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Menetelmd tymosiini & ja analogin valmistamiseksi - Forfarande for

framstdllning av tymosin o och en analog

Tymogiini Ckl on ldmpdd kestdvd, erittdin hapan polypeptidi-

yvhdiste, jossa on 28 aminohappotihdettd seuraavan sarjan muodossa:
10
H

3C—CO-Ser—ASp—?éa-Ala—Val5~A5p—Thr—S§g-Ser—Glu -Ile-

Thr-Thr-Lys-Asp  ~-Leu-Lys-Glu-Lys-Lys~ ~Glu-Val-val-Glu-

Glqu—Ala—Glu~Asn—OH.

Tdmdn peptidin, joka on tehokas immunoiva aine, eristivdt
tymosiinifraktiosta 5 Goldstein ym. kdyttdmdlld ioninvaihtokromato-
grafian ja geelisuocdatuksen yhdistelmdd. (Proc.Natl.Acad,Sci.USA 74,
725-729 (1977)). |

Tdmd keksint®d koskee tymosiini o;:n tai sen [Asn%/—analo—
gin ja niiden farmaseuttisesti hyvdksyttdvien suolojen synteesid
poistamalla suojaryhmit suojatusta oktakosapeptidistd#, joka koos-
tuu tdhdesarjasta:

H,C-CO-Ser (R') ~X-Ala-Ala-Val-Asp (OR?) ~Thr (R®) -Ser (R1) -Ser (R') -
Glu (0R*) -I1eThr (R>) -Thr (R®) ~Lys (R”) -Asp (OR%) ~Leu-Lys (R°) -G u
(or?) -Lys (R%) -Lys (%) -61u (0r?) ~val-val-clu (0r*) -G1u (0r?) -
ala-Glu (OR?) -asn-0R® (1)



jossa x on Asn tai ASp(OR2); Rl on tavanomainen seriinitdhteen
hydroksyyliryhmdn suojaryhmi; R2, R4 ja R6 ovat tavanomaisia karb-
oksyyliryhmdn suojaryhmié; R3 on tavanomainen treoniinin hydroks-
yyliryhmé&n suojaryhmd ja R5 on tavanomainen lysiinitdhteen (w-amino-
ryhmén suojaryhmd, ja muuttamalla, haluttaessa, saatu yhdiste far-
maseuttisestivhyvéksyttévéksi suolaksi.

