-
jaava ryhmd voidaan poistaa millad tahansa tavanomaisesti k&ay-
tetylla reaktiomenetelmdlla aminoa suojaavan ryhmdn poistami-
seksi. Esimerkiksi bentsyylioksikarbonyyliryhma poistetaan
katalyyttiselld pelkistykselld yleisesti kdytetyn metallikata-
lyytin (esim. hiileen sidottu palladium, Raney-nikkeli) l&asna-
ollessa. Reaktiolampdtilaa ei rajoitetavmilléén tavalla; reak-
tio toteutetaan normaalisti jédadhdyttden, huoneen lampdtilassa
tai ladmmittden. T&lla tavalla vyhdiste (XXII) asyloidaan samal-
la tavalla kuin yhdisteiden (VIII) ja (IX) valinen reaktic me-
netelmdssda E tai yhdisteiden (XIII) ja (XIV) vadlinen reaktio
menetelmdssa H, sulfonyloidaan samalla tavalla kuin yhdistei-
den (VIII) ja (XI) vadlinen reaktio menetelmdssa F, sitten
oksikarbonyloidaan samalla tavalla kuin yhdisteiden (XIII) ja

(XV) vdlinen reaktio menetelmdssa I, karbamoyloidaan samalla

: tavalla kuin yhdisteiden (VIII) ja (XVI) valinen reaktio mene-
" telmdssd J Jja sitten tiokarbamoyloidaan samalla tavalla kuin
" vhdisteiden (VIII) ja (XVIII) valinen reaktio menetelmdssid K,
‘jolloin saadaan yhdiste (I-1).

:Oheisen keksinndn puitteissa kaavan (I) mukaista vyhdistetta

voidaan antaa suun kautta tai ruuansulatuskanavan ulkopuoli-
sesti, kun siitd on tehty sopiva valmiste sekoittamalla tehok-
kaaseen annokseen fysiologisesti hyvdksyttdvda kantajaa, tay-

teainetta tai laimenninta, t&mdn valmisteen voidessa olla kiin-

... ted wvalmiste kuten tabletit, kapselit, rakeet ja jauheet, tai

e
. o o
. o

- o

°. nhestemdinen valmiste kuten siirapit tai injektoitavat valmis-

teet.

.}?armaseuttisesti hyvaksyttavat kantajat ovat erilaisia orgaa-

nisia tal epdorgaanisia kantaja-aineita, joita kdytetadn ylei-

***sesti farmaseuttisina aineina, Jja niistd voidaan valmistaa



b

ee
.

LX)
.

e
LI

*3

. .

.
oo

.

XX R
sos
o
-

31

tayteaineet, liukastusaineet, sideaineet ja hajottavat aineet
kiinteiden valmisteiden tapauksessa ja liuottimet, liukenemis-
ta helpottavat aineet, suspendoivat aineet, isotoniseksi teke-
vdt aineet, puskurit ja pehmentavdt aineet nestemdisten val-
misteiden tapauksessa.. Muita farmaseuttisia lisdaineita kuten
sdildntdaineita, antioksidantteja, vadriaineita ja makeutusai-
neita voidaan kayttaa tarvittaessa. Edullisista tdyteaineista
voidaan mainita laktoosi, sakkaroosi, D-mannitoli, tarkkelys,
kiteinen selluloosa Jja kevyt piihapon anhydridi. Edullisista
liukastusaineista voidaan mainita magnesiumstearaatti, kal-
siumstearaatti, talkki ja kolloidaalinen piidioksidi. Edulli-
sista sideaineista voidaan mainita kiteinen selluloosa, sakka-
roosi, D-mannitoli, dekstriini, hydroksipropyyliselluloosa,
hydroksipropyylimetyyliselluloosa ja polyvinyylipyrrolidoni.
Edullisia hajottavia aineita ovat tarkkelys, karboksimetyyli-
selluloosa, karboksimetyyliselluloosakalsium, Kkroskalmelloosi-
natrium ja karboksimetyylitarkkelysnatrium. Edullisista liuot-
timista voidaan mainita injektoitava vesi, alkoholi, propylee-
niglykoli, makrogol, seesambljy ja maissidljy. Edullisia liu-
kenemisen apuaineita ovat polyetyleeniglykoli, propyleenigly-

koli, D-mannitoli, bentsyylibentsoaatti, etanoli, tris-amino-
metaani, kolesteroli, trietanoliamiini, natriumkarbonaatti Ja
" natriumsitraaatti. Edullisista suspendoivista aineista voidaan

" mainita pinta-aktiivist aineet kuten stearyylitrietanoliamii-
* ni, natriumlauryylisulfaatti, lauryyliaminopropionihappo,
"lesitiini, bentsalkoniumkloridi, bentsetoniumkloridi ja monos-

;! teariiniglyseroli sekd@ hydrofiiliset polymeerit kuten polyvi-

nyylialkoholi, polyvinyylipyrrolidoni, karboksimetyylisellu-
loosanatrium, metyyliselluloosa, hydroksimetyyliselluloosa,
hydroksietyyliselluloosa ja hydroksipropyyliselluloosa. Edul-
lisista isotoniseksi tekevistad aineista voidaan mainita nat-

riumkloridi, glyseroli 3ja D-mannitoli. Edullisia puskureita

':.ovat fosfaattien, asetaattien, karbonaattien Jja sitraattien
ts.puskuriliuokset. Edullisista pehmentdvistd aineista voidaan

:“:mainita bentsyylialkoholi. Edullisista s&ildntdaineista voi-

r}haan mainita p-oksibentsoehappoesterit, klooributanocli, bent-

‘..isyylialkoholi, fenyylietyylialkoholi, dehydroetikkahappo ja

.’"éorbiinihappo. Edullisia antioksidantteja ovat sulfiitit ja
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askorbiinihappo.

Kaavan (I) mukainen vyhdiste inhiboi voimakkaasti katepsiini
L: 4, tukahduttaa tehokkaasti luun resorptiota Jja sen toksi-
suus on pieni. Nain ollen yleisen kaavan (I) mukaista yhdis-
tettd voidaan kayttdd luukadon ennaltaehkdisemiseen tai hoita-
miseen nisdkkaissd (esim. hiirissd, rotissa, koirissa, kis-

soissa, naudoissa, sioissa, ihmisissa).
Kun yhdistetta (I) (tai sen suolaa) kAytetddn ennaltaehkdiseva-
nad/hoitavana aineena, sitada annetaan 1-500 mgqg, edullisesti

10-200 mg vuorokaudessa aikuiselle suun kautta annettaessa.

Tadman jadlkeen kuvataan yhdisteen (I) vaikutus seuraavien koe-

esimerkkien avulla.

Koe~esimerkki 1

IThmisen munuaisista perdisin olevan katepsiini L c¢DNA:n kloo-
naaminen

Jotta ihmisen katepsiini L c¢cDNA voitaisiin monistaa PCR-mene-

:* telmdlld, niin neljd aluketta syntetisoitiin ihmisen munuaisis-

. ta perdisin olevalle katepsiini L:lle esitetyn emdssekvenssin
mukaisesti [S. Gal ja M. M. Gottesman, Biochem. J., 253, 303
. (1988)) seuraavalla tavalla: )

. "Sense" -aluke 1:
5" -TTTTCAGGGGGCAGTAAGAT-3!

(sekvenssin tunnusnumero 1)

."Sense"—aluke 2:
5’ -pCCGGATCCGGCTTTTTAGGATTGGTCTA -3’

(sekvenssin tunnusnumero 2)

;J?Antisense"-aluke 3:

es seee

«« 5" -GGGGGCTGGTAGACTGAAGA-3'

(sekvenssin tunnusnumero 3)
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"Antisense" -aluke 4:
5/ -pCCGGATCCATTCCTCCCATGCATGCGCC-3/

(sekvenssin tunnusnumero 4)

3 ul ihmisen munuaisésta saadun cDNA-kirjaston lambda gtll
liuosta (CLONTECH Laboratories, Inc.) Jja 50 pl tislattua vettid
sekoitettiin. Seosta inkuboitiin 95 "C:ssa 5 minuuttia, mink3a
jadlkeen se jaahdytettiin valittOmasti j&issd. Kahta aluketta
(edelld kuvatut alukkeet 1 ja 3, kumpaakin 50 pmol) lis&dttiin
ja PCR toteutettiin noudattaen vyhtidstd Cetus/Perkin-Elmer
saadun reagenssipakkauksen mukana seurannutta kayttdohjetta,
toistaen reaktiosarja 94 "C:ssa 1 minuutin aikana, 55 “C:ssa 2
minuutin aikana ja 72 ‘C:ssa 3 minuutin aikana 50 jakson ajan.
Tadhdn reaktioseokseen lisadattiin kaksi muuta aluketta (edelld
kuvatut alukkeet 2 ja 4, 50 pmol kumpaakin) ja PCR toteutet-
tiin samalla tavalla kuin edellda. PCR-tuote erotettiin elektro-
foreettisesti 1,2 % agaroosigeelilld; monistunut DNA-kappale
todettiin asemassa, joka wvastasi sita kokoa (1132 bp), joka
0li odotettavissa ihmisen munuaisista perdisin olevan katep-
siini L: n emdssekvenssin perusteella. Tamd DNA-kappale otet-
.+ tiin talteen geelistd Jja se alikloonattiin plasmidivektoriin
.« « pBulescript® II SK+ (valmistaja STRATAGENE). cDNA-osan emidssek-

© " venssi, joka madritettiin synteettisen dideoksinukleotidi-
": ketjun paattamismenetelmalla [J. Messing et al., Nucleic Acids
oo Res. , 9, 309 (1981)], todettiin samanlaiseksi kuin kuvattu

...: Ssekvenssi. Taman c¢DNA-plasmidin sisalt&dvadlle plasmidille annet-

*.* tiin nimeksi pHCL-5.

Koe-esimerkki 2

Ihmisen katepsiini L:n ilment&minen Escherichia coli-kannassa
.: MM294 (DE3)

‘e Koe-esimerkista 1 saatu cDNA pilkottiin restriktiocentsyymilla
‘“.EcoRI ja talteen otettiin 798 em#sparin kappale (joka koodaa
*...0saa ihmisen katepsiini L:n esiasteesta sekd koko kyps&& ihmi-

*

i*.°sen katepsiini L: 4&). Téamédn kappaleen kumpaankin pdahan liga-
:-JFOitiin BamHI-kytkija (5 -pCCCGGATCCGGG-3’; sekvenssin tunnus-

.

“‘numero 5); ligaatiotuote istutettiin plasmidivektoriin pET-3c
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sen ilmentédmiseksi Escherichia coli-bakteerissa [Methods in
Enzymology, toim. D. V. Goeddel, 185, 68, Academic Press
(1990)]. Tdten muodostetulle plasmidille annettiin nimeksi

PET-HCLa. Escherichia coli MM294(DE3) transformoitiin plasmi-

dilla pET-HCLa ihmisen katepsiini L:n ilmentémiseksi T7-pro-
moottorin l&sndollessa [Methods in Enzymology, 185, 60

(1990)). Taten saatua Escherichia coli-transformanttia [Esche-

richia coli JM109/pTBN-HCLneo, Jjoka kasittdad plasmidin pTBN-
HCLneo, on ollut talletettuna talletusnumerolla IFO 15341 kan-

takokoelmaan Institute for Fermentation, Osaka, 12. kesakuuta
1992 lahtien, sekd talletusnumerolla FERM BP 3897 kantakokoel-

maan Fermentation Research Institute Agency of Industrial

'Science and Technology 22. kesdkuuta 1992 lahtien] wviljeltiin:

»e
.0 *
[ 2]

.

.0 sewpe e
.

solut rikottiin sonikoimalla ja ne kadsiteltiin SDS-PAGE-mene-
telmdlld; yksi ainoa vydhyke todettiin l1&helld kohtaa 30 kDal,
joka vastaa ihmisen katepsiini L: aa. Koska ilmentynyt tuote
muodosti sulkeumakappaleen, niin ihmisen katepsiini L puhdis-
tettiin osittain wultradanikadsittelylla rikotun transformantin

saostetusta fraktiosta

Koe-esimerkki 3

Yhdistelmd-DNA-teknisen ihmisen katepsiini L:n antiseerumin

valmistus

"Viite-esimerkissa 2 kuvattuun, osittain puhdistettuun yhdis-

telmad~DNA-tekniseen ihmisen katepsiini L: 83n sekoitettiin yhté

‘suuri tilavuus Freund:in tdydellistd apuainetta ja noin 1 ml

annettiin rokotteena kaniiniin. MyShemmin seosta, joka sisdlsi
osittain puhdistettua ihmisen katepsiini ©L: &3 sekd yhtd suuren
tilavuuden Freund: in epdtdydellistad apuainetta, injektoitiin-

kolmasti 10 wvuorokauden valein, Jja verta otettiin talteen

i-seitsem&ni paivana viimeisen injektion j#&lkeen. Saadun veren

‘. annettiin seisoca 37 "C:ssa 30 minuuttia ja sitten 4 "C:ssa yén

.

.
»

LX) [N

sa
.

.
. e~
. e

. e

yli, minkd& j&lkeen se sentrifugoitiin, jolloin saatiin ihmisen

katepsiini L:n antiseerumia.

aes
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Koe-esimerkki 4

Yhdistelmd-DNA: n, jonka avulla voidaan ilmentdd ihmisen katep-

siini L-geeni el&insolussa, valmistus

Sen jalkeen, kun plasmidi pHCL-5 (kuvattu koe-esimerkissid 1)
oli pilkottu restriktiocentsyymilld BamHI, kappale ihmisen
katepsiini L-cNDA:ta saatiin talteen agaroosigeelielektrofo-
reettisesti. Sitten tamad c¢DNA-kappale istutettiin vektorin
pPTB551 restriktioentsyymi BglII: n kohtaan eladinsoluissa tapah-
tuvaa tilapdistd ilmentdmist&8 varten [valmistettu muuttamalla
EcoRI-kohta BglII-kohdaksi plasmidissa pTB389, joka on kuvattu
julkaisussa Ono et al., Science, 236, 1116 (1989)] T4 DNA-
ligaasin ja ATP: n vaikutuksen avulla, jolloin saatiin ilmentéa-
misplasmidi pTB-HCL. MuLV-LTR istutettiin pTB-HCL:ssa& restrik-
tioentsyymien HindIII- ja ClaI-kohtien v&liin, jolloin saatiin

ilmentédmisplasmidi pTBN-HCL (kuvio 1).

Koe-esimerkki 5

Yhdistelmd-DNA: n, jonka avulla voidaan ilmentdad ihmisen katep-

siini L-geeni eldinsolussa, valmistus

Ihmisen katepsiini L: 88 pysyvasti ilmentdvan elédinsolulinjan
saamiseksi l&a&keaineen vastustuskyvyn aikaansaavan merkitsimen
neo-geeni istutettiin seuraavalla tavalla vektoriin pTBN-HCL,
joka on kuvattu koe-esimerkissad 4: kappale, joka kasitti var-
haisen SV40-promoottorin sekd neo-geenin, istutettiin plasmi-
din pTBN-HCL restriktiocentsyymien ClalI- Jja Sall-kohtiin, jol-

loin saatiin plasmidi pTBN-HCLneo (kuvio 1).

Koe-esimerkki 6

Ihmisen katepsiini L-geenin ilmentadminen eldinsoluissa

Koe-esimerkissad 5 kuvattua plasmidia (pTBN-HCLneo) kayttaen

. hiiren myelooma Sp2/0-solut transformoitiin seuraavasti: Sp2/0-

.
.