Esimerkkeind R;—ryhmisté ovat bentsyyli, asetyyli, bentso-
yyli, tert.-butyyli, trityyli, 4-bromibentsyyli, 2,6-diklooribents-
yyli ja bentsyylioksikarbonyyli, bentsyylin ollessa ensisijainen.
Egimerkkeind R2~, R4— ja R6—ryhmisté ovat aryylirvhmédt, erityisesti
fenyyli tai fenyyli, jossa on substituenttina pienalkyyli, halogeeni,
nitro, merkapto tai substituoitu merkapto kuten metyylitio; aral-
kyyliryhmdt kuten bentsyyli tai bentsyyli, jossa on substituenttina
metoksi, halogeeni tai nitro; pienalkyyliryhmdt kuten metyyli, etyy-
li, tert.-butyyli ja tert.-amyyli; substituoidut pienalkyyliryhmit
kuten 2—halogeenietyyli, /3,[3—dimetyyliaminoetyyli ja syaancometyy-—
1i; bentshydryyli- ja fenasyyliryhm&t, bentsyylin ollessa ensisi-
jainen. Esimerkkejé R3—ryhmist§ ovat bentsyyli, asetyyli, bentsovyli,
tert.-butyyli, trityyli, 2,6-diklooribentsyyli, 4-bromibentsyyli ja
bentsyylioksikarbonyyli, bentsyylin ollessa ensisijainen. Esimerkke-
jéa R5~ryhmista ovat bentsyylioksikarbonyyli,jonka aromaattisessa
renkaassa voil valinnhaisesti olla substituentteina esimerkiksi 4-kloo-
ri, 2-bromi, 4-bromi, 2,4-dikloori, 4-nitro, 4-metoksi, 3,5-di-
metoksi, 4-metyyli, 2,4,6-trimetyyli, 4-fenyyliatso, 4-(4-metoksi-
fenyyliatso), 2-(N,N-dimetyylikarbamido) ja 2-nitro-4,5-dimetoksi,
uretaani-tyyppiset suojaryhmdt kuten 4-tolueenisulfonyylietyylioksi=
karbonyyli, 9-fluorenyylimetyylioksikarbonyyli ja ndiden kaltaiset
emdkselld lohkaistavissa olevat ryhmdt, 5-bentsisoksatsolyylimetylee-
ni-oksikarbonyyli, metyylitio- ja metyylisulfonyylietyylioksikarbonyy-
li, isonikotinyylioksikarbonyyli, halogeenietyylioksikarbonyyli,
di-isopropyylimetyylioksikarbonyyli, bentshydryylioksikarbonyyli,
isobornyylioksikarbonyyli, dinitrodifenyylimetyylioksikarbonyyli,
tert.-butyylioksikarbonyyli, tert.-amyylioksikarbonyyli, adamantyyli-
oksikarbonyyli, syklopentyylicoksikarbonyyli, metyylisyklobutyyli-
oksikarbonyyli, metyylisykloheksyylioksikarbonyyli, 2-aryyli-iso-
propyylioksikarbonyyliryhmdt kuten 2-(p~bifenylyyli)-isopropyyli-
oksikarbonyyli, 2-(4-pyridyyli)-isopropyylioksikarbonyyli ja n&di-
den kaltaiset typpipitoiset uretaaniryhmdt; asyyliryhmdt kuten
formyyli, trifluoriasetyyli, ftaloyyli, bentseenisulfonyyli, aseto-
asetyyli, klooriasetyyli, 2-nitrobentsoyyli, 4-tolueenisulfonyyli,



sulfenyyliryhmdt kuten bentseenisulfenyyli, o-nitrofenyylisulfe-
nyyli ja ndiden kaltaiset sulfenyyliryhmdt, ja aryylipienalkyyli-
ryhmdt kuten difenyylimetyyli ja trifenyylimetyyli, bentsyylioksi-
karbonyyliryhmin ollessa ensisijainen.

Suojaryhmien poistaminen suojatusta sarjan I oktakosapepti-
dista suoritetaan helposti tunnetuin menetelmin, kuten esimerkiksi
kdsittelemdlld vedettdmédlld hapolla kuten fluorivedylld l&hinnd’
anisolin ldsndollessa.

Tdmdn keksinndn mukaisesti sarjan I suojattua oktakosapep-

tidid voidaan syntetiscida kondensoimalla suojattua tetradekapepti-

did, joka on sarjan:

C—CO~Ser(Rl)~X—Ala—Ala—Val4Asp(ORZ)-Thr(R3)—Ser(Rl)—

H
3 7

ser (R') -c1u (0R?) -T1e-Thr (R%) -1hr (R®) -Lys (R)-OR TT

mukainen, suojatun tetradekapeptidin kanssa, joka on sarjan:

H—Asp(ORZ)—Leu—Lys(RS)—Glu(OR4)—Lys(RS)—Lys(RS)—Glu(OR4)—

val-val-Glu(0r?) -clu(or?) -ala-Glu(or?) -Asn-or® IIT
mukainen, Jjossa X, Rl, R2, R3, R4, R5 ja R6 ovat edelld mﬁﬁritebty—
jd ja R’ on vety tai aktivoiva ryhmd.