'soluja, joita oli kasvatettu ASF104-alustassa, jota oli tayden-

;{-netty 5 %:1lla sikidvasikan seerumia (FCS) (5 % FCS/ASF-alus-

s o8

X

n:taa), suspendoitiin PBS(-)-alustaan [sama kuin Dullbeccon PBS,

‘mutta josta on poistettu CaClz ja MgClz] siten, ettd pitoisuu-
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deksi saatiin 1x107 solua/ml. 500 pl t&tad suspensiota injek-
toitiin kyvettiin, 10 pug mainittua plasmidi-DNA:ta lis&ttiin
ja seosta pidettiin jdissd& 5 minuuttia. TA&td nestettd pulssi-
tettiin olosuhteissa 125 pF ja 300 V kdyttden geenipulssitus-
laitetta (valmistaja Bio-Rad Laboratories), 3ja sitten sitéd
pidettiin jdlleen j&dissa 10 minuuttia. T&md neste siirrettiin
10 ml:aan 5 % FCS/ASF104-alustaa ja sitd viljeltiin 37 "C:ssa
olosuhteissa, joissa o0li lasnda 5 % hiilidioksidia. 48 tunnin
kuluttua viljelmd siirrettiin wvalikointialustaan (5% FCS/AS-
Fl104-alustaa, Jjoka sisdlsi 200 fg/ml G418), ja sitad viljeltiin
24 kuoppaisella levylld 2 viikon ajan. T&ll6in muodostui lukui-
sia pesdkkeitd, joista kukin siirrettiin ASF104-alustaan, joka
sisdlsi 200 pg/ml G418, ja viljeltiin, mitad seurasi viljelmén
supernatantin Western blot-analyysi, Jjossa kaytettiin ihmisen
katepsiini L:n antiseerumia, Jjota oli valmistettu koe-esimer-
kissa 3. Taman antiseerumin vasteena ilmaantui yksittadisia
vyohykkeita, joiden molekyylipainot olivat noin 40 000 -
30 000, tai joiden molekyylipainot olivat tata pienempia; ne
tunnistettiin ihmisen katepsiini L:n esiasteeksi seka sen
jatkokasitellyksi tuotteeksi molekyylipainojen perusteella
arvioiden. Viljelmdn supernatantista md&dritettiin katepsiini
:+ L-entsyymin aktiivisuus menetelmdlla, joka on kuvattu julkai-
‘.. sussa A.J. Barrett ja H. Kirschke, Methods in Enzymology, 80,
é * 535 (1981); ihmisen katepsiini L-aktiivisuutta todettiin.

't NAam& havainnot varmistivat sen, ettd esimerkin mukaisesti
saatiin katepsiini L:&8& ilmentdvid transformoituja hiiren
myeloomasoluja; naille soluille annettiin nimeksi hiiren my-
elooma Sp-HCL26.

’:Koe—esimerkki 7

'xEIhmisen katepsiini L:n puhdistaminen

P

:j.Koe—esimerkissé 6 saatua kantaa, joka ilmensi voimakkaasti ka-

+"tepsiini L:&a& (hiiren myelooma Sp-HCL26, joka on transformoitu

ene

S.plasmidilla pTBN-HCLneo, on talletettu talletusnumerolla IFO

sa

»s16. kesdkuuta 1992 ja talletusnumerolla FERM BP 3902 kantako-

es wnme

'50371 kantakokoelmaan Institute for Fermentation, Osaka (IFO),
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koelmaan Fermentation Research Institute (FRI), Agency of

Industrial Science and Technology, 24. kesdkuuta 1992), vil-

o®

jeltiin 20 ml:ssa ASFl104-alustaa, jota o0li t&dydennetty 10
FCS Jja 200 upug/ml G418, minkd jalkeen se siirrettiin 50 ml: aan
seerumitonta valikointiélustaa (ASF104-alusta, Jjota oli tay-
dennetty 200 pg/ml G418) ja wviljeltiin 5 vuorokautta. Sen
jdlkeen, kun viljelmdn supernatanttia oli laitettu CM-Sephadex
C-50-pylvaaseen (25 x 4,4 cm), pylvasta pestiin puskurillia A
(20 mM natriumasetaattia, 1 mM EDTA, pPH 5,5), minkd Jjalkeen
pylvdstd eluoitiin natriumkloridin (NaCl) tiheysgradientilla
pitoisuudesta 0 M pitoisuuteen 1 M ihmisen katepsiini L:n
eluoimiseksi l&hella NaCl-pitoisuutta, joka o0li noin 0,4 M
Tatd fraktiota laitettiin FPLC-jarjestelmd@n Mono S-pylvadseen
(HR5/5) (valmistaja Pharmacia), mitad seurasivat pylvaan pesu
ja ihmisen katepsiini L:n eluointi edelld kuvatulla tavalla.
Ihmisen katepsiini ©L:&& sisaltanyt fraktio, Jjoka eluoitui
ldhelld noin 0,36 M ollutta ©NaCl-pitoisuutta, vakevdéitiin

puhdistetun valmisteen saamiseksi.

Koe-esimerkki 8

Ihmisen katepsiini L: 48 inhiboivan aktiivisuuden maaritys

:;_Koe~esimerkissé 7 puhdistettu yhdistelma-DNA-tekninen ihmisen

“‘katepsiini L laimennettiin laimentimella [0,1 % Brij 35 (val-

“mistaja Sigma Chemical Company)] pitoisuuteen 1 ug/ml. Yhteen

‘mikrolitraan t&td entsyymilaimennosta lis&ttiin 46 pul laimen-
-3hinta, 2 pl 0,1 M DTT ja 25 pl aktivaattori/puskuri-seosta

.
sse 0 *
. .

%340 mM natriumasetaatti, 60 mM etikkahappo, 4 mM dinatrium-
EDTA, pH 5,5). Tadh&n seokseen lisattiin 1 pl naytetta, joka
oli laimennettu pitoisuuteen 10-2 M dimetyylisulfoksidilla
(DMSQ), seka 25 pul 20 uM Z-Phe-Arg-NMec (entsyymin substraat-

.%iliuos), mit& seurasi inkubointi 30 ’C:ssa 10 minuuttia,

.:minkd j&lkeen lisadttiin 100 upl reaktion pysayttajaa (100 mM
}patriummonoklooriasetaattia, 30 mM natriumasetaattia, 70 mM
:fétikkahappoa, pH 4,3). Tamad reaktio toteutettiin 96 kuoppaa kéa-

‘.sittdvdlla fluorolevylld (valmistaja Labo Systems).
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Reaktion pysdyttadmisen jalkeen vapaan aminometyylikumariinin

fluoresenssin intensiteetti mddritettiin aallonpituudella 450

nm (virittdvd aallonpituus 365 nm) kadyttden fluorometrid FCA

(valmistaja Baxter). Vertailuna lis&ttiin sen
ndytteetdénta DMSO: ta;

sijaan 1 ul
‘tdstd vertailureaktiosta saatua fluoro-

metristd arvoa pidettiin 100 % aktiivisuutena. Kun ja&nndsak-

tiivisuus ei ollut suurempi kuin 10 %, niin
mennettiin edelleen

nayteliuosta lai-
ja jddnndsaktiivisuus midritettiin uudes-

taan edelld kuvatulla toimenpiteelld ICso-arvon saamiseksi.

Tulokset on esitetty taulukossa 1.
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Koe-esimerkki 9

Luun resorptiota tukahduttava vaikutus

Luun resorptio mitattiin menetelm&lla, joka on kuvattu Jjulkai-
sussa Raisz, Journal of Clinical Investigation, 44, 103-116
(1965). Erityisesti, vhdelle Sprague-Dawley-rotalle, joka oli
ollut 18 paivaa raskaana, annettiin 50 pCi <3Ca:ta (kalsium-
isotooppi, CaClz-liucksessa) ihonalaisella injektiolla. Seu-
raavana pdivanad eldimen vatsa avattiin ja sikidrotat poistet-
tiin. Kummatkin kyyndrvarren luut (radius ja ulna) leikattiin
irti kunkin sikidn ruumiista anatomisen mikroskocopin avulla,
ja sidekudos ja rusto poistettiin mahdollisimman tarkoin luu-
viljelmandytteiden valmistamiseksi. Kutakin luukappaletta
esiviljeltiin 37 'C:ssa 24 +tuntia 0,6 ml:ssa BGJIJb-alustaa
(Fitton-Jackson-muunnos, GIBCO-laboratories, Yhdysvallat),
joka oli valmistettu 1lisdamadlla naudan seerumin albumiinia
(lopullinen pitoisuus 2 mg/ml), minkd jdlkeen se siirrettiin
edelld mainittuun alustaan, mutta Jjoka sisdlsi kutakin yhdis-
tettd (lopullinen pitoisuus 10 pg/ml tai 10 puM) Jja wviljeltiin
vield 2 wvuorokautta. Sitten médaritettiin <45Ca-radiocaktiivisuus
alustassa ja <+3Ca-radiocaktiivisuus luussa, Jja luusta alustaan
. . vapautuneen <3Ca:n prosentuaalinen osuus laskettiin seuraaval-
12 la yhtalélla:

‘Luusta alustaan vapautuneen <3Ca: n osuus, % =

[(+sCa-impulssit alustassa)] x 100

veet [ (4SCa-impulssit alustassa)+ (¢%Ca-impulssit luussa)]

Vertailun vuoksi samasta pesueesta perdisin olevien sikididen
luufraktioita viljeltiin kaksi wvuorokautta ilman testattavaa
vhdistettd. Sitten laskettiin keskimd&rdinen g standardipoikke-

sama kunkin ryhmdn viidesta 1luufraktiosta saaduille arvoille

,ss5ekd8 niiden prosentuaalinen osuus vertailusta. Tulokset on

‘.esitetty taulukossa 2.
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Taulukko 2

Luun resorptiota inhiboiva
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Viite-esimerkki 1

Seos, Jjoka sisalsi N-bentsyyliocksikarbonyyli-(L)-isoleusyy-
li-(L)-tryptofaani-metyyliesterid (11,3 g), hiileen sidottua
palladiumia (5 %, kosteus 50 %, 3,0 g) sekd THF (50 ml), hyd-
rattiin katalyyttisesti huoneen lampdétilassa Jja ilmakehén
paineessa. Sen jadlkeen, kun katalyytti oli poistettu suodatta-
malla, suodos vakevditiin alennetussa paineessa, jolloin saa-
tiin 6ljymdistd ainetta. Oljy liuotettiin N, N-dimetyyliforma-
midiin (50 ml) Jja Jjaissd& Jjadhdytettyyn seokseen lisadttiin
l-naftaleenisulfonyylikloridia (5,8 g) ja 4-(N,N-dimetyyli-
amino)pyridiinia (DMAP) (3,2 qg). Sen jalkeen, kun reaktioseos-
ta oli sekoitettu 0 "C:ssa 3 tuntia, se vdkevditiin alennetus-
sa paineessa. Jaannds suspendoitiin etyyliasetaattiin ja seos
pestiin perdkkdin sitruunahapon .10 % vesiliuoksella, vedella,
natriumvetykarbonaatin kyll&isellda vesiliuoksella ja suola-
liuocksella, ja kuivattiin (MgSOs). Orgaaninen liuotin poistet-
tiin haihduttamalla, 3jolloin saatiin N-(l-naftyylisulfonyy—
li)-(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofaani-metyyliesteria (9,8 g, 77
%) kiteind. Sulamispiste 172-174 °C.

e . Viite-esimerkki 2

L]
..
.

.
L)
*

-+ Jiissd jadhdytettyyn seokseen, joka sisdlsi N-(l-naftyylisul-

-

"fonyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofaani-metyyliesteria (6,9

e wsen om

«.g) sekd THF:n (40 ml) ja metanolin (20 ml) seosta, lis&ttiin
,,ﬁpisaroittain liuvuos, Jjoka sisdlsi KOH:a (1,5 g) vedessa (10
ﬁfml). Sen jalkeen, kun reaktioseosta oli sekoitettu 0 "C:ssa 20
tuntia, se tehtiin happamaksi 1N HCl-liuoksella (35 ml) samal-
la jadissd Jjaahdyttden, laimennettiin vedelld Jja wuutettiin
etyyliasetaatilla. Etyyliasetaattikerros pestiin suolaliuok-
,gella ja kuivattiin (MgSO«). Orgaaninen liuotin poistettiin

;haihduttamalla, Jjolloin saatiin N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-

‘Jdsoleusyyli-(L)-tryptofaania (6,6 g, 98 %) kiteind. Sulamis-
‘episte: 167-168 °C.

ese

. .

.

sas
-« ®

LX) ene
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Viite-esimerkki 3

Sekoitettuun liuokseen, joka sisdlsi p-nitrobentsyylikloridia
(15 g) Jja dietyylibentsyylimalonaattia (22 g) N,N-dimetyyli-
formamidissa (150 ml), lis&dttiin nariumhydridid NaH (60 %
6ljysséd, 3,8 g). Sen jdlkeen, kun reaktioseosta oli sekoitettu
huoneen lampdtilassa 2 vuorokautta, reaktioseos vakevoitiin
alennetussa paineessa ja jaannds suspendoitiin etyyliasetaat-
tiin. Etyyliasetaattikerros pestiin sitruunahapon vesiliuok-
sella, vedella, natriumvetykarbonaatin kyllaisella vesiliuok-
sella ja suolaliuoksella Jja kuivattiin (MgSOs«). Orgaaninen-
liuotin poistettiin haihduttamalla ja Jjaanndsdljy puhdistet-
tiin pylvaskromatografisesti silikageelilld. Pylvasta eluoi-
tiin etyyliasetaatin ja heksaanin seoksella (1:6, til./til.),
jolloin saatiin dietyylibentsyyli-4-nitrobentsyylimalonaattia
(24 g, 71 %) kiteind. Sulamispiste 70-71 °C.

Viite-esimerkki 4

Seosta, joka sisalsi dietyylibentsyyli-4-nitrobentsyylimalo-
naattia (24 g), KOH (14 g) sekd vetta (100 ml) ja etanolia
(150 ml), sekoitettiin alueella 90-100 "C olevassa lampotilas-

**sa 7 tunnin ajan. Reaktioseos vakevditiin alennetussa painees-

sa ja jd&nnds tehtiin happamaksi 1IN HCl:11&d ja uutettiin etyy-

liasetaatilla. Etyyliasetaattikerros pestiin suolaliuoksells,

~kuivattiin (MgSO.) ja vakevditiin alennetussa paineessa. Jaan-

+nds liuotettiin pyridiiniin (100 ml) Ja liuosta sekoitettiin

$:90 "C:ssa 16 tuntia. Orgaaninen liuotin poistettiin haihdutta-

malla Jja JjA&nnds tehtiin happamaksi 1N HCl:11& ja uutettiin
etyyliasetaatilla. Etyyliasetaattikerros pestiin suolaliuok-
sella, kuivattiin (MgSOa.) ja vdkevditiin alennetussa painees-

ssa. Jadnnbksend saatu Oljy puhdistettiin pylvaskromatografi-

‘lisesti silikageelilld. Eluointi etyyliasetaatin ja heksaanin

*geoksella (1:3, til./til.) tuotti 2-bentsyyli-3-(p-nitrofenyy-

:kli)propionihappoa (10,5 g, 59 %) kiteina. Sulamispiste 104-105

* *

.
een
-

(2 %]
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Vilite-esimerkki 5

2-bentsyyli-3-(p-nitrofenyyli)propionihappo muunnettiin N-[2-
bentsyyli-3-(p-nitrofenyyli)propionyyli]-(L)-tryptofanoliksi
menetelmalla, joka on kuvattu esimerkissa 1.
aine.

[d]p: =12,5% (¢ 0, 78,CHCls).

NMR (& ppm CDCls:ssa): 2,3-3,1(7H,m), 3,2-3,4(2H,m),

3,9-4, 1(1H, m), 5, 20&5, 34(1H, kukin 4d,J=7, 2Hz), 6,58 & 6,62
(14, %kukin 4&,J=2,0Hz), 7,0-7,4(11H,m), 7,92 & 8,02(2H, kukin
d,J=8,2Hz), 8,04(1H, levea s)

Alkuaineanalyysi (yhdisteelle C27H27Ns302*1/4H=20)

Laskettu: C, 70,19; H, 6,00; N, 9,009

Todettu : C, 70,00; H, 6,25; N, 8,88

Amorfinen kiinto-

Viite-esimerkki 6

Seosta, Jjoka k&sitti dietyyli-4-aminobentsyylifosfonaattia (10
g) ja dietyylibentsyylimalonaattia (24 g), sekoitettiin 160
"C:ssa 24 tuntia. Jdadhdyttadmisen j&dlkeen reaktioseos puhdis-
tettiin pylvaskromatografisesti silikageelillid. Eluointi klo-
u.roformin ja metanolin seoksella (100:1, +til./til.) tuotti

. .etyyli-2-(p-dietoksifosforyylimetyylifenyyliaminokarbonyyli)-

f'3—fenyylipropionaattia (8,3 g, 45 %) kiteina. Uudelleenkitey-

.
.