Edelld mainittu kytkentdreaktioc voidaan suorittaa kdyttd-
m&lld hyvin tunnettuja menetelmid, joita sovelletaan peptideji
liuosfaasissa syntetisoitaessa. Tdten, esimerkiksi, aminopddtteisen
tetradekapeptidin voidaan antaa reagoida l-hydroksibentsotriatso-
lin (HOBT) ja disykloheksyylikarbodi-imidin (DCC) kanssa, jolloin
saadaan aktivoitua esterid, jonka annetaan sitten reagoida karbok-
syylipddtteisen tetradekapeptidin kanssa, jolloin saadaan haluttua
oktakosapeptidid suojatussa muodossa.

Suojattuja tetradekapeptidejd voidaan valmistaa alan hyvin
tunnettujen menetelmien mukaisesti,

Suojatun karboksyylipd&dtteisen tetradekapeptidi III:n
/X = Asp(0Bzl)/ kemiallisessa synteesissd kdytetty menettelytapa
oli seuraava: H-Glu(OBzl)-OH kytkettiin ensin yhdisteeseen BOc~Ala-
OSu, jolloin saatiin suojattua dipeptidiosaa Boc-Ala-Glu(OBzl)-0OH,
joka kondensoitiin sitten yhdisteen HCl-H-Asn-0OBzl kanssa kdyttéden

Wiinsh'in ja Drees'in DCC/HOSu-menetelmdi,,Chem.Ber. 99, 110 (1966).



Asparagiinibentsyyliesterin hydrokloridlsuolaa valmistettiin yhdis-
teestd Boc-Asn-0Bzl, jota puolestaan syptetisoitiin kaupallisesti
saatavasta yhdisteestd Boc-Asn-OH ja bemgtsyylibromidista kdyttd-
milld aminohapon seesiumsuolaa. Boc-suojaryhmi poistettiin k&dsit-
telemdlld 30 minuuttia 4-norm. HCl:n kujlvassa tetrahydrofuraani-

liuoksessa.
' H-Glu(OBz1l)-0OH:n ja Boc-Glu(OBz])-0Su:n vidlisessd reaktiossa

muodostui yhdistettd Boc-Glu(0Bzl)-Glu(0OBzl)~-OH vidritt&mdnid kirkkaa-
na 6ljynd. Sitd kdytettiin myﬁhemmin syntetisoitaessa suojattua pen-
tapeptidid Boc~Glu(0OBzl)~Glu(0Bzl)-Ala-Glu(OBzl)-Asn-0Bz1l DCC/HOSu:n
vialittdmdssd lohkokondensaatiossa kdyttdmdlla- yhdistettd HCl-H-Ala-

Glu(0Bzl)-Asn-OBzl, jota saatiin yhdisteestd Boc-Ala-Glu(OBzl)-Asn-
OBzl kdsittelemdlld 4-normaalisella HCl/tetrahydrofuraanilla. Edelld
mainittua suojattua pentapeptidid saatiin hyvin saannoin kiteisend,

puhtaana aineena.

Suojatun.oktapeptidin Boc-Glu(OBz1)-Val-val-Glu(OBzl)-Glu-
(OBz1l)-=Ala-Glu(OBzl)-Asn-0OBzl valmistamiseksi valmistettiin ensin
tarvittavaa suojattua tripeptidia Boc-Glu (0OBzl)-Val-vVal-OH. Yhdis-
teen Boc-Val-0Su annettiin reagoida vapaan valiinin kanssa, jolloin
saatiin yhdistettd Boc-val-vVal-OH, josta lohkaisemalla 4n HCl:n THF-
liucksella ja antamalla tuotteen sen jdlkeen reagoida yhdisteen
Boc-Glu(0Bz1l)-0Su kanssa saatiin haluttua tripeptidi&d, joka ki-
teytettiin sykloheksyyliamiinisuolana Boc-Glu{(OBzl)-Val-Val-OH.CHA.
Sykloheksyyliamiinisuola muutettiin vapaaksi hapoksi ja kytkettiin
sitten DCC:n kanssa HOSu:n l&dsndollessa yhdisteeseen HC1.H-Glu(CBzl)-
Glu (OBzl)-Ala-Clu(OBzl)-Asn—-OBzl, jota saatiin yhdisteesti Boc-Glu
(OBz1)-Glu(OBzl)~Ala=Glu(OBzl)-Asn-0Bzl-Val-Val~-Glu (OBzl)~Glu (OBzl)~
Ala-Glu (0OBzl)-Asn-OBzl saatiin puhtaana, amorfisena, kiintednd
aineena. Siitd poistettiin suojaryhmdt hydraamalla, minkd j&lkeen
seurasi kdsittely trifluorietikkahapolla tavalliseen tapaan, jolloin
saatiin vapaata oktapeptidid Glu-Val-Val-Glu-Glu-Ala-Glu-Asn.