‘tys etyyliasetaatin 3Jja heksaanin seoksesta tuotti vArittémia

..Xiteitd, joiden sulamispiste oli 115-116 °C.

*
XX L)

ifViite—esimerkki 7

Jaissa jaahdytettyyn Jja sekoitettuun liuokseen, joka sisidlsi
etyyli-2-(p-dietoksifosforyylimetyylifenyyliaminokarbonyyli)-
8-fenyylipropionaattia (6,0 g) THF:n (30 ml) ja etanolin (10

~ml) seoksessa, lis&dttiin pisaroittain liuosta, joka sisédlsi
"kOH:ta (0,9 g) vedessa (10 ml). Sen jalkeen, kun reaktioseosta

‘.qli sekoitettu limp&tila-alueella 4 °"C:sta huoneen lampdtilaan

ees

.15 tunnin ajan, se tehtiin happamaksi 1N HCl:11&, laimennet-

ybiin vedella Jja wuutettiin etyyliasetaatilla. Etyyliasetaatti-

}Eerros pestiin suolaliuoksella ja kuivattiin (MgSO.). Orgaani-
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nen liuotin poistettiin haihduttamalla, jolloin saatiin 2-(p-
dietoksifosforyylimetyylifenyyliamincokarbonyyli)-3-fenyylipro-

pionihappoa (5,3 g, 94 %) kiteind. Uudelleenkiteytys etyyli-
asetaatin Ja heksaanin seoksesta tuotti vaalean keltaisia

neulasia, joiden sulamispiste oli 160-161 °C.

Viite-esimerkki 8

Jaissd Jjadhdytettyyn 3ja sekoitettuun liuokseen, joka sisdlsi
N-(2-etoksikarbonyyli-3-fenyylipropionyyli)-(L)-tryptofanolia

{15 g) THF:n (40 ml) Jja metanolin (30 ml) seoksessa, lisattiin
pisarcittain liuosta, joka sis&8lsi KOH:ta (2,5 g) vedessa (10
ml). Sen Jjalkeen, kun reaktioseosta oli sekoitettu lampdti-
la-alueella 4 "C huoneen lampdtilaan 20 tunnin ajan, se teh-
tiin happamaksi 1N HCl:11a, laimennettiin vedelld ja uutettiin
etyyliasetaatilia. Etyyliasetaattikerros pestiin suolaliuok-
sella ja kuivattiin (MgSO.«). Orgaaninen liuotin poistettiin
haihduttamalla, jolloin saatiin N-(2-karboksi-3-fenyylipropi-
onyyli)-(L)-tryptofanolia (13,5 g, 97 %) kitein&. Uudelleenki-
teyttdminen etyyliasetaatin ja heksaanin seoksesta tuotti

vaaleankeltaisia kiteitd, joiden sulamispiste oli 130-131 °C.

.2 Esimerkki 1

Seos, joka sisdlsi N-bentsyylioksikarbonyyli-(L)-tryptofanolia

6 eeas s
-
2

e (0,974 g) metanolissa (10 ml) ja hiileen sidottua palladiumia

-

(10 %, 0,195 g), hydrattiin katalyyttisesti huoneen lampdti-

vres
L N

t: lassa 1 ilmakehan paineessa. Sen jalkeen, kun hiileen sidottu-
palladium oli poistettu suodattamalla, suodos vdkevditiin
alennetussa paineessa, Jjolloin saatiin O6ljymdistd ainetta.
Tamad O6ljyma@inen aine ja N-bentsyylioksikarbonyyli-(L)-fenyyli-

salaniini (0,90 g} liuotettiin tetrahydrofuraaniin (THF) (20

:%%d) ja liuokseen ligsdttiin 1-hydroksibentsotriatsolia (HOBt)

+7(0,506 g) ja 1-etyyli-3-(3-dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imi-

t'tdi-hydrokloridia (WSCD-HCl) (0,69 g) O °"C:ssa. Sen jalkeen,

::¥un reaktioseosta oli sekoitettu huoneen lampdtilassa 21 tun-

ffia, se kaadettiin etyyliasetaattiin. Etyyliasetaattikerros

sena

Pestiin lisdamadlla perakkain sitruunahapon 10 % vesiliuosta,

228
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natriumvetykarbonaatin kylldista vesiliuvosta ja kyllaista
suclaliuosta ja kuivattiin sitten (MgSOa). Sen jalkeen, kun
liuotin oli poistettu tislaamalla, Oljymdinen j&dannds kasitel-
tiin silikageelilld pylvédskromatografisesti ja eluoitiin etyy-
liasetaatin 3ja heksaanin seoksella (2:1), jolloin saatiin
N-bentsyylioksikarbonyyli-(L)-fenyylialanyyli-(L)-tryptofano-
lia (0,878 g, 62 %).
Sulamispiste: 154-156 °C.
[}l = =-24,2° (c=0,24, DMSO)
Alkuaineanalyysi (yhdisteelle Cz2sH2sN304+0, 2H20):

Laskettu: C, 70,78; H, 6, 24; N, 8, 84

Todettu: c, 70,86; H, 6,25; N, 8,70

Esimerkit 2-11

Ndissd esimerkeissd meneteltiin esimerkissad 1 kuvatulla taval-

la siten, ettd saatiin taulukossa 3 luetellut yhdisteet.
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Taulukko 3

Uudel - Optinen
S. p. leen- pyOrimi-

Esim. R 'C kiteytys- nen {d]o

No. liuotin (c, liuotin)

2 tBuOCO-Ile- 105-108 etyyli- -31,5°
asetaatti- (c 0,375, CHCls)
heksaani -

3 1-Nap-S0=z-Ile- 150-151 CH=Cl=- -77,7°
eetteri (c 0,57, CHCls)

4 4-T0l-80=-Phe- 159-160 etyyli- -6,3°
asetaatti- (¢ 0,485, DMSO)
heksaani

5 1-Nap-S0=2-Gly- Huom?> - -9,2°

- (c 0,50, CHCls)

6 PhCH>0CO-Ile- 184-185 tetrahydro- -40,0°

Ile- furaani- (¢ 0,145, DMSO)
.- heksaani
S PhCH=20CO-Ile- 184-185 etyyli- -40,0°
ot asetaatti- (c 0,50, DMSO)
: .. heksaani
tBuOCO-Ile-Ile- Huom =2 - -109, 4°
. - (c 0,17, DMSO)
1y 1-Nap-SOz-Ile~ 170-172 etyyli- -37, 5"
Ile- eetteri (¢ 0,2, DMSO)
10 CHs0OCO(CH=2)2C0- 213-214 tetrahydro-
Ile-Ile- furaani-
heksaani
-+1d 1-Ada- (CHz2)20CO- Huom?3) -
- Ile-Ile- -
ile: (L)~-isoleusiini, Phe: (L)-fenyylialaniini, Gly: glysiini,
'tﬁu tert-butyyli, 1-Nap: l-naftyyli, 4-Tol: 4-tolyyli, Ph:

§f§hyyli, 1-Ada: adamantan-l-yyli

200

.

.
ces
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Huom 1) Amorfinen kiintoaine
NMR (& ppm CDCls:ssa): 2,69(2H,dd, J=4&6Hz),

3,25-3,49(3H, m), 4,06-4,14(1H, m),
6,71(1H,d,J=8, 0Hz), 6,92(1H,d, J=2Hz), 7,
7,13(1H,dt, J=1&7Hz), " 7,26(1lH,d, J=8Hz),
7,49(1H,d,J=10Hz), 7,50(2H,dd, J=7&9Hz), 7,
7,96(1H,d,J=8Hz), 8,11(1H,dd4,J=1&7Hz),

8,50(1H, dd, J=3&6Hz)

Huom 2) Amorfinen kiintoaine

3,35(2H,d,J=6Hz),
6,32(1H, t,J=6Hz),
04 (1H,dt,J=1&7Hz)},
7,39(1H, t,J=8Hz),
86 (1H,dd, J=3&7Hz),
8,27(1H,4,J=2Hz),

NMR (& ppm de-DMSO:ssa): 0,76-0,82(12H,m), 1,00-1,18(2H, m),

1,28-1,47(2H, m), 1,37(9H4,s), 1,60-1,75(2H, m),
3,31-3,36(2H, m), 3,77-3,85(1H, m),
4,13-4,22(1H, m), 4,65(1H,t,J=5, 2(Hz),

7,32(1H,4,J=7, 4Hz), 7,59-7,78(3H, m), 10,75(1H

SI-MS M/z: 517(MH-).

Huom 3) Amorfinen kiintoaine
NMR (8 ppm de-DMSO:ssa): 0,74-0,83(12H, m)

1,28-1,90(21H, m), 2,68-2,95(2H, m),
3,83-4,21(5H, m), 4,65(1H,t, J=5, 6Hz),
.+1..31(1H, 4, J=7, 4Hz), 7,62(1H,d4,J=7, 0Hz),

1D, 74(1H, br s). SI-MS m/z: 623 (MH<).

2,67-2,96(2H, m),
3,93-4,04 (14, m),
6,87-7,09(4H, m),

, br s).

, 0,98-1,16(2H, m),

3,25-3,42(2H, m),
6,92-7,16(4H, m),
7,69-7,75(2H, m),
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Esimerkki 12

Tdssd meneteltiin esimerkissd 1 kuvatulla tavalla siten, ettd
saatiin N-(l-naftyylisufonyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-isoleusyy-
li-(DL)-(l-naftyyli)alaninolia, joka kiteytettiin wuudestaan
etyyliasetaatista.

Sulamispiste: 198-200 °C.

Esimerkki 13

Seos, Joka sis&lsi N-bentsyylioksikarbonyyli-(L)-isoleusyy-
li-(L)-tryptofanolia (2,14 g), hiileen sidottua palladiumia (5
%, kosteus 50 %, 1,0 g) sekd metanolin ja THF:n seosta (5:1,
30 ml), hydrattiin katalyyttisesti huoneen lampdtilassa ja
ilmakehdn paineessa. Sen jalkeen, kun katalyytti oli poistettu
suodattamalla, suodos vadkevditiin alennetussa paineessa, jol-
loin saatiin O6ljymdistd ainetta. T&dmad 8ljy ja valproiinihappo
(0,71 g) liuotettiin N,N-dimetyyliformamidiin (20 ml) ja liuok-
seen lis&ttiin O “C:ssa 1l-hydroksibentsotriatsolia (HOBt)
(0,82 g) sekd liuos, joka sisdlsi l-etyyli-3-(3-dimetyyliami-
nopropyyli)karbodi-imidi-hydrokloridia (WSCD-HCl1) (1,13 gqg)
3g4kloorimetaanissa (20 ml). Sen jadlkeen, kun reaktioseosta oli
E%Ekoitettu 0 °'C:ssa yhden tunnin ajan ja huoneen l&mpdtilassa

215 tuntia, reaktioseos vdkevditiin alennetussa paineessa ja

.
¢ &

-;?énnés suspendoitiin etyyliasetaattiin (120 ml). Tadma seos
:péstiin perdkkdin sitruunahapon 10 % vesiliuoksella, natrium-
.ﬁgtykarbonaatin kylldiselld vesiliuoksella Jja suoclaliuoksella
3}3 kuivattiin (MgSOs). Orgaaninen liuotin poistettiin haihdut-
tamalla, jolloin saatiin N-valproyyli-(L)-isoleusyyli-(L)-tryp-
tofanolia (1,78 g, 84,8 %) kiteina. Uudelleenkiteyttdminen
etyyliasetaatin ja heksaanin seoksesta tuotti varittdémiad neu-
leia. Sulamispiste: 190-191 °C.

1a]o=-60,8" (C=0,50, CHsOH)

kﬁkuaineanalyysi (yhdisteelle C2s5H39N303):

e, Laskettu: C, 69,90; H, 9,15; N, 9,78

I Todettu: C, 69,69; H, 9,14; N, 9,50
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Esimerkki 14

Seos, joka sisédlsi N-bentsyylioksikarbonyyli-(L)-tryptofanolia
(1,0 g) etanolin (20 ml) ja dioksaanin (40 ml) seoksessa, seka
hiileen sidottua palladiumia (5 %, 0,5 g), hydrattiin kata-
lyyttisesti huoneen ladmpdtilassa 1 ilmakehin paineessa. Sen
jalkeen, kun hiileen sidottu palladium oli poistettu suodatta-
malla, suodos vakevOitiin alennetussa paineessa, jolloin saa-
tiin O6ljymaistad ainetta. T&m& OljymAinen aine liuotettiin
N, N-dimetyyliformamidiin (10 ml) ja t&h&n liuokseen lisattiin
0 "C:ssa 1l-naftaleenisulfonyylikloridia (0,77 g) ja sitten
trietyyliamiinia (0,39 g). Sen jalkeen, kun reaktioseosta oli
sekoitettu huoneen lampdtilassa ydn yli, se kaadettiin veteen
ja uutettiin eetterilla. Eetterikerros pestiin lisaamalla
perakkdin sitruunahapon 10 % vesiliuosta natriumvetykarbonaa-
tin kyllaista wvesiliuosta ja kyllaista suolaliuosta ja sitten
se kuivattiin (MgSO«). Sen Jjédlkeen, kun liuotin oli poistettu
tislaamalla, 6ljymé@inen jaannds késiteltiin pylvadskromatogra-
fisesti silikageelilld, eluociden etyyliasetaatin ja heksaanin
seoksella (1:1), jolloin saatiin jauhemaista N-(l-naftyylisul-
fonyyli)-(L)-tryptofanolia (0,8 g, 68 %).
.§ulamispiste: 85-87 ‘C
(&)o=-104,9° (c=0,5, CHCls).

o

:Eéimerkki 15

.ﬁihosta, joka sisdlsi N-bentsyylioksikarbonyyli-(DL)-a-naftyy-
:iéélaniinia (6,0 g) etyyliasetaatissa (200 ml), kdsiteltiin
liuoksella, joka sisalsi diatsometaania eetterissid, jclloin
saatiin N-bentsyylioksikarbonyyli-(DL)-a-naftyylialaniini-
metyyliesterid oOljymdisend aineena. Tamad Sljymédinen aine liuo-
tdttiin etanolin (60 ml) Jja tetrahydrofuraanin (THF) (40 ml)
ggokseen ja siihen lisattiin natriumboorihydridia (1,3 g) Jja
i{tiumkloridia (LiCl) (1,5 g) argonvirran alla. Sen jalkeen,
%tun reaktioseosta oli sekoitettu huoneen lampdtilassa 1 tunnin
gg;n, se vakevditiin alennetussa paineessa ja j&&nn6s kaadet-
;ﬁfn etyyliasetaattiin., Etyyliasetaattikerros pestiin lisd&-

ralla perdakkdin natriumvetykarbonaatin kyll&istd vesiliuosta
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ja kylladista suolaliuosta, minka jadlkeen se kuivattiin
(MgS0O4). Liuvotin poistettiin tislaamalla, Jjolloin saatiin
N-bentsyylioksikarbonyyli-(DL)-~-a-naftyylialaninolia (5,3 g,
91 %) varittdmadnid kiintoaineena.

IH-NMR (& ppm CDCls:ssa): 3,29(1H,ad, J=8, 2&12, 8Hz),
3,42(1H,d4d4,J=7, 2&12, 8Hz), 3,5-3,8(2H, m), 4,0-4,2(1H,m),
5,11(2H,s), 7,3-7,9(12H,m), 8,21(1H,d,J=7, 2Hz)

Esimerkki 16

Seos, Jjoka sisalsi N-bentsyyliocksikarbonyyli-(L)-isoleusyy-
li-(L)-tryptofanolia (55 g), hiileen sidottua palladiumia
(S %, kosteus 50 %, 30 g) sekd etanolin (50 ml) ja THF:n (300
ml) seosta, hydrattiin katalyyttisesti huoneen lampdtilassa ja
ilmakehdn paineessa. Sen jalkeen, kun katalyytti oli poistettu
suodattamalla, suodos vakevditiin alennetussa paineessa, jol-
loin saatiin 6ljymédistd ainetta. Ta&md O6ljy liuotettiin N,N-
dimetyyliformamidiin (300 ml) Jja tahdn jaissad jaahdytettyyn
seokseen lisdttiin 1l-naftaleenisulfonyylikloridia (30 g) ja
4-(N,N~-dimetyyliamino)pyridiinid (DMAP) (17 g). Sen jalkeen,
kun reaktioseosta oli sekoitettu O "C:ssa 2 tunnin ajan, se
,-vakevditiin alennetussa paineessa. J&ann0s suspendoitiin etyy-

.Iliasetaattiin ja seos pestiin perdkkdin sitruunahapon 10 %

.nen  liuotin poistettiin haihduttamalla ja j&&nnésoljy puhdis-
ugéttiin pylvaskromatografisesti silikageelilld. Eluointi etyy-
{fiasetaatin ja heksaanin seoksella (3:2, til./til.) tuotti
N-(l-naftyylisulfonyyli)~(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofanolia
(51 g, 82 %) kiteina.

E?imerkki 17

eccee

U&issa jadhdytettyyn liuokseen, joka sisdlsi N-tert. -butoksi-
:ﬁérbonyyli—(L)—isoleusyyli—(L)—tryptofanolia (1,0 g) klorofor-

‘nissa (10 ml), lisdttiin trifluorietikkahappoa (5 %, 0,5 g),

:mtnkd jalkeen seosta sekoitettiin samassa lampodtilassa 4 tun-
:nin ajan. Sen jalkeen, kun reaktioseos o0li vakevdity alenne-

see
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tussa paineessa, jdadnnbkseen lis&dttiin etyyliasetaattia. Etyy-
liasetaattikerros pestiin vedella ja kuivattiin (MgSOa) ja
liuotin poistettiin tislaamalla, Jolloin saatiin (L)-isoleu-
syyli-(L)-tryptofanolia &ljymdisend aineena. Tama O6ljymdinen
aine liuotettiin kloroformiin (20 ml) ja p-tolueenisulfonyyli-
kloridia (0,52 g) lisattiin ja sitten lisadttiin trietyyliamii-
nia (1,4 ml) O °C:ssa. Sen Jjalkeen, kun reaktioseosta oli
sekoitettu huoneen lampdtilassa 2 vuorokauden ajan, se kaadet-
tiin veteen ja uutettiin kloroformilla. Sen jalkeen, kun klo-
roformikerros oli kuivattu (MgSOa), liuotin poistettiin tis-
laamalla ja 6ljymdinen jaannds kiteytettiin uudestaan etyyli-
asetaatista, jolloin saatiin N-(p-tolueenisulfonyyli)-(L)-iso-
leusyyli-(L)-tryptofanolia (0,32 g, 28 %).

Sulamispiste: 217-219 °C.

{d]lp = -32,7 (c¢=0,695, CHsOH)

Esimerkki 18

Seos, joka sisdlsi N-bentsyylioksikarbonyyli-(L)-isoleusyy-
li-(L)-tryptofanolia (0,7 g) etanolin (30 ml) ja tetrahydrofu-
raanin (20 ml) seoksessa sekd hiileen sidottua palladiumia
'{5 %, 0,5 g), hydrattiin katalyyttisesti huoneen lampdtilassa
'i:ilmakehén paineessa. Sen jalkeen, kun hiileen sidottu palla-
f?ium 0li poistettu suodattamalla, suodos vakevéitiin alenne-
‘tissa paineessa, Jjolloin saatiin &ljymaista ‘ainetta. T&ma
%ijyméinen aine liuotettiin dikloorimetaanin (15 ml) ja tetra-
anrofuraanin (5 ml) seokseen ja tadhan liuokseen lisattiin
@ﬁmetyylifenyyli—isosyanaattia (0,225 g) 4 "C:ssa. Sen jal-
keen, kun reaktioseosta oli sekoitettu huoneen lampétilassa
1,5 tuntia, se kaadettiin kloroformin ja metanolin seokseen,
Sen j&lkeen, kun liukenematon aines oli poistettu suodattamal-
las suodos vakevditiin alennetussa paineessa ja jaljelle jaa-
@Qi kiintoaine kiteytettiin uudestaan dikloorimetaanin, meta-
ﬁﬁLin ja heksaanin seoksesta, jolloin saatiin N-(3-metyylife-
ﬁ;&likarbamoyyli)-(L)—isoleusyyli—(L)-tryptofanolia (0,43 g,
8l %).

Su}émispiste: 185-185 °C.
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Alkuaineanalyysi (yhdisteelle Cz2sHs32NaOs)
Laskettu: C, 68,78; H, 7,39; N, 12,83

Todettu: C, 68,35, H, 7,41; N, 12,91

Esimerkki 19

Tassa meneteltiin esimerkissa 18 kuvatulla tavalla, Jjolloin
saatiin N-bentsyylikarbamoyyli-(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofano-
lia.

Sulamispiste: 132-133 'C.

[d]p=~-42,9" (cO, 34, DMSO).

Esimerkki 20

Seurattiin Esimerkin 18 menetelmdd, jolloin saatiin N-[(2-syk-
loheksyylietyyli)karbamoyyli]-(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofano-
lia.

S.p.: 182-184 °C

(ad]lo= -27,7" (¢ 0,37, DMSO)

Esimerkki 21

Seurattiin Esimerkin 18 menetelmdd, jolloin saatiin N-isopro-

e
jylikarbamoyyli—(L)—isoleusyyli—(L)—tryptofanolia.

.p.: 211-213 'cC

-m.mnu.,b.-

Bsimerkki 22

Seurattiin Esimerkin 18 menetelmdd, jolloin saatiin N-[2-tri-
fluorimetyylifenyyli)karbamoyyli]-(L)-isoleusyyli-(L)-tryp-
tofanolia.

S.ep.: 232-234 °C

Esimerkit 23-53

Esdimerkkien 1, 16 ja 18 menetelm&@a seurattiin, jolloin saatiin

tddlukossa 4 luetellut yhdisteet.

ea ee
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Taulukko 4
H
N
(L)
R-NH~ : ~CH,0H
H
Uudel - Optinen Seu-
S. p. leen- pySrimi- rattu
Esim. R ‘C kiteytys- nen {alo menet.
No. liuvotin {c, liuotin) (Esim. no.)
23  PhCH=0CO-Gly- 87-88 Etyyliase- -15,0" 1
taatti- (0,50, CHCla)
eetteri
24 tBuOCO-Phe~ 150-151 Etyyliase- -20,2° 1
taatti- (0,96, CHCls)
heksaani
25 1-Nap-S0O=z~-Phe- -2 -113.3° 16
(0,86, CHCls)
26 (PhCH=)=2CHCO- 120-121 Etyyliase- -13,9° 1
- taatti- (0,62, CHCls)
heksaani
27 PhCH=CH=2CO- 134-135 Btyyliase- -14,5° 1
taatti- (0,54, CHCla)
. heksaani
.28 1-Nap-SO=-Ala -2 -77,5° 16
-.t' (0, 50, CHClB)
* 29 (CsH-)=2CHCO-Ala 144-145 Etyyliase- -64,7 13
i"! taatti- (0,50, CHsOH)
. heksaani
."30  PhCH20CO-Trp- 105-106 Etyyliase- -43,4° 1
. taatti- (1,05, DMSO)
eetteri
31 tBuOCO-Trp- 120-122 Etyyliase- -39,7° 1
taatti- (0, 62, DMSO)
. eetteri :
32  PhCO-Phe- 165-167 DMF-H=20 -46, 3" 1
et (0,745, DMSO)
‘33 (PhS)(CsH-)CHCO- 141-142 Etyyliase- +66,6" 1

taatti (0,55,

CHCls)
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35

36

37

38

39

40

46
'40‘39

PhCH2NHCS-Ile-

1-Nap-NHCO-Ile-

PhCH=20CO-Val -

1-Nap-SC=-Val-

PhCO-Val -

(CsH~»)=2CHCO-Val

(2-bentsimidat-
solyyli-8S)
(CsH-)CHCO-
PhNHCS-Ile~
1-Nap-NHCS-Ile-

PhCO-Gly

PhCH=20CO-Ala-

PhCH=20CO-Leu-

1-Nap-SO=2-Leu-

PhCO-Leu-

-3)

217-218

163-164

173-174

187-188

165-167

149-150

158-159

103-104

200-201

ig:(c3H7)ZCHco—Leu- 149-150

a
Xy}
e @

2 »
»

.
sas

we aseen
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Etyyliase-

taatti-
eetteri

Etyyliase-

taatti-
metanoli

Etyyliase-

taatti-
heksaani

Etyyliase-

taatti-
heksaani

Etyyliase-

taatti-
heksaani

Etyyliase-

taatti-
heksaani

Etyyliase-

taatti-
heksaani

Etyyliase-

taatti-
heksaani

Etyyliase-

taatti-
heksaani

Etyyliase-

taatti

Etyyliase-
taattihek-

saani

-40, 4°
(0, 255,

-5,6°
(0, 325,

-43,3°
(0,50,

-28,8°
(0,50,
-35, 8"
(0,50,

-63, 8"
(0, 50,

-52,1°
(0,53,

-26,9°
(0, 295,

-11, 77
(0, 43,

-16, 3°
(0, 30,

-40,1°
(0, 50,

-46,1°
(0, 50,

-100,7°
(0,50,

-39, 5°
(0, 50,

-64,8°
(0, 30,

18
DMSO)
18
DMSO)
1
CHsOH)
16
CH=O0H)
1
CHsOH)
13
CHs0H)
1
CHsOH)
18
CHCls)
16
CHCl1l=s)
1
CH=0H)
1
CH=0H)
CHsO0H) 1
16
CHCl3)
1
CH=OH)
13
CHsOH)
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49 (CsH-)=2CHCO-Gly 177-178 Etyyliase- -13,2° 13
taatti- (0, 50, CHszO0OH)
heksaani

50 PhCO-Ile- 142-143 Etyyliase- -27,2° 1
taatti- (0,26, CHCls)
heksaani

51 Ph(CH=2)3sCO- 99-100 Etyyliase- -15,5° 1
taatti- (0, 435, CHCls)
heksaani

52 (CaH7)=2CHCO-Phe- 191-192 Etyyliase- -34,3° 13
taatti- (0, 50, CH=s0H)
heksaani

53 (CzH+)=2CHCO- 153-154 CHCla-eta- -19,8° 1
noli-iso- {0, 50, CHCls)
propyyli-
eetteri

DMSO: dimetyylisulfoksidi, DMF: N,N-dimetyyliformamidi, Ph:
fenyyli, 1-Nap: l-naftyyli; tBu: tert. butyyli

Ile: (L)-isoleusiini, Leu: (L)-leusiini, Ala: (L)-alaniini,
Gly: glysiini, Val: (L)-valiini, Trp: (L)-tryptofaani, Phe:

(L)-fenyylialaniini.

::}Huom. 1) Amorfinen kiintoaine

"::NMR (& ppm CDCls:ssa): 2.45 (1H,m), 2.58-3.00 (4H,m), 3.50 (1H,m), 3.72
(1H,m), 4.19 (1H,m), 5.0 (1H,m), 6.48 (1H,m), 6.60-6.70 (2H,m), 7.06-7.59
(6H,m), 7.87-8.21 (5H,m).

..Huom. 2) Amorfinen kiintoaine

NMR (& ppm CDCls:ssa): 0.93 (3H,d,J=7Hz), 2.69-2.80 (1H,m), 2.74
(1H,dd,J=7&4Hz), 2.90 (1H,dd,d =7&15Hz), 3.34-3.52 (2H,m), 3.64
. (1H,quintet,J =7Hz), 4.10-4.14 (1H,m), 5.45 (1H,d,J=7Hz), 6.61
... (1H,d,J=8Hz), 7.00 (1H,d,J=2Hz), 7.11 (1H,dt,J=1&8Hz), 7.20
:y(1H,dt,J =8Hz), 7.34 (1H,dd,J=1&7Hz), 7.47 (1H,dt,J =8&7Hz), 7.56
:-;-:(2H,dd,i= 1&8Hz), 7.58-7.68 (1H,m), 7.92-7.97 (1H,m), 8.06 (1H,d,J =8Hz),
-+ 8.20(1H,dd,J =1&7Hz), 8.22 (1H,s), 8.53 (1H,dd,J =2&8Hz).
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Huom. 3) Amorfinen kiintoaine

NMR (& ppm CDCls:ssa):0.7-1.2(7H,m), 1.3-1.6 (1H,m), 1.7-2.0 (1H,m), 2.3-2.5
(1H,m), 2.85 (2H,d,J =6.2Hz), 3.3-3.6 (2H,m), 3.9-4.1 (1H,m), 4.4-4.6 (1H,m),
4.71 (2H,broad d,J =8.4Hz), 6.63 (1H,leved d4,J=8.0Hz), 7.00
(1H,d,J=1.8Hz),7.1-7.4 (8H,m), 7.56 (1H,d,J =7.4Hz), 8.10 (1H,s).

Huom. 4) Amorfinen kiintoaine

NMR (& ppm CDCls:ssa): 0,50 (6H,t,J=THz), 1.92-2.03 (1H,m), 2.48-2.54
(1H,m), 2.62 (1H,dd,J=7&15Hz), 2.80 (1H,dd,J=7&15Hz), 3.39
(2H,dd,d =5&7Hz), 4.03-4.09 (1H,m), 5.40 (1H,d,d =7Hz), 6.32 (1H,d,J =8Hz),
6.98 (1H,d,J=2Hz), 7.12 (1H,dt,J=1&7Hz), 7.20 (1H,dt,J=1&7Hz), 7.34
(1H,d,J=7Hz), 7.47 (1H,dd,Jd=7&8Hz), 7.53 (1H,d,J=8Hz), 7.60
(1H,dd,J =1&8Hz), 7.68 (1H,ddd,J = 2&7&8Hz), 7.92 (1H,dd,J = 1&7Hz), 8.66
(1H,d,J =9Hz).

Huom. 5) Aamorfinen kiintoaine

NMR (& ppm CDCls:ssa)0.7-1.1 (7H,m), 1.2-1.5 (1H,m), 1.8-2.0 (1H,m), 2.80
(1H,t,J=5.4Hz), 3.00 (2H,d,J =6.8Hz), 3.5-3.8 (2H,m), 4.2-4.4 (1H,m), 4.78
(1H,t,J="7.4Hz), 6.47 (1H,d,J="7.8Hz), 6.71 (1H,d,J =8.0Hz), 7.0-7.4 (9H,m),
7.61 (1H,d,J ="7.4Hz), 8.23 (1H, lev. s),8.26 (1H,d,J=10.0Hz).

ET"Huom. 6) Amorfinen kiintoaine

*...NMR (& ppm CDCla:ssa): 0.6-0.9 (7H,m), 1.0-1.3 (1H,m), 1.6-1.9 (1H,m), 2.73
(1H,t,J=6.2Hz), 2.9-3.1 (2H,m), 3.5-3.8 (2H,m). 4.1-4.3 (1H,m), 4.74
(1H,t,J="7.8Hz), 6.17 (1H,d,J =8.0Hz), 6.36 (1H,d,J =7.8Hz), 7.0-8.0 (12H,m),
8.16 (1H,leveds), 8.22 (1H, leves s).
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Huom. 7) Amorfinen kiintoaine

NMR (& ppm CDCls:ssa): 0.16 (3H,d,d =6Hz), 0.56 (3H,d,J =6Hz), 1.04-1.19
(2H,m), 1.25-1.34 (1H,m), 2.68-2.79 (1H,m), 2.73 (1H,dd,d=7&15Hz), 2.89
(1H,dd,d =7&14Hz), 3.35—3..56 (3H,m), 4.07-4.18 (1H,m), 5.39 (1H,d,J =6Hz),
6.55 (1H,d,J =8Hz), 7.03 (1H,d,J =2Hz), 7.12 (1H,dt,g=1&7H—z), 791
(1H,dt,J=1&7Hz), 7.36 (1H,d,J="7Hz), 7.49 (1H,dd,J=7&8Hz), 7.58
(1H,d,J=7Hz), 7.59 (1H,dt,J=2&7Hz), 7.68 (1H,dt,J=2&7Hz), 7.95
(1H,dd,J =2&8Hz), 8.07 (1H,d,J =8Hz), 8.22 (1H,d,J=1Hz), 8.24
(1H,dd,J = 1&7Hz), 8.61 (1H,d,J =8Hz).