Tdmd tuote puhdistettiin kromatograafisesti ioninvaihtokolonnissa,
jolloin saatiin ainetta, joka levykromatograafisen analyysin ja
paperielektroforeesi-analyysin perusteella oli homogeenista.

Suojatun undekapeptidin Boc-Glu(0Bzl)=~Lys(Z)-Lys(Z2)~-Glu(OBzl) -
Val-Val-Glu(0OBz1l) -Glu(OBzl)-Ala-Glu(OBzl)~Asn-0Bzl synteesid varten
syntetisoitiin tarvittavaa tripeptidi-osaa l&dhtemdlld yhdisteistad
Boc~Lys (Z)-0Su ja H-Lys (2)-OH. Ndin saatua dipeptidid Boc-Lys(Z)-
Lys(Z)-OH kdsiteltiin 4n HCl:n THF-liuoksen kanssa ja muodostuneen



suolan HCl.H-Lys (Z)-Lys(z2)-OH annettiin sitten reagoida yhdisteen
Boc-Glu(0Bzl)-0Su kanssa, jolloin saatiin haluttua tripeptidid
BQc-Glu(Ole)—Lys(Z)—Lys(Z)—OH. Tripeptidi aktivoitiin sitten
DCC:114 ja HOSu:lla Weygand'in ym. menetelmdlld, Z.Naturforsch. 21b,
426 (1966), ja in situ valmistetun aktiivisen tripeptidiesterin
Boc-Glu(0OBzl)~Lys (2)~-Lys (Z)-0Su liuos yhdistettiin yhdisteen H-Glu
(Ole)—Val—Vai~Glu(Ole)—Glu(Ole)-Ala—Glu(Ole)-Asn—Ole trifluo-
riasetaattisuolan kanséa, jota 0li saatu vastaavasta suojatusta
oktapeptidistd k&sittelemdlld tdtd 30 minuutin ajan TFA:n kanssa.
Lisddmdlld pieni mddrd emdstd tdlld tavalla saatiin haluttua suo-
jattua undekapeptidid Boc-Glu(OBzl)-Lys(Z)-Lys(Z)-Glu(0Bzl)-Val-Val-
Glu(OBzl)-Glu(0OBzl)=-Ala-Glu(OBzl)-Asn-0Bz1.

Poistamalla suojaryhmdt suojétusta undekapeptidistd Boc-
Glu(Ole)—Lys(Z)-LyS(Z)-Glu(Ole)—Val—Val—Glu(Ole)—Glu(Ole)“Ala—
Glu(0OBzl)-Asn-0OBzl vedetttmidlld fluorivetyhapolla, saatiin vapaata
undekapeptidid Giu—Lys—Lys-Glu—Vél—Val-Glu—Glu—Ala—Glu—Asn, joka
ionivaihtokolonnissa tapahtuneen kromatografioinnin jdlkeen suo-
ritetun paperi-elektroforeesianalyysin perusteella oli homogeenista.