Esimerkit 54-68

Seurattiin samaa menetelmda kuin esimerkissa 1 ja 16, Jjolloin

saatiin taulukossa 5 luetellut vhdisteet.
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Taulukko 5
R1
L) (L)
R4-NH "2 “CONH “% “CH,0H
H H
. Uudelieen- Optinen Seurattu
Esim. R4 R1 kiteytys- py8riminen menet.
No S.p- O | Jivotin la] {c, liuotin) | (Esim.no.)
C|H3 CH,Cls-
Etyyli- -25.7°
5¢ |tBuOCO- _n’_”\© 132-133 | ssetaatti- (0.34, DMSO) :
—CHg heksaani
metanoli- +2.3°
55 PhCH20CO- -CH; 156-157 | CH4Cls- (0.375, 1
heksaani DMSO)
56 | PhCH,0CO- _CH;Ph 164-165 | metanolietyy-)  -38.0° 1
liasetaatti (0.27, DMSO)
Etyyll‘ +54 30
T 1-Nap-SOg- -CH 178-17 i- ;
5 ap-50g 3 8-179 ‘asetaattf (0.38, DMSO) 16
- heksaani
Etyyli- -108.3°
58 1-Nap-SOq- -CHyPh 169-170 asetaatti- : 16
R heksaani (0.65. CHCly)
o A C(CHg) Etyyli- -22.6°
[ 59 |PhCH20CO- . 117-118 | asetaatti- (0.295. 1
T —cnz_u[) heksaani CHCly)
s Etyyli- -34.0°
1* 60 |PhCH,0CO- _CHZ_O_OH 188-189 | asetaatti- (0.355, )
N heksaani
13 DMSO)
: Etyyli-
asetaatti- -34.0°
61 |PhCH,0CO —CHZ_O_OCRCHS,z 174175 | oot (035 DMSO) 1
Etyyli-
. i asetaatti- -9.3°
fi 62| 1-Nap-SO, —CH2—©—OH 204-205 | pheksaani ©0.36,DMs0) | 18
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Taulukko 5 (jatkoa)
, Uudelieen- Optinen r Seurattu
Esim. R4 Rl S . kiteytys- pydriminen menet.
Mo P CO | fiyotin la] (c, livotin) | (Esim.no.)
Etyvyli- 92.3°
63 1-Nap-S09- [-cr —@—ocncx 3 | 130-131 asetaatti- o 1
2 2 ey | (3acHCl | 6
. -36.7°
64 PhCH,0CO- -CH(CH 149-150 |Etyyliasetaatti
2 (CHg)g 5 yyliasetaatti (0.37, CHCly) 1
Etyyli- 3410
65 PhCH,0CO- -CH2CH(CHg)e |151-153 | asetaatti- : 1
heksaani (0.36. CHCly)
. . +8.0°
66 1-Nap-SOs- -CH(CHjy) 159-16Q0 | Etyyiiasetaatti 16
et 3 (0.26. CHCly)
Etyyli- +28.5°
67 1-Nap-SOs- -CH9CH(CHj3)q 88-89 asetaatti- (0.265, 16
heksaani DMSO)
Etyyli- L9°
68 | PhCH,0CO- H 160-161 | asetaatti- o 1
? heksaani | (0.50. CHCIy) |
. . DMSO: dimetyylisulfoksidi; Ph: fenyyli, 1-Nap: l-naftyyli,
*.tBu: tert. butyyli
év'-Esimerki t 69-73
«:Esimerkin 1 menetelmdid seurattiin, mik&d tuotti taulukossa 6

even

'+"luetellut yhdisteet.
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Taulukko 6
R1
(L)
R-NH/Ekc;Ion
H
| Uudelleen- Opti
I Esim. : ptinen

i:] R R1 . kiteytys- pyoriminen
: 5P €O | livotin la] {c, liuotin) -

69 |(PhCHo),CHCO- CHPh  |115-116 |CH2Cle- -18.3°
heksaani (0.56,CHCly)

PhCH;0CO-Leu- Etyyli . °

70 L 2 H 112-113 Fyyhasetaat -17.0
eu- tiheksaani (0305’ DMSO)

71 | (PhCHg)9CHCO- -CH;CH3 |161-162 |Etyvliasetaatti- -34.6°
metanoliheksaani | (0.54, CHClj)

Etyyli- R

72 | (PhCHg)2CHCO- -CH(CHg)o |148-149 | asetaatti- -31.5
heksaani (0.50, CHCl3)

CH,Cl,- .

73 | (PhCHg)2CHCO- -CHj 144-145 |isopropyyli- -17.9
eetteri-heksaani (0.50, CHCly)

Leu: (L)-leusiini, Ph; fenyyli

Esimerkki 74

Seurattiin esimerkin 1 menetelmdd, mika tuotti N-bentsyylioksi-

karbonyyli-(L)~isoleusyyli-(D)-tryptofanolia. S.p.
(x]=+31,8" (c, 0,945, DMSO)

Esimerkki 75

Seurattiin esimerkin 16 menetelmd&id, mika tuotti N

sulfonyyli)-(L)-isoleusyyli-(D)-tryptofanolia amorfisena kiin-

(a]o=-16,0" (c 0,34, CHCls)

198-199

~-(l-naftyyli-
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NMR (8 ppm CDCls:ssa): (.4-0.9 (7H,m), 1.1-1.3 (1H,m), 1.5-1.7 (1H,m),
2.6-2.8 (1H,m), 2.74 (2H,d,J=7.0Hz), 3.2-3.4 (2H,m), 3.45
(1H,dd,J =6.0&8.2Hz), 3.9-4.2 (1H,m), 5.7-5.9 (1H,m), 6.1-6.3 (1H,m), 7.00
(1H,d,J=1.6Hz), 7.0-7.7 (7TH,m), 7.90 (1H,d,J =8.0Hz), 7.99 (1H,d,J =8.4Hz),
8.20 (2H,d,J =7.2Hz), 8.67 (1H,d,J =8.2H2)

Esimerkit 76-97

Seurattiin esimerkkien 1 ja 13 menetelmad, mik&d tuotti taulu-

koissa 7 ja 8 luetellut yhdisteet.

Taulukke 7
R1
(L)
R4-NH~  “CH,0H
H
Uudelleen- Optinen Seurattu
Esim. R4 R1 kiteytys- pyBriminen menet.
No S.p. (§®)] liuotin [0] (C: |iUOtin) (Esnm.no.)
CH,Cls-
eetteri- -25.4° 1
76 (C3H7)2CHCO- | PhCHy- | 133-134 | j505r0pyyii- (0.5, CHCly)
eetteri
AcOEt- -22.8°
77 Ph(CH5)3CO- PhCHs- | 113-114 | eetteri- 1
(CHa)s ? e (0.5, CHCly)
PhCH,0CO- AcOEt- +11.6°Y
8 Leu- H 126-_127 heksaani (0.41, DMSO) 1
1-Nap-SOq-Leu- ’ -15.4°
- 1
79 Trp—( o H 215-216 | AcOEt (0.24, DMSO)

Leu: (L)-leusiini, Trp: (L)-tryptofaani, Ph: fenyyli, 1-Nap:
l-naftyyli, AcOEt: etyyliasetaatti 1)([d]ug
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Taulukko 8
Uudel - Optinen Seu-
S. p. leen- pyorimi- rattu
Esim. R ‘C kiteytys- nen [dls menet.
No. liuotin (¢, liuotin) (Esim. no.)
80 (CH3)=2CHCH=2CH=CO- 114-155 AcOEt-hek- -19,0° 1
saani (0,5, CHsOH)
81 sykloheksyyli-CO- 164-165 AcOEt-hek- -20, 8° 1
saani (0,5, CHsOH)
82 Ph-CO- 129-130 AcOEt-hek- -74,4° 1
saani (0,5, CHsOH)
83 Ph(Cz2Hs)CH-CO- 103-104 AcOBt-hek- -22,4° 1
B saani (0,645, CHCls)
84 (PhCH=) [ (4-CHs- -1) -16,0° 1
CeHa )CH=2 ]CH-CO- {0,53, CHCls)
.. 85 PhCHz2CH=-CO-Val- 197-198 AcOEt-hek- -60,7'C 13
saani (0,50, CHsOH)
*.°.°86 (PhCHz)=2CH-CO-Val- 157-158 AcOEt-hek- -48,3° 13
. saani (0,50, CHsOH)
187 (PhCHa)[(2-CHaO-  98-100 -17, 5 1
: CsHa)CH=2 ]CH-CO- (0,53, CHCls)
:":".88 (PhCH=){[ (4-CHs0- -2 -24,8° 1
: CeHa)CH=]CH-CO- (0,59, CHCls)
89 [(4—PhCONH— 173-174 AcOEt-hek- -65,5" -8
CsHa)CH=) (PhCH=)CH saani (0,535, CHCls)
_CO_
...¢°90 [(4-CH3CONH- 114-115 AcOEt-hek- -18,0° -7)
St CeHa)CH=) (PhCH=)CH- saani (0,475, CHCls)
. CO-
.*.’91 [4-(4-Tol-SOzNH)- 150-151 AcOEt-hek- ~-16,1° -8
CsHaCH=2] (PhCH=2)CH- saani (0,815, DMSO)

. co-
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92 [[4—(C2H50)2P(O)CH2]— -3) -37,1° 1
CsHaNHCO] (PhCH=2)CH- (0,52, CHCls)
CO-

93 (C=2Hs00C) (PhCH=2)CH- -4 1
Co-

94 [(PhCH=z)=2N-CO]- -3 -21,8° -9
(PhCH=)CHCO- (0,405, CHCla)

95 (PhCH=2NH-CO) - 187-188 AcOEt-hek- -40, 8’ -10)
(PhCH=)CHCO- saani (0,83, DMSO)

96 Ph=2CH-CO- 207-209 AcOEt-hek- -24,8° 1

saani (0, 345, DMSO)

97 (4-0okso-4H-1- 164-165 etanoli- ~-54, 8° 13

bentsopyran- heksaani (0,53, CHsO0OH)

2-yyli)-CO-Ile

Leu: (L)-leusiini, Val: (L)-valiini, Ph: fenyyli, 4-Tol:
4-tolyyli, AcOEt; etyyliasetaatti

Huom 1) Amorfinen kiintoaine

NMR (8 ppm CDClas:ssa): 2,29&2,31 (3H, kukin s), 2,34-2,52
(1H,m), 2,60-3,08 (6H,m), 3,18-3,42 (2H,m), 3,93-4,11 (1lH,m),
5,10-5, 20 (1H, m), 6,42&6, 50 (1H, kukin d, J=2, 2Hz),
7,00-7,40(13H, m), 7,89 (1H, leved).

: Huom 2) Amorfinen kiintoaine

.. NMR (& ppm CDCls:ssa): 2,32-2,50 (1H,m), 2,60-3,07 (4H, m),
. 3,20-3,43 (2H,m), 3,75&3,78 (3H, Xkukin s), 3,92-4,15 (1H,m),
. 5,04-5,20 (1H,m), 6,31&6,43 (1H, kukin 4, J=2,3Hz), 6,79
(24,4, J=8,5Hz), 7,02-7,46(9%9H, m), 7,87-8,00 (1lH, leved).

Huom 3) Amorfinen kiintoaine

NMR (& ppm CDCls:ssa): 1,22 (3H, t,J=6, 0Hz), 1,23

(3H,t,J=6,0Hz), 2,70-3,60 (10H,m), 3,90-4,10 (4H,m), 4,1-4,30
e (1H,m), 6,70&6,83 (1H,kukin d,J=2,2Hz), 6,82&6,88 (1H, kukin
:d,J=8,0Hz), 7,0-7,4 (12H,m), 7,52&7,58 (1H, kukin 4, J=7, 4Hz),
°8,37&8,46 (1H, kukin leved s), 9,29&9,31 (1H, kukin leved s).
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Huom 4) Ol3jy

NMR (8 ppm CDCls:ssa): 1,10&1,12 (3H, kukin t,J=7, OHz),
2,40-2,60 (1H,m), 2,91-3,22 (5H,m), 3,41-3,70(2H,m), 3,98-4, 30
(3H, m), 6, 50-6, 65 (1H, m), 6,89&6,98 (1H, kukin 4, J=2, 2Hz),
7,07-7,37 (8H, m), 7,57&7, 65 (1H, kukin d,J=7, 8Hz), 8,15
(1H, leved).

Huom 5) Amorfinen kiintoaine

NMR (& ppm CDCls:ssa): 2,6-3,4 (5H,m), 3,5-3,9 (3H,m), 4,0-4,5
(4H,m), 6,65 (1H,4,J=6,8Hz), 6,71&6,75 (1H,kukin &,J=2, 8Hz),
6,9-7,4 (18H,m), 7,68 (1H,d4,J=7,0Hz), 8,07 (1H,leved s).

Huom 6) Syntetisoitu N-[2-bentsyyli-3-(p-nitrofenyyli)propio-
nyyli]-(L)-tryptofanolin katalyyttiselld pelkistyvkselld (viite-

esimerkki 5), mitd seuraa reaktio bentsoyylikloridin kanssa.

Huom 7) Syntetisoitu N-[2-bentsyyli-3-(p-nitrofenyyli)propio-
nyyli]-(L)-tryptofanolin katalyyttiselld pelkistykselld (viite-

esimerkki 5), mitd seuraa reaktio asetyylikloridin kanssa.

Huom 8) Syntetisoitu N-[2-bentsyyli-3-(p-nitrofenyyli)propio-
nyyli]-(L)-tryptofanolin katalyyttiselld pelkistykselld (viite-

- esimerkki 5), mitd seuraa reaktio tosyylikloridin kanssa.

Huom 9) Syntetisoitu N-(2-karboksi-3-(fenyylipropionyyli)-(L)-

. tryptofanolin (viite-esimerkki 8) reaktiolla dibentsyyliamii-

. nin kanssa kdyttden esimerkissa 1 kuvattua menetelmisi.

:Huom 10) Syntetisoitu N-(2-karboksi-3-(fenyylipropionyyli)-

(L)-tryptofanolin (viite-esimerkki 8) reaktiolla bentsyyliamii-

nin kanssa kayttden esimerkissd 1 kuvattua menetelmiai.

Esimerkki 98

Liuokseen, jossa oli N-bentsyylioksikarbonyyli-(L)-fenyyliala-

nyyli-(L)-tryptofanolia (0,60 g) ja trietyyliamiinia (0,53 ml)

"dimetyylisulfoksidissa (DMSO) (7 ml), lis&Attiin tipoittain

i +:liuosta, Jjossa oli pyridiinia ja rikkitrioksidin vélistd komp-
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leksia (pyridiini-SOs) DMSO:ssa (7 ml). Kun oli sekoitettu
huoneenlédmpdtilassa tunnin ajan, reaktioseos kaadettiin j&aa-
veteen Jja uutettiin etyylieetterilld (60 ml x 3). Etyylieette-
rikerros pestiin 10% sitruunahapon vesiliuoksen, kyll&stetyn
natriumvetykarbonaatin vesiliuoksen ja kylldstetyn suolaliuok-
sen perédkkaisilla lisayksilld Jja sitten kuivattiin (MgSQa).
Kun liuotin oli tislattu pois, Jj&&nnds tehtiin kiintedksi
THF-heksaanietyylieetteristd, jolloin saatiin N-bentsyylioksi-
karbonyyli-(L)~fenyylialanyyli-(L)-tryptofanaalia (0, 44 g/
74%) vArittdémadnad jauheena.

S.p. 74-77°C

[d]p = +#18,0° (¢ 0,05, CHCls, 31°C)

Esimerkit 99-117

Seurattiin samaa menetelmdd Xkuin esimerkissd 98, jolloin saa-

tiin taulukossa 9 luetellut yhdisteet.

Taulukko 9
H
N
3
R~-NH-E>CHO
B
) Uudelleen- Optinen
Esim. R . Kiteytys- py6riminen
No. S.p. (°C) | yiotin [} (c, liuotin)
202-204 Metanoli- -20.8°
99 3-Tol-NHCO-Ile- - {hajosi dikloorin?etaani- (c 0.32, DMSO)
heksaani
Nap-SO 160-161 ieetteri oee
100 | 1-Nap-SOo- - Etyylieetten (¢ 0.5, CHCly)
-32.7°
101 | 4-Tol-SOy-Ile- 199-201 (c0.51, CH;0H)
Isopropyyli- +22.3°
102 | tBuOCO-Ile- U415 | oteri (¢ 0.775, CHClg)
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|

Esim.