Suojatun tetradekapeptidin synteesin jdlkeen seurasi saman
kaavan mukainen menettely. Boc-Leu-0OSu kytkettiin yhdisteeseen
H-Lys (Z)-0OH, jolloin saatiin yhdistettd-Boc-Leu-Lys(Z)-0OH. Kun N -
Boc"ryhma oli poistettu 4n HCl:n THF-liuoksella ja yhdiste rea-
goinut yhdisteen Boc~-Asp(OBzl)-0Su kanssa, suojattua tripeptidii
Boc-Asp (OBz1)~Leu-Lys (%) -OH saatiin kiteisend, puhtaana, kiintednd
aineena. Se muutettiin aktiiviseksi esteriksi Boc-Asp (0OBzl)-Leu-

Lys (Z2)-0Su ja kondensoitiin yhdisteen H-Glu(OBzl)-Lys(Z2)-Lys(Z)-
Glu(OBzl)-Val-vVal-Glu(0Bzl)-Glu (OBzl)-Ala~Glu(OBzl)~Asn-0Bzl tri-
fluoriasetaattisuolan kanssa, jota oli saatu suorittamalla vastaa-

van suojatun undekapeptidin TFA-kdsittely. Haluttua tuotetta Boc-Asp-
(OBzl) -Leu-Lys (2) -Glu (0Bz1l)-Lys (Z2)~Lys (2) -Glu (0OBzl)-vVal-val-Glu(0OBzl) -
Glu(OBzl)~-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBzl saatiin hyvin saannoin. Levykro-
matograafinen analyysi osoitti, ettd tuote oli homogeenista.

Vapaata tetradekapeptidid Asp-Leu-Lys~Glu-Lys-Lys—-Glu-Val-Val-
Glu-Glu-Ala-Glu-Asn saatiin suojatusta yhdisteestd kdsittelemdlld
vedettodmdlld fluorivetyhapolla ja puhdistamalla ioninvaihtokolonnissa.

Samalla tavalla koottiin suojattu aminopd&tteinen tetradeka-
peptidi H3C—CO—Ser(le)-Asp(Ole)—Ala—Ala-Val—ASp(Ole)—Thr(le)—Ser~



(Bzl) -Ser (Bz1) -Glu(OBzl) -Ile-Thr (Bzl) -Thr (B21l) -Lys (2Z) ~OH asetyyli-
tetrapeptidi-lohkosta, heksapeptidistd ja toisesta tetrapeptidisti
kdyttdmdlld peptidisynteesialan hyvin tuntemia menetelmid. Amino-
pddtteisen asetyylitetrapeptidin syntetisoimiseksi yhdisteestd
H3C-CO—Ser(le)-OH ja bentsyylibromidista valmistettiin aminohapon
seesiumsuolan kautta yhdistetta H2C—CO—Ser(le)—Ole. Hydratsinoly-
soimalla yhdiste H3C~CO—Ser(le)—Ole saatiin hyvin saannoin yhdis-
tettd H3C—CO-Ser(le)—HNNH2 puhtaana, kiteisend, kiintednd aineena.
Lohkaisemalla suojaryhmd yhdisteestd Boc-Ala-Ala-OH saatiin dipep-
tidi-hydrokloridisuolaa HC1.H-Ala-Ala-OH. Kytkem&dlld tdmd dipeptidi
yhdisteeseen Boc-Asp(0OBzl)~-0OSu saatiin suojattua tripeptidii Boc-
Asp (OBzl)-Ala-Ala-OH, joka eristettiin disykloheksyyliamiinisuolana.
Poistamalla aminosuojaryhmd ja kondensoimalla yhdisteen H,C-CO-Ser-
(le)-HNNH2 kanssa kdyttdmdlld Honzl'in ja Rudinger'in atsidimene-
telmdd, Collection Czech,Chem,Commun. 26, 2333 (1961) saatiin
osittain suojattﬁa tetrapeptidid H3C—CO~Ser(le)—Asp(Ole)-Ala—
Ala-OH, josta tdmdn reagoidessa ekvivalenttimiddridn kanssa hydrat-
siinia DCC:n vdlitykselld HOBT:n ldsndollessa muodostui haluttua
vdliyhdistettd H3C—CO—Ser(le)—Asp(Ole)—Ala-Ala—HNNH2.