Uudelleenkiteytys-

Qptinen pydriminen

No. R S -C) liuotin {a] {(c, liuotin}
- ‘ etyyliasetaatti -54 . 4°
103 1-Nap-SOs-Ile- 145-146 heksaani (¢ 0.50, CHCl,)
i i- +49.0°
} 105- etyyliasetaatti '
104 PhCH,0CO 05-106 isopropyylieetter (c 0.5, CHCly)
i i +15.4°
4-T61-SO0o-Phe- 150- etyyllasetagttl
105 01-S09-Phe 50-151 styylieetteri (c 0.41, DMSO)
106 | 1-Nap-SOs-Gl 135-136 — -54.8°
PreEy (c 0.50, CHClg)
styyli- +28,5°
107 PhCH50CO-Ile- 137-140 | asetaatti- ’ -
heksaani (c 0.4, MeOH)
Huom? +12.5°
PhChoOCO-Ile-Ile- —
108} PhChyOCO-Tle-le - (c0.12, CHCly)
tetrahydrofuraani- -36.5°
109 tBuOCO-Ile-1le- 178-180 | dikloorimetaani- '
heksaani (¢ 0.115, DMSQ)
tetrahydrofuraani- -100.0°
110 1-Nap-S0sq-Ile-Ile- 159-160 | etyylieetteri- )
heksaani (c0.125, CHCl3)
111 CH30CO(CHy)9 Huom 2 . .
CO-Ile-Ile- -
Huom
112 1-Ada(CHg)20CO-Ile-Ile- — —
Dikloorimetaani- -86.8°
H HCO- -1 ) )
113 (C3H7)2CHCO 135-136 otyyliestteri (0.5, CHCl)
kloroformi- 16.9°
114 Ph-CHsNHCO-Ile- 183-185 | etyyli- ’
asetaatti- (c 0.4, DMSO)
dikloorimetaani- 21.9°
115 Q(CHz)zNHCO-H& 168-169 | etyyliasetaatti- ’
heksaani (¢ 0.325, DMSO)
116 (CHy), CHNHCO-Ile- 201-'20‘_1 metanoliA-etyyli- -15.9
(hajosi) | asetaatti- (c 0.57, DMSO)
CF3
117 NHCO.I 185-186 | metanoli-etyyli- -18.7°
e (hajosi) | asetaatti (c 0.50, DMSO)
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Ile: (L)-isoleusiini, Phe: (L)-fenyylialaniini, Gly; glysiini,
tBu: tert-butyyli, 1-Nap: l-naftyyli, 3-Tol: 3-tolyyli, 4-Tol:
4-tolyyli, Ph: fenyyli, 1-Ada: adamantan-1-yyli

Huom 1) Amorfinen kiintoaine

NMR (8 ppm CDCla:ssa): 0.84-0.90 (12H, m), 0.98-1.17 (2H, m), 1.36-
1.51 (2H, m), 1.81-1.94 (2H, m), 3.27-3.33 (2H, m), 4.00 (1H,dd,J = 6.8 & 8.6
Hz), 4.30 (1H, dd, J = 6.8 & 8.6 Hz), 4.80 (1H, dd, J = 6.6 & 13.2 Hz), 5.10
(2H, s), 5.28 (1H, d, J:' = 7.6 Hz),6.48 (1H,d,J = 8.6 Hz),6.62 (1H,d,J = 6.6
Hz), 7.03-7.40, 7.55+7.60 (10H, m), 8.25 (1H, br s), 9.63 (1H, s). SI-MS m/z:
549 (MH™*).

Huom 2) Amorfinen kiintoaine

NMR (8 ppm de-DMSO:ssa): (75-0.81 (12H, m), 0.98-1.13 (2H, m), 1.33-
1.47 (2H, m), 1.66-1.75 (2H, m), 2.40-2.51 (4H, m), 2.93-3.25 (2H, m), 3.56 (3H,
s), 4.16-4.26 (2H, m), 4.41 (1H,dd, J = 7.0 & 13.0 Hz), 6.94-7.17 (3H, m), 7.34
(1H,d,J = 8.0 Hz),7.52(1H,d,J = 7.6 Hz), 7.79 (1H,d,J = 8.6 Hz),7.96 (1H,
d,J = 8.8 Hz), 8.42 (1H, d,J = 6.4 Hz), 9.47 (1H, s), 10.86 (1H, br s). SI-MS
m/z: 529 (MH).

Huom 3) Amorfinen kiintoaine

i NMR (8 ppm CDCla:ssa) 0.85-0.91 {12H, m), 1.02-1.19 (2H, m), 1.36-

i 1.96 (21H, m), 3.20-3.41 (2H, m), 3.93-4.02 (1H, m), 4.09-4.16 (2H, m), 4.32
(1H, dd,J = 6.8 & 8.4 Hz), 4.82 (1H, dd,J = 7.0 & 13.4 H2), 5.12(1H, d,J =
;" 8.2 Hz), 6.48 (1H, d, J = 8.6 Hz), 6.63 (1H, d, J = 7.0 Hz), 7.03-7.25 (3H, m),

. 787(1H,d,J = 7.4Hz),7.59 (1H, d,J = 7.2 Hz), 8.28 (1H, brs), 9.63 (1H, s).
SI-MS m/z: 621 (MH™).
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Esimerkki 118

Seurattiin samaa menetelmdd kuin esimerkissa 98, jolloin saa-

tiin N-(l-naftyylisulfonyyli-(L)-isoleusyyli-(L)-isoleusyyli-

(DL)~(1-naftyyli)alaninaali, joka uudelleenkiteytettiin etyyli-

asetaatti-tetrahydrofuraani-heksaanista.

s.p.: 169-174 °C

NMR (& ppm CDaOD:ssa): 092.1.7 (8H, m), 3.0-3.2 (1H, m), 3.45 (1H, dd, J =
7.2 & 18.0 Hz),3.61 (1H,dd, J = 4.0 & 14.2 Hz),3.87(1H,dd,J = 7.2 & 24.6
Hz), 4.2-4.4 (1H, m), 7.3-8.3 (13H, m), 8.74 (1H, t,J = 8.6 Hz)

Esimerkit 119-149

Seurattiin samaa menetelmdid kuin esimerkissd 98, jolloin saa-

tiin taulukossa 10 luetellut yhdisteet.



Taulukko 10

se seas ae

.
-

Uudelleen- Optinen
Esim. no. R S.p. (°C) ~ kiteytys- pydriminen
: liuotin [al {c, liuotin)
119 | PhCH,0CO-Gly- 131132 | eetteriheksaani | 10:Y
- (0.50,CH;0H)
DPha. etyyliasetaatti- +17.4°
120 tBuQOCO-Phe 85-86 heksaani (0.71, CHCly)
85-86 etyyliasetaatti- -71.5°
121 1-Nap-502-Phe- {hajosi) isopropyylieetteri | (0,745, CHCly)
etyyliasetaatti- | +14.1°
122 {(PhCHy);CHCO- 142-144 | isopropyyleetteri | (0,57, CHCLy)
: . +60.0°
hCH,CH - 124-12 CH,Clg-eetteri
123 PhCHyCH,CO 125 » (0.58, CHCly)
, 119120 | getteri +26.7°
124 1~’\Tap SOQ Ala {hajosi) (0.50, CH3OH)
125 | (CaH7)2CHCO-Ala- | 141142 | eetteri -52.6°
(0.715,CH40H)
etyyliasetaatti- 7.6
126 | PhCH,0CO-Trp- 8688 | i onropyylieetteri | (0715, GHCIy)
127 |tBuOCO-Trp- 95.97 | eetteriheksaani | 230"
(0.68, DMSO)
co 113-115 -55.9°
128  |PhCO-Phe- oosy | DMF-H0 (0.43 DMSO)
. 106.6°
129 | (PhS)(CsHNCHCO- | 111112 | CHaClp-eetteri |
(PRS)(CsHr) - |w0.52,cHCIL))
: etyyliasetaatti- -12.9°
130 | PhCH,NHCS-Ile- 130-131 | icopropyylieetteri | (.94 DMSO)
192-193 etyyliasetaatti- +4.4°
151 | 1-Nap-NHCO e (hajosi) | heksaani (0.395, DMSO)
. . -34.4°
132 PhCH,0CO-Val- 98-99 getteri-heksaani
(0.50, CH30H)
133 |1-Nap-SOg-Val- 117-118 | eetteriheksaani | 172"
(0.50,CH30H)
13¢ | PhCO-Val- 120-121 | eetteriheksaani | -26.9°

(0.50, CH30H)
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Uudelleen- Optinen
Esim. no. R S.p. (°C) kiteytys- pyd6riminen
livotin [a] (c, liuotin)
N etyyliasetaatti- -48.8°
135 (C3H7)9CHCO-Val- 149-150 heksaani (0.50, CH30H )
(2-bentsimidatso- ) CHyCly-eetteri -28.4°
136 lyyli-S)(CqHyICHCO- | 119-120 (0.25, CH40H )
+18.8°
137 PhNHCS-Ile- - - (0.485, CHCly)
2 +34.2°
138 1-Nap-NHCS-Ile- -3 - (0.325, CHClg)
. -11.0°
139 PhCO-Gly - - (0.50, CH30H )
eetteri +22.9°
140 PhCH,0CO-Ala- 120-121 (0.50, CHCl3 )
o +15.4°
141 PhCH,0CO-Leu- - - (0.50, CHClg)
" etyyliasetaatti- -40.5°
142 1-Nap-S03-Leu- 81-82 heksaani (0.50, CHCly)
etyyliasetaatti- -30.4°
143 PRCO-Leu- 162-163 ' heksaani (0.50, CH30H )
etyyliasetaatti- +2.6°
144 (C3H7)9CHCO-Leu- 107-108 heksaani (0.50, CHCl3)
etyyliasetaatti- +42.8°
145 (C3H7)oCHCO-Gly- 68-69 heksaani (0.50, CHCl3)
etyyliasetaatti- +45.4°
146 PhCO-Ile- 188-190 heksaani (0.26, CHCl3)
s -17.4°
147 | Ph(CH2)5CO- - ; (0.665, CHCl3)
" etyyliasetaatti- -19.1°
148 | (C3Hp)oCHCO-Phe- 141142 | caani (0.50, CH;0H)
etyyliasetaatti- 41.7
149 (C3H7)2CHCO-Ile- 143-144 heksaani (0.50, CH4OH )
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DMSO: dimetyylisulfoksidi, DMF: N, N-dimetyyliformamidi, Ph:
fenyyli, 1-Nap: l-naftyyli, tBu: tert-butyyli, Ile: (L)-isoleu-
siini, Leu: (L)-leusiini, Ala: (L)-alaniini, Gly: glysiini,
val: (L)-valiini, Trp: (L)-tryptofaani, Phe: (L)-fenyylialanii-

ni.

Huom 1) Amorfinen kiintoaine

NMR (8 ppm CDCls:ssa): (,8-1.2 (7TH,m), 1.3-1.5 (1H,m), 1.8-2.0 (1H,m),
3.23 (1H,dd,J=6.6&15.0Hz), 3.34 (1H,dd,J=6.0&15.0Hz), 4.77
(1H,q,d =6.6&13.0Hz2), 4.91 (1H,t,J=8.0Hz), 6.65 (1H,d,J=6.6Hz), 6.73
(1H,d,J =8.4Hz), 7.0-7.4 (9H,m), 7.57 (1H,d,J =8.4Hz), 8.18 (1H, leved ) 9.60
(1H,s).

Hucom 2) Amorfinen kiintoaine

NMR (& ppm CDCls:ssa): 0.6-1.3 (8H,m), 1.7-1.9 (1H,m), 3.26
(2H,dd,J =4.8&6.4H2z), 4.70 (1H,q,J =6.6&13.0Hz), 4.88 (1H,t,J =8.4Hz), 6.23
(1H,d,J =8.4Hz), 6.62 (1H,d,J =7.0Hz), 7.1-8.3 (14H,m), 9.58 (1H,s).

Huom 3) Amorfinen kiintoaine

NMR (8 ppm CDCls:ssa): 330 (2H,d,J =7.0Hz), 4.07 (2H,d,J =5.0Hz),
0476 (1H,q,J=7.0Hz), 6.98 (1H,d,J=2.0Hz), 7.01 (1H,s), 7.07
(1H,dt,d =1.0&8.0Hz), 7.17 (1H,dt,J =1.0&8.0Hz), 7.30 (1H,t,J =7.0Hz), 7.41
::'°(1H,t,_{=7.0Hz), 7.43 (1H,d,J=7.0Hz), 7.45 (2H,d,J=8.0Hz), 7.54
(1H,4,J="7.0Hz), 7.73 (2H,d,d =8.0Hz), 8.28 (1H,s), 9.61 (1H,s).

<" Huom 4) Amorfinen kiintoaine
NMR (& ppm CDCls:ssa): (g9 (6H,d,d =6.0Hz), 1.45-1.50 (1H,m), 1.56-
1.66 (2H,m), 3.28 (2H,t,J="7.0Hz), 4.18-4.28(1H,m), 4.74 (1H,q,J=6.0Hz),
5.04 (2H,s), 5.12 (1H,d,J=9.0Hz), 6.68 (1H,d,J =6.0Hz), 6.95 (1H,s), 7.11
.1 (1H,dt,J =1.0&7.0Hz), 7.19 (1H,dt,J =1.0&7.0Hz), 7.31 (1H,d,J =1.0Hz), 7.34
jigi (5H,s), 7.57 (1H,d,J =8.0Hz), 8.08 (1H,s), 9.60 (1H,s).
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Huom 5) Amorfinen kiintoaine

NMR (8 ppm CDCls:ssa): 1.93 (2H,kvintet,J=7.6Hz), 2.18
(2H,t,J =7.6Hz), 2.61 (2H,t,J =7.6Hz), 3.24 (1H,dd,J =15.0&7.0Hz), 3.38
(1H,dd,d =15.0&5.4Hz), 4.83 (1H,m), 6.03 (1H,d,J =4.0Hz), 6.90-7.30 (8H,m),
7.60 (1H,d,J =7.8Hz), 8.19 (1H, levea s),9.62 (1H,s).

Esimerkit 150-164

Seurattiin samaa menetelmda kuin esimerkissd 98, jolloin saa-

tiin taulukossa 11 luetellut yhdisteet.
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| R
L) 1w
R4-NH £ ~CONH “ "% “CHO
H H
. Uudelleen- Optinen
Esim. } R4 R1 kiteytys- pydriminen
No S.p- O | jivotin lal (c, liuotin)
s 25.7°
) ~ etyyliasetaatti “4ad.
150 | tBuOCO END 107-108 || saan (0.49, DMSO)
—CHg
etyyli- -26.7°
151 | PhCH20CO- -CHj 164-165 asetaatti- (0.305, DMSO)
etyyliasetaat- -47.4°
152 | PhCH20CO- -CH5Ph 138-139 fiheksaani (0.34, DMSO)
i ’ ) ) } etyyliasetaatti- +36.7°
153 | 1-Nap-S02 CHs 150-151 heksaani (0.45, DMSO)
etyyliasetaatti- -24.3°
154 |1-Nap-SOy- -CHgPh 138-139 1 | oisaani (0.595,DMS0)
C(CHg)3 ;
1 etyyli- +27.7°
155 | PhCH20CO- N 81-82 asetaatti- (0.33. CHCly)
—cxz_u ) heksaani
etyyli- -40.0°
156 | PhCH20CO- —cHZ—O—oH 103-104 | asetaatti- (0.37, DMSO)
heksaani
etyyli- -44.6°
157 | PhCH30CO- —CHz—O——OCHCH3)2 155-156 asetaattl:- (0.315, DMSO)
heksaani




75

.. tBu:

Taulukko 11 (jatkoa)
[ Uudelieen- Optinen
lEsim. no. R4 Rl SD {°C) kiteytys- pyariminen
‘ liuotin [a] {c, liuotin)
' 5 20.4°
158 | 1-Nap-SOs- —m—@-oa ) ) (0.305,CHClg)
etyyliasetaatti- -16.4°
159 | 1-Nap-SOsg- _cx'r©_°mcx3’z 117-118 | nheksaani (0.45.DMSO)
etyyliasetaatti- +4.2°
160 | PhCH,0CO- -CH(CHj)9 122-123 | heksaani (0.29,DMSO)
_ etyyliasetaatti- -29.5°
161 | PhCH0CO- -CHoCH(CH3g)g | 157-158 | peksaani (0.35.DMSO)
etyyliasetaatti- +24.3°
162 | 1-NapSOg- -CH(CHg)o 145-146 | oksaani (0.515,DMSO)
_ etyyliasetaatti- +~12.9°
163 | 1-NapSOq- -CHoCH(CHg)e  [155-156 | peksaani (0.82,DMSO)
etyyliasetaatti- -10.5°
184 | PhCH20CO- H 163-171 heksaani (0.50. CHClg)
*.’. DMSO: dimetyylisulfoksidi, TPh: fenyyli, 1-Nap: l-naftyyli,
tert-butyyli

‘. Huom 1) Amorfinen kiintoaine

NMR (& ppm CDCls:ssa):

0.4-0.7 (6H,m), 0.7-1.0 (1H,m), 1.0-1.2 (1H,m),
" 1.5-1.8 (1E,m), 2.58 (1H,dd,J="7.0&14.0Hz), 2.74 (1H,dd,J=6.6&14.0Hz),
3.59 (1H,dd,J =5.6&7.8Hz), 4.38 (1H,q,J = 6.6&13.6Hz), 5.81 (1H,d,J =8.0Hz),
6.5-7.0 (6H,m), 7.4-7.7 (3H,m), 7.91 (1H,d,J =8.0Hz), 8.05 (1H,d,J =8.0Hz),
_ 8.23(1H,d,J =7.4Hz), 8.68 (1H,d,J =8.0Hz), 9.16 (1H.s).