Suojatun heksapeptidin Boc-Val-Asp(OBzl)-Thr (Bzl)-Ser (Bzl)-
Ser(le)~Glu(Ole)~HNNH2 syntetisoimiseksi kdytettiin menetelmidd,
johon sisdltyi peptidiketjun vaiheittainen laajentaminen C-piddt-
teisestd pddstd. Tdten H-Glu (0OBzl)-OH kytkeﬁtiin yhdisteeseen Boc-
Ser (Bzl)-0Su suojatun dipeptidin Boc-Ser (Bz1l)-Glu(OBzl)-OH muodos-
tamiseksi, Jjosta poistamalla Boc-ryhmd ja antamalla yhdisteen rea-
goida edelleen yhdisteen Boc-Ser (Bzl)-0Su kanssa saatiin tripep-
tidid Boc=-Ser(Bzl)-Ser (Bzl)-Glu(OBzl)-OH. Poistamalla aminoryhmin
suojaryhmd ja kondensoimalla sen jdlkeen saatu tripeptidisuola HCL.
H-Ser (Bzl)-Ser(Bzl)-Glu(0OBz1l)~-0OH yhdisteen Boc-Thr(Bzl)-0Su kanssa
saatiin suojattua tetrapeptidid Boc-Thr (Bzl)-Ser (Bzl)-Ser (Bzl)-Glu
(OBz1)-OH, josta kdsittely HCl:n kanssa THF:ssa poisti Boc-ryhmén
ja yhdisteen reagoidessa edelleen yhdisteen Boc-Asp (OBzl)~-0Su
kanssa muodostui suojattua'pentapeptidié Boc=Asp (0Bzl) -Thr(Bzl) -
Ser(Bzl)-Ser (Bzl)-Glu(OBzl)~OH. T&mdn yhdisteen Boc-ryhmid poistet-
tiin kdsittelemdlld HCl:n kanssa ja muodostunut tuote HCl.H-Asp(OBzl)-
Thr (Bzl)-Ser (Bzl)-Ser (Bz1l)-Glu(OBzl)~OH kytkettiin sen jilkeen yh-
disteeseen Boc-Val-0OSu, jolloin saatiin yhdistettd Boc-Val-Asp(OBzl) -



Thr (Bzl)-Ser (Bzl)-Ser (Bzl)-Glu(0OBz1l)-OH kiteisen# puhtaana aineena.

Edelld mainitun heksapeptidin pddssd olevan glutamiini-
happotédhteen X -karboksyyliryhmd muutettiin sitten spesifisesti
hydratsidi-funktioksi antamalla sen reagoida ekvivalenttimddran
kanssa hydratsiinia kdyttdmdlld kytkentidaineena DCC:t3i HOBT:n lis-
ndollessa. Haluttu suojattu heksapeptidi~hydratsidi Boc-Val-Asp-
(Ole)—Thr(le)-Ser(le)-Ser(le)—Glu(Ole)-HNNH2 eristettiin puh-
taana, - kiteisend, kiintednd aineena kohtuullisin saannoin.

Suojatun tetrapeptidin Boc-Ile-Thr (Bz1l)-Thr (Bzl)-Lys (Z)-OH
syntetiscimiseen sovellettiin samanlaista vaiheittaista menetelmi3
kdyttdmdlld Anderson'in ym:n N-hydroksisukkiini-imidi-aktiivi-
esteri-menetelmdd, J.Amer.Chem.Soc. 86, 1839 (1964).

Yhdisteiden Boc-Thr (Bz1)-0Su ja H-Lyst(Z)-OH vidlisessid reak-
tio-sa saatiin dipeptidid& Boc-Thr (Bzl)-Lys(2)-0OH 61jyn3d, josta
poistettiin éiramiDOpéétteen suojaryhmd ja annettiin reagoida
vhdisteen Boc—Tﬁr(le)—OSu kanssa, jolloin saatiin tripeptidid
Boc-Thr (Bzl)-Thr (Bzl)-Lys (Z)-OH kiteiseni kiintedni aineena. Pois-
tamalla Boc-ryhmd ja antamalla saadun aineen HCLl.H-Thr (Bzl)-Thr (Bzl)~-
Lys(Z2)~-0OH reagoida yhdisteen Boc-Ile-0Su kanssa saatiin haluttua
suojattua tetrapeptidid Boc-Ile-Thr (Bzl)-Thr (Bzl)-Lys(Z)-OH kitei-
send puhtaana yhdisteend silikageeiikonnissa suoritetun kromato-
grafioinnin j&lkeen. Tdstd tétrapeptidiosasta poistettiin sitten
pddteaminoryhmédn suojaryhmd ja sen jdlkeen se kondensoitiin suojatun
heksapeptidin Boc-Val-Asp (0OBzl)-Thr (Bzl)~Ser (Bzl)-Ser (Bz1l)-Glu(OBzl) -
HNNH2 kanssa atsidi-menetelmdlld, jolloin saatiin hyvin saannoin suo-
jattua dekapeptidid Boc-Val-Asp(OBzl)=-Thr(Bzl)-Ser (Bzl)~-Ser (Bzl) -
Glu(OBzl)~-Ile-Thr (Bzl)~Thr (Bz1l)-Lys (2)-CH.

Poistamalla Boc-ryhmd dekapeptidi-yhdisteestd TFA:lla ja
kytkemdlld se sitten N-pddtteiseen tetrapeptidiin Ac-Ser (Bzl)-Asp-
(Ole)—Ala—Ala—HNNHé atsidi-menetelmdlld muodostui haluttua suwojat-
tua tetradekapeptidia H3C—CO—Ser(le)— Asp (OBzl)-Ala-Ala-Val-Asp-
(OBzl)-Thr (Bzl)-Ser (Bzl)-Ser (Bzl)-Glu(0Bzl)-Ile~Thr (Bzl) -Thr (Bzl)-Lys~
(Z)-OH. Lopullista kytkentéé varten tdmd asetyyli-tetradekapeptidi
aktivoitiin DCC:118 ja HOBT:114 ja muodostuneen aktivoituneen este-
rin annettiin sitten reagoida yhdisteen TFA.H-Asp(OBzl)-Leu-Lys (Z)-
Glu(0Bzl)-Lys (Z)-Lys (Z)-Glu(0OBz1l)-Val-val-Glu(OBzl)-Glu (OBzl)-Ala-
Glu(OBzl)-Asn-OBzl kanssa, jota oli saatu vastaavasta suojatusta yh-
disteestd kdsittelemdlld TFA:n kanssa, jolloin saatiin suojattua
asetyyli-oktakosapeptidid H3C—CO—Ser(le)—Asp(Ole)—Ala—Ala—Val—Asp—



OBz1)~Thr (BRzl)-Ser (Bzl)-Ser (Bz1l)-Glu(0Bzl)-Ile-Thr (Bzl)-Thr (Bzl) -
Lys (Z2) -Asp(0OBzl)-Leu-Lys (2) -Glu (0Bzl) -Lys (%) -Lys (2) -Glu (0OBz1l) -Val-
Val-Glu(0OBzl)-Glu(OBz1l)-Ala-Glu(OMzl)-Asn-OBzl. Kidsittely vedettd-
mdlld HF:1la poisti kaikki suojaryhmit ja puhdistettaessa ionin-
vaihtokromatografiaa kdyttden saatiin vhdistettd tymosiini SR

Suojatusta tetradekapeptidisti H3C—CO—Ser(le)—Asp(Ole)~
Ala-Ala-vVal~-Asp (0Bz1l)-Thr (Bzl)-Ser(Bzl)-Ser (Bzl)-Glu(0OBzl)~-Ile-
Thr(le)fThr(le)-Lys(Z)—OH saatiin samalla tavalla vapaata tetra-
dekapeptidia H3C—CO-Ser—Asp¥Ala-Ala«Val—Asp—Thr—Ser—Ser—Glu-Ile—
Thry-Thr-Lys—-0H.