. Esimerkit 165-169

“---"Seurattiin samaa menetelm#d kuin esimerkissi 98,

jolleoin saa-

i*itiin taulukossa 12 luetellut yhdisteet.



Taulukko 12

76

R1
@
R-NE-“: “CEO
H
Uudelleen- Optinen
Esim. no. R R1 S.p. (°C) kiteytys- pydriminen
liuotin [al (c, livotin)
CH,Cly-iso- +29.0°
5 HCO- - -114 252750
165 | (PhCH3)2CHCO CHsPh 113-11 propyylieetteri | (0.59. CHCly)
PhCH20CO-Leu- etyyliasetaatti- -51.2°
H 110-1 ;
166 Leu- 0-111 heksaani (0.50, CH30H)
i +~19.3°
HCO- -CH,CH 41-14 CH5Cly-heksaani
167 | (PhCHjg)9CHCO CH,CHj; 141-142 2 (0.51, CHCly)
. =40.4°
HCO- -CH(CH 139-14 CH»Cl5-heksaani
168 | (PhCHj2)2C (CHgz)g |139-140 2Cl2 (0.53, CHCla)
- i -3.9°
Hz)2CHCO- -CH 136-137 | CH2Clz-heksaan!
169 | (PhCHa): 3 6 (0.55, CHCly)
‘"t Leu: (L)-leusiini, Ph: fenyyli

Esimerkki 170

Seurattiin samaa menetelmdad kuin esimerkissad 98, jolloin saa-

. tiin N-bentsyylioksikarbonyyli-(L)-isoleusyyli-(D)-tryptofanaa-

-°"1i ja wuudelleenkiteytettiin etyyliasetaatti-heksaanista. S.p.
163-164 "C.
[a]lo= +37,2 ° (c 0,635, DMSO)

_iEsimerkki 171

...Seurattiin samaa menetelmdd kuin esimerkissd 98, jolloin saa-

.
.
. =

e
-

tiin N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-isoleusyyli-(D)-tryptofanaa-
-=’1i amorfisena kiintoaineena.

(¢ 0,30, CHCls).

i iale= -39,3
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NMR (& ppm CDCls:ssa) 0,50(3H,d4,J=6, 8Hz),
0,7-0,9(1H, m), 1,2-1,4(1H, m),
2,90(1H,4d4,Jd=7, 4&14, 8Hz), J
3,53(1H,dd, g=5, 4&7, 8Hz), 4,36(1H,d4d),J=6, 2&13, OHz),
5,47(1H,d, J=8, OHz), 6,50 (1H,d, J=6, 6Hz), 7,0-8, 3(12H, m),
8,63(1H,4,J=8,4Hz), 9,19 (1H,s).

0,62(3H,t,J=7, 6Hz),
1,5-1, 8(1H, m),
3,12(1H, d, J=8, 0&14, 8Hz),

Esimerkit 172-193

Seurattiin samaa menetelmda kuin esimerkkid 98,

tiin taulukoissa 13 ja 14 luetellut yhdisteet.

jolloin saa-

Taulukko 13

.o ss
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R1
(L)
R-NH/%\CHO
H
Uudelleen- Optinen
Esim. no. R R1 S.p. (°C) kiteytys- pydériminen
liuotin {al (c, liuotin)
CH;Cly-eetteri- +38.9°
172 | (C3H7)2CHCO- PhCH;- 108-109 isopropyylieetteri | (0.3, CHCls)
AcOEt-eetteri- +33.7°
174 | PhCH20CO-Leu- H 93-94 AcOEt-heksaani +2.6°
z (0.23, CHCl3)
1-Nap-SOsy-Leu- ACOEt -13.1°
175 Trp- H 177-178 (0.235, DMSO)

Leu: (L)-leusiini,

l-naftyyli, AcOEt:

(L)-tryptofaani, Ph:
etyyliasetaatti

fenyyli,

1-Nap:
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H
@)
R-NE- ~CEO
H
Uudelleen- Optinen
Esim. no. R S.p. (°C) kiteytys- pydriminen
liuotin [a] {c, liuotin)
CH3)2CHCHCH .34.1°
176 (CO 3)2 2v=2 50-51 AcOEt-heksaani (345'1CH OH)
- «J, 3
177 sykloheksyyli-CO- 138-139 AcOEt-heksaani -41.5°
(0.5,CH30H)
178 |Ph-CO- 134135 | AcOEvheksaani | @
cOEt-heksaani (0.5,CH;0H)
179 Ph(CyH5)CH-CO- 1)) AcOEt-heksaani +12.6
- (0.585, CHCl3g)
180 (PhCHq)[(4-CH3- 2 +32.3°
CeH4)CH5ICH-CO- - (0.475, CHCly)
181  |PhCH,CH,-CO-Val- | 161-162 | AcOEtheksaani |- =%
(0.50, CH30H)
182 | (PhCH9)oCH-CO-Val- | 156-157 | AcOEt-heksaani |+40°
- (0.50,CH30H)
(PhCHJ)[(2-CH30- . +15.5°
- AcOEt-heksaani
183 | ceHOCHCH-CO- | 136-138 | Ac (0.475, CHCly)
184 (PhCHg)[(4-CH30- 2 +15.7°
CsHCH3]CH-CO- - (0.54, CHCly)
[(&-PhCONH-CgHy)- , -69.9°
185 CH,J(PhCH,)CH-CO- 190-191 AcOEt-heksaani (0.405, CHCly)
- | [(4-CH3CONH-CgH)- ; -32.4°
124-12 AcOEt-heksaani
186 | CH,I(PRCH,)CH-CO- 5 (0.225, DMSO)
gy |[&ToLSONHCeHY-| r22.20
CH,J(PhCH9)CH-CO- - (0.415, CHCly)
[[4-(CoH;50)9P(0)- 5 g°
188 CH3]JCcH NHCOI(Ph _9 e
CHOH.CO- (0.665, CHCly)
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Uudelleen- Optinen
Esim. no. R S.p. (°C) kiteytys- pyériminen
livatin ~la] lc, livotin)
(CoH500C)(PRCH,)C +22.3°
189 6)
H-CO- - (0.66, CHCly)
190 [{(PhCHq)aN- 7 +6.8°
COJ(PhCH4)oCHCO- - (0.90, CHCly)
101 (PhCHoNH- 8) -14.2°
COYPhCH)CHCO- - {0.94,DMSO)
-8.0°
PhsCH-CO- 172-17 - i
192 9 0 2-173 | AcOEt- heksaani (0.37, DMSO)
(4-okso-4H-1- o
193  |bentsopyran-2-yyli} 120-121 |AcOEtheksaani | oo
£0-11e (0.50, CH30H)
Leu: (L)-leusiini, Val: (L)-valiini, Ph: fenyyli, Tol: 4-tolyy-
li, AcOEt: etyyliasetaatti

Huom 1) Amorfinen kiintoaine

NMR (& ppm CDCls:ssa): 0.86(3H,t,J=7.4Hz),1.80 (1H,m), 2.17 (1H,m),

3.13-3.37 (3H,m), 4.64 (1H,q,J=6.6Hz), 6.06 (1H,d,J=5.8Hz), 6.75
t: (1H,d4,J =2.0Hz), 7.00-7.40 (TH,m), 7.55 (1H,d,J =7.8Hz), 8.07 (1H, leves ),
13 9.53 (1H,s).

.t;Huom 2) Amorfinen kiintoaine

INMR (8 ppm CDCls:ssa)t  2.27&2.30 (3H, kukin 5), 2.46-2.66 (1H,m), 2.72-

. 3.24 (6H,m), 5.53-5.70 (1H,m), 6.37-6.52 (1H,m), 6.88-7.50 (13H,m), 7.95
(1H,broad), 9.19&9.21 (1H, kukins).

‘f'Huom 3) Amorfinen kiintoaine

-'-NMR (6 ppm CDCla:ssa) :2.35-3.20 (TH.m), 3.75&3.77 (3H. kukin ), 4.42-
14,58 (1H,m), 5.50-5.62 (1H,m), 6.32&6.35 1H, kukin d,J=2.47""} 5.72-6.88

N .(2H m), 7.00-7.60 (11H,m), 7.92 (1H, leves s),9.19&9.25 (1H kukin levea ).
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Huom 4) Amorfinen kiintoaine .
NMR (8 ppm CDClas:ssa): 2.30(3H,s), 2.5-3.1(7H,m), 4.2-4.4(1H,m), 5.72
(1H,d,J=6.6Hz), 6.25 (1H,d,J =1.8Hz), 6.8-7.4 (15H,m), 7.59 (2H,d,J =8.2H2),
8.32 (1H. evea s),9.13 (1H,s).

Huom 5) Amorfinen kiintcaine

NMR (8 ppm CDCls:ssa): 1.21(3H,tJ=7.0Hz),1.22(3H,t,J=7.0Hz),3.0-
3.3 (6H,m), 3.5-3.7(1H,m), 3.8-4.1 (4H,m), 4.5-4.7(1H,m), 6.65&6.71 (1H, kukin
d,J=1.6Hz), 7.0-7.6 (13H,m), 8.44&8.61 (1H,xkukin levesd s), 9.27&9.39
(1H, kukin leved s),9.42&9.47 (1H kukin s).

Huom 6) Oljy

NMR (§ ppm CDCla:ssa): 112 (3H,tJ=6.2Hz), 3.1-3.6 (5H,m), 4.02
(2H,q,J = 14.2&6.2Hz2), 4.6-4.2 (1H,m), 6.81&6.92 (1H, kukin d,J =2.2Hz), 7.0-
7.4 (9H,m), 7.49&7.59 (1H,kukin d,J=17.4Hz), 8.22 (1H, leved s), 9.51&9.54
(1H kukin s).

Huom 7) Amorfinen kiintoaine

ti, NMR (8 ppm CDClsissa): 3034 (4H,m), 3.85 (1H,dt,J = 10.4&4.2Hz),
11 4.0-4.5 (4H,m), 4.6-4.8 (1H,m), 6.6-6.8 (2H,m), 6.9-7.3 (17TH,m), 7.4-7.7
', (2H,m), 8.33&8.38 (LH,kwkin s),9.56 (LH,s).

*:". Huom 8) Amorfinen kiintoaine

. e

* NMR (8 ppm CDCla:ssa): 9933 (4Hm), 3.54 (1H,t,J =7.2Hz), 4.0-4.5
(3H,m), 6.9-7.5 (15H,m), 8.23 (1H,d,J =7.0Hz), 8.29 (1H,t,J=7.0Hz),
9.43&9.47 (1H, kukin s), 10.86 (1H,s).
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Esimerkki 194

Liuokseen, jossa

(L)-tryptofanolia (1,0 g) ja asetyylikloridia (0,171
dimetyyliformamidissa (6 ml),
(0,28

tunnin ajan samassa

pyridiinia
lampétilassa.
uutettiin

veteen ja etyyliasetaatilla.

pestiin sitruunahapon vesiliuoksen, veden,
tin vesiliuoksen ja veden
(MgSQa).

silikageelipylvaskromatografiaan.

tiin Kun liuotin oli tislattu pois, Jj&annds
tiin

1i)-(L
{esitetty Taulukossa 16,
(0,83 gq,

v/v) eluoidusta fraktiosta.

)-isoleusyyli-(L)-tryptofanolin

esimerkkind 194) saatiin

kiintoaineena

NMR (8 ppm CDCls:ssa): 0,5-0,9
1,6-1,8(1H, m), 2,01(3H,s),
2,63(1H,dad,J=14, 8&7, 0Hz),
3,68(1H,dd, d=11, 4&6, 4Hz),
4,1-4,3(1H, m), 5,55(1H,4d,J=8, 2Hz),
' 6,91(1H,d, J=2, 2Hz), 7,0-7,7(7H, m),
‘" 8,02(1H,4,J=8,2Hz), 8,22(1H,d44,J=7,2&l,2Hz), 8,29
. s5), 8,67(1H,d,J=8,4Hz). [als -31,4° (c 0,39, CHCLs).
Alkuaineanalyysi (yhdisteelle Cz29H33N30sS-1/2H=20):
. Laskettu: C, 63,95; H, 6,29; N, 7,71
Havaittu: C, 64,17; H, 6,20; N, 7,55

(7H, m),

Esimerkit 195-198

Seurattiin samaa menetelmdad Xkuin esimerkissa 194,

*t"saatiin taulukossa 15 luetellut yhdisteet.

oli N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-isoleusyyli-

g) N/ N-

lisattiin 4-(N, N-dimetyyliamino)-
g) jailla jaahdyttéden ja sekoitettiin kolmen
Reaktioseos kaadettiin jaa-
Etyyliasetaattikerros
natriumbikarbonaa-

perdkkdisillsa lisdyksillad ja kuivat-

saatet-

N-(l-naftyylisulfonyy-
O-asetyyliyhdistetta
amorfisena

76%) etyyliasetaatti-heksaanilla (2: 3,

1,0-1,2(1H, m),
2,53(1H, dd, J=14, 8&6, 2Hz),
3, 52(1H, dd, J=8, 2&5, 2Hz ),
3,79(1H, dd, J=11, 4&6, 6Hz),
6, 10(1H, d, J=8, 4Hz),
7,89(1H, &, J=8, 4Hz),

(1H, leved

jolloin
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"+ Huom 1)

R1
(L)
R-NH- £ X
H
_ Uudeileen- | Optinen
Esim. R R1 X kiteytys- pydriminen
No 5-P- O | Jivotin [a] (c, liuotin)
3-Ind- |[-CHy0CO- -31.3°
194 1-Nap-SOz-He- CH2- CH3 — (039, CHCI3)
3-Ind- |-CH20CO- -217.8°
- - -Ile- D
195 | 1-Nap-SOx-lle- | oy, |cHcH, | - (0.52, CHCly)
3-Ind- [-CH20CO- -11.3°
- - -Ile- 2)
(PhCHg)2C 3-Ind- }-CH20CO- AcOEt- -7.2°
29- i .
197 ' heo- CH,- |CHg 129130 | heksaani | (075, DMSO)
1-Nap-SOg-Leu- -CH,0CO- AcOEt- +55.9°
198 Trp- CHs CHj3 157-158 heksaani| (0.705, DMSO)
1-Nap: l-naftyyli, Ile: (L)-isoleusiini, Trp: (L)-tryptofaani
Ph: fenyyli, 3-Ind: 3-indolyyli, AcOEt: etyyliasetaatti

Amorfinen kiintoaine

NMR (& ppm CDCls:ssa):  05.0.9 (7TH,m), 1.00 (3H,t,J=7.6Hz), 1.0-1.2
(1H,m), 1.5-1.8 (1H,m), 2.28 (2H,q,J =7.6Hz), 2.51 (1H,dd,J =14.6&6.2Hz),

** 2.61 (1H,dd,J=14.6&7.2Hz), 3.53 (1H,dd,J=8.0&5.4Hz), 3.68
. (1H,dd,J =11.4&6.2Hz), 3.79 (1H,dd,J=11.4&4.8Hz), 4.1-4.3 (1H,m), 5.64

(1H,d,J =8.0Hz), 6.14 (1H,d,J =8.4Hz), 6.90 (1H,d,J =2.0Hz), 7.0-7.7 (TH,m),
7.88 (1H,d,J="7.8Hz), 8.01 (1H,d,J=8.2Hz), 8.21 (1H,d,J =7.2Hz), 8.38

(1H, teved s),8.67(1H,d,dJ =8.4Hz).
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Huom 2) Amorfinen kiintoaine

NMR (& ppm CDCla:ssa): 0.50 (3H,t,J=7.2Hz), 0.59 (3H,d,J =6.8Hz),
0.6-0.9 (1H,m), 1.0-1.2 (1H,m), 1.5-1.8 (1H,m), 2.53 (1H,dd,J =14.6&6.2Hz),
2.64 (1H,dd,J=14.6&7.2Hz), 3.57 (1H,dd,J=8.4&5.4Hz), 3.87
(1H,dd,d =11.4&6.8Hz), 3.97 (1H,dd,J =11.4&4.6Hz), 4.2-4.4 (1H,m), 5.70
(1H,d,J =8.4Hz),6.19 (1H,d,J =8.4Hz), 6.91 (1H,d,J =2.4Hz), 7.0-7.6 (10H,m),
7.8-8.0 (4H,m), 8.17 (1H,dd,J=7.4&1.0Hz), 8.40 (1H, leved s), 8.67
(1H,d,J =8.6Hz).