/hsn%}—tymosiini{ﬁl:n synteesi noudatti samaa kaavaa kuin
tymosiini Qzl:té syntetisoitaessa. Kaikki kdytetyt vdliyhdisteet
olivat muuten samoja paitsi N-pddtteinen asetyyli-tetrapeptidi-
hydratsidi H3C—CO—Ser(le)-Asn—Ala—Ala—HNNHz. Tdmdn vhdisteen syn-
tetisoimiseksi Boc-Ala-Ala-OH muutettiin ensin yhdisteeksi Boc-
Ala-Ala-0OBzl, josta poistamalla HCl:lla selektiivisesti Boc-ryhméd
saatiin dipeptidiesterisuolaa HCl.H-Ala-Ala-0OBzl. Dipeptidi kytket-
tiin sitten yhdisteeseen Boc-Asn-OH kdyttdmdlld Kdning'in ja
Geiger'in DCC/HOBT-menetelmdd, Chem. Ber. 103, 788, (1970), jolloin
saatiin suojattua tripeptidiesterid Boc-Asn-Ala-Ala-OBzl, jota kiE-
siteltiin HCl:n kanssa THF:ssa Boc-ryhmdn poistamiseksi. Saatu tuo-
te HCl.H-Asn~Ala-Ala-0OBzl kondensoitiin sitten (DCC/HOBT-menetel-
mdlld) yhdisteen H3C—CO—Ser(le)—OH. DCHA kanssa, jdlloin saatiin
haluttua suojattua tetrapeptidid H3C—CO*Ser(le)—Asn—Ala~Ala—Ole.

Vastaava hydratsidia H3C--CO--Ser(le)—Asn—Ala—Ala--HNNH2 saa-
tiin hyvin saannoin hydratsinolysoimalla tdtd yhdistettd. Suoritta-
malla hydratsidin ja dekapeptidin TFA.H-Val-Asp(OBzl)-Thr (Bzl)-

Ser (Bzl)-Ser (Bzl)-Glu(0OBzl)~Ile-Thr (Bzl)-Thr (Bzl)~-Lys(Z)-OH v&li-
nen kondensointi muodostui suojattua tetradekapeptidid H3C—CO—Ser—
(Bzl) -Asn-Ala~Ala-Val-Asp (OBz1l) -Thr (Bzl)-Ser (Bz1) ~Glu (OBzl)-Ile-Thr-
(Bzl)~-Thr (Bz1l)~Lys (Z)-OH. Tdmi vhdiste kytkettiin sitten edelli
mainitun tetradekapeptidi-TFA-suolan kanssa, jonka C-pdidtteestd suo-
jaryhmd oli poistettu, jolloin saatiin vastaavaa suojattua /Asnz/—
tymosiini Q&:té. Poistamalla kaikki suojaryhmdt kdsittelemdllid kuivan
HF:n kanssa ja puhdistamalla sen jdlkeen kromatograafisesti ionin-
vaihtokolonnissa saatiin haluttua /Asn2/tymosiini'Rl:té, kun taas

samalla menetelmdlld kdyttimdlld suojattua tetradekapeptidid



H3C—CO~Ser(le)—Asn—Ala-Ala-Val—Asp(Ole)-Thr(le)—Ser(le)-Ser(le)—
Glu(OBzl)-Ile-Thr (Bz1l)~Thr (