Sekvenssitaulukko

Sekvenssin ID-numero: 1

Sekvenssin pituus: 20

Sekvenssityyppi: Nukleiinihappo

Juosteisuus: Yksijuosteinen

Topologia: Lineaarinen

Molekyylityyppi: Muu nukleiinihappo (kemiallisesti syntetisoi-
tu DNA)

Antisense: Ei

Sekvenssi:

TTTTCAGGGGGCAGTAAGAT

Sekvenssin ID-numero: 2

Sekvenssin pituus: 28

Sekvenssityyppi: Nukleiinihappo

Juosteisuus: Yksijuosteinen

Topologia: Lineaarinen

Molekyylityyppi: Muu nukleiinihappo (kemiallisesti syntetisoi-
tu DNA)

Antisense: EI

Sekvenssi:

CCGGATCCGGCTTTTTAGGATTGGTCTA

Sekvenssin ID-numero: 3

. .'Sekvenssityyppi: Nukleiinihappo

.
.o Juosteisuus: Yksijuosteinen

"~ Topologia: Lineaarinen
e ¢

¢ wseass
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Molekyylityyppi:
tu DNA)
Antisense: Kylla

Sekvenssi:

84

Muu nukleiinihappo (kemiallisesti syntetisoi-

GGGGGCTGGTAGACTGAAGA

Sekvenssin ID-numero: 4

Sekvenssin pituus: 28

Sekvenssityyppi:

Nukleiinihappo

Juosteisuus: Yksijuosteinen

Topologia: Lineaarinen

Molekyylityyppi:
tu DNA)
Antisense: Kylla

Sekvenssi:

Muu nukleiinihappo (kemiallisesti syntetisoi-

CCGGATCCATTCCTCCCATGCATGCGCC

Sekvenssin ID-numero: 5

Sekvenssin pituus: 12

Sekvenssityyppi:

Nukleiinihappo

Juosteisuus: Yksijuosteinen

Topologia: Lineaarinen

Molekyylityyppi:
tu DNA)
Antisense: Ei

Sekvenssi:

CCCGGATCCGGG

Muu nukleiinihappo (kemiallisesti syntetisoi-



85

Patenttivaatimukset

1. Katepsiini IL:n inhibiittori, joka sis&dltda vyhdistetts,

jolla on kaava:

R> R2 R
|

R4 (NHCHCO) n— (NHCHCO ) m——NHCH—X (1)

missd R! on vetyatomi tai aryylialkyyli-, heterosyklinen alkyy-
li- tai alempi alkyyliryhmd, joka voi olla substituoitunut; R=2
ja R3 ovat toisistaan riippumatta vetyatomi tai hiilivetyjé&an-
nds, joka voi olla substituoitunut; R4 on alkanoyyliryhma,
joka on substituoitunut Cs-iz2-aryylillad tai sulfonyyli-, karba-
moyyli- tai tiokarbamoyyliryhmd, joka on substituoitunut aryy-
1il1l&, jossa on enemmdn kuin 9 hiiliatomia, tai Ci-e-alkyylil-
14; X on kaava -CHO tai -CHz20B (missa B on vetyatomi tai hyd-
roksiryhmdd suojaava ryhmd); m ja n ovat toisistaan riippumat-

ta kokonaisluku 0 tai 1, tai sen suolaa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen katepsiini L:n inhibiitto-
ri, tunnettusiitd, ettd R?* on indolyyli-alempi alkyy-
li.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen katepsiini L:n inhibiitto-

ri, tunnett usiita, etta R* on naftyyli-alempi alkyyli.

4, Patenttivaatimuksen 1 mukainen katepsiini L:n inhibiitto-

ri, tunnettusiitia, ettd R* on fenyyli-alempi alkyyli.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen katepsiini IL:n inhibiitto-
ri, tunnettusiitd, ettd R?* on vety tai alempi alkyyli.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen katepsiini L:n inhibiitto-

ri, tunnettu siitd, ettd R2 on haaraketjuinen alempi

alkyyli.
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7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen katepsiini IL:n inhibiitto-

ri, tunnettusiitd, ettd R2 on fenyyli-alempi alkyyli.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen katepsiini L:n inhibiitto-
ri, tunnettu siitd, ettd R3 on haaraketjuinen alempi

alkyyli.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen katepsiini L:n inhibiitto-

ri, tunnett usiitd, ettd R3 on vety.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen katepsiini L:n inhibiitto-
ri, tunnettusiitia, ettid X on -CHO tai -CH>OQOH.

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen katepsiini IL:n inhibiitto-

ri, tunnettusiitd, etta mon 1 ja n on 1.

12, Patenttivaatimuksen 1 mukainen katepsiini IL:n inhibiitto-

ri, tunnettusiitia, ettd m on 1 ja n on O.

13. Patenttivaatimuksen 1 mukainen katepsiini L:n inhibiitto-

ri, tunnettusiitad, ettd m on 0 ja n on O.

14. Patenttivaatimuksen 1 mukainen katepsiini L:n inhibiitto-
ri, tunnettusiitid, ettd R? on alempi alkyyli, joka voi
olla substituoitunut indolyylilla; R2 on alempi alkyyli; R< on
naftyylisulfonyyli tai dibentsyyliasetyyli; X on -CHO tai
-CH=0H; m on 0 tai 1 ja n on 0.

15. Patenttivaatimuksen 1 mukainen katepsiini I:n inhibiitto-
ri, tunnettusiitd, ettd se sisdltdd N-(l-naftyylisulfo-
nyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofanaalia,
N-dibentsyyliasetyyli-(L)-tryptofanaalia,
N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-alaninaalia, tai
N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofanolia.

16. Katepsiini L:n inhibiittori, t unnet tu siitd, etta

se sisdltda N-(4-tolueenisulfonyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-tryp-
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tofanaalia, N-(t-butoksikarbonyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-trypto-
fanaalia, N-{(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-trypto-
fanaalia, N-bentsyylioksikarbonyyli-(L)-isoleusyyli-(L)-iso-
leusyyli-(L)~-tryptofanaalia, N-(1l-naftyylisulfonyyli)-(L)-iso-
leusyyli-(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofanaalia, N-bentsyylikar-
bamoyyli-(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofanaalia, N-[(2-syklohek-~
syylietyyli)karbamoyyli]-(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofanaalia,
N-(3-trifluorimetyylifenyylikarbamoyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-
tryptofanaalia, N-(2-propyylipentanoyyli)-(L)-tryptofanaalia,
N-dibentsyyliasetyyli-(L)-tryptofanaalia, N-dibentsyyliasetyy-
li-(L)-fenyylialanaalia, N-bentsyylioksikarbonyyli-(L)-isoleu-
syyli-(L)-fenyylialanaalia, N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-iso-
leusyyli-(L)-fenyylialaninaalia, N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-
isoleusyylialanaalia, N-bentsyylioksikarbonyyli-(L)~-leusyyli-
(L)-leusyyliglysinaalia, N-(2-propyylipentanoyyli)-(L)-alanyy-
1i-(L)-tryptofanaalia, N-(2-propyylipentanoyyli)-(L)-valyyli-
(L)-tryptofanaalia, N-(l-naftyylisulfonyyli)-{(L)-isoleusyyli-
(L)-tryptofanolia, N-dibentsyyliasetyyli-(L)-tryptofanolia tai
N~(l-naftyylisulfonyyli)~-(L)-isoleusyyli-(L)-alaninolia, tai

sen suolaa.
17. Menetelmd kaavan

R= R=2 R2

R4 (NHCHCO) n— (NHCHCO ) m——NHCH—X

missd R* on Ci-e~alkyyli, joka voi olla substituoitunut indo-
lyylilla tai aryylilld; R=2 ja R3 ovat toisistaan riippumatta
vetyatomi tai hiilivetyjaannds, Jjoka voi olla substituoitunut;
R4 on alkanoyyliryhm&, joka on substituoitunut Coe-i12-aryylilla
tai sulfonyyli-, karbamoyyli- tai tiokarbamoyyliryhma, joka
voi olla substituoitunut aryylilla, jossa on enemmdn kuin 9
hiiliatomia, tai Ci-s-alkyylilld; X on kaava -CHO tai -CH=0B
(missa B on vetyatomi tai hydroksyyliryhm&a suojaava ryhmd); m
ja n ovat toisistaan riippumatta kokonaisluku 0 tai 1; mukai-
sen yhdisteen tai sen suolan valmistamiseksi, tunnettu

siitd, etta
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a) kaavan
R3 R=

|

R4/ — (NHCHCO) n— (NHCHCO ) mm—CH

missd R2 Jja R® toisistaan riippumatta tarkoittavat vetyatomia
tai hiilivetyjdanndstd, joka voi olla substituoitunut; R<° on
alkanoyyliryhmd, joka on substituoitunut Ce-i1z2-aryylilli, tai
sulfonyyliryhmd, Jjoka on substituoitu aryylilla, jossa on
enemman kuin 9 hiiliatomia, tai Ci-s-alkyylilla; mukainen

yhdiste tai sen reaktiivinen johdannainen saatetaan reagoimaan

kaavan

Rl

H=NCHCH=0H

missa R* on Ci-s-alkyyli, joka voi olla substituoitunut indo-
lyylilla tai aryylilla, Jja haluttaessa suoritetaan hapetus-

reaktio tai hydroksyyliryhma@n suojaamisreaktio tai,

b) kaavan
R= R=2

M— (NHCHCO) n— (NHCHCO ) »——0H

missd R2 ja R2 toisistaan riippumatta tarkoittavat vetyatomia
tai hiilivetyj&anndéstd, joka voi olla substituoitunut, M on
aminoryhman suojaryhmd, m ja n toisistaan riippumatta tarkoit-
tavat kokonaislukua O tai 1, mukainen yhdiste tai sen reaktii-

vinen johdannainen saatetaan reagoimaan kaavan

RJ.
H=NCHCH=C0H
missd R?* on Ci-s-alkyyli, joka voi olla substituoitunut indo-

lyylilla tai aryylilla, mukaisen yhdisteen kanssa, suoritetaan

suojaryhmdnpoistoreaktio, asylointi-, sulfonylointi-, karba-
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moylointi- tai tiokarbamoylointireaktio t#ssd jidrjestyksessi,
ja haluttaessa suoritetaan hapetusreaktio tai hydroksyyliryh-

man suojaamisreaktio.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t unne t -

t u siitd, ettd R?* on indolyylialkyyli.

19. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t un ne t -

t u siitd, ettd R* on naftyyli-alkyyli.

20 Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t unnettt u

siita, ettd R* on fenyyli-alkyyli.

21. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t unnet -

t u siitd, ettad R* on alkyyli.

22. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t un n e t -

t u siitd, ettd R2 on haaraketjuinen alempi alkyyli.

23, Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t unne t -
.. t u siitd, etta R2 on fenyyli-alempi alkyyli.
'Z' 24, Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t unne¢t -

t u siitd, ettd R2 on haaraketjuinen alempi alkyyli.

cees 25, Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t unne t -

MR t u siitd, ettd R3 on vety.

26. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t unne t -

t u siita, ettd X on -CHO tai -CH=20H.

27. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmi, tunnet -

t u siita, etta mon 1 ja n on 1.

<2 28, Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t unne t -

t u siitd, ettd mon 1 ja n on 0.
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29. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t unne t -

t u siitd, ettd m on 0 ja n on O.

30. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t unne t -
t u siitd, ettd R? on Ci-e-alkyyli, joka voi olla substituoi-
tunut indolyylilld; R2 on alempi alkyyli; R4 on naftyylisulfo-
nyyli tai dibentsyyliasetyyli; X on -CHO tai -CH20H; m on 0

tai 1 ja n on 0.

31. Patenttivaatimuksen 22 mukainen menetelmd, t unnet -
t u siitd, etta valmistetaan N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-iso-
leusyyli-(L)-tryptofanaalia,
N-dibentsyyliasetyyli-(L)-tryptofanaalia,
N-(l-naftyylisulfonyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-alaninaalia, tai
N-(l1-naftyylisulfonyyli)-(L)-isoleusyyli-(L)-tryptofanolia.



<3

BamHI BamHI

Katepsiini L

LA

MulVIIR

HindIll

Katepsiini L

Clal Sall

Sall
MulVIIR fneo

Katepsiini L

Kuvio 1

. Cathepsin L

Clal
SV4



	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 - DESCRIPTION
	Page 40 - DESCRIPTION
	Page 41 - DESCRIPTION
	Page 42 - DESCRIPTION
	Page 43 - DESCRIPTION
	Page 44 - DESCRIPTION
	Page 45 - DESCRIPTION
	Page 46 - DESCRIPTION
	Page 47 - DESCRIPTION
	Page 48 - DESCRIPTION
	Page 49 - DESCRIPTION
	Page 50 - DESCRIPTION
	Page 51 - DESCRIPTION
	Page 52 - DESCRIPTION
	Page 53 - DESCRIPTION
	Page 54 - DESCRIPTION
	Page 55 - DESCRIPTION
	Page 56 - DESCRIPTION
	Page 57 - DESCRIPTION
	Page 58 - DESCRIPTION
	Page 59 - DESCRIPTION
	Page 60 - DESCRIPTION
	Page 61 - DESCRIPTION
	Page 62 - DESCRIPTION
	Page 63 - DESCRIPTION
	Page 64 - DESCRIPTION
	Page 65 - DESCRIPTION
	Page 66 - DESCRIPTION
	Page 67 - DESCRIPTION
	Page 68 - DESCRIPTION
	Page 69 - DESCRIPTION
	Page 70 - DESCRIPTION
	Page 71 - DESCRIPTION
	Page 72 - DESCRIPTION
	Page 73 - DESCRIPTION
	Page 74 - DESCRIPTION
	Page 75 - DESCRIPTION
	Page 76 - DESCRIPTION
	Page 77 - DESCRIPTION
	Page 78 - DESCRIPTION
	Page 79 - DESCRIPTION
	Page 80 - DESCRIPTION
	Page 81 - DESCRIPTION
	Page 82 - DESCRIPTION
	Page 83 - DESCRIPTION
	Page 84 - DESCRIPTION
	Page 85 - DESCRIPTION
	Page 86 - CLAIMS
	Page 87 - CLAIMS
	Page 88 - CLAIMS
	Page 89 - CLAIMS
	Page 90 - CLAIMS
	Page 91 - CLAIMS
	Page 92 - DRAWINGS

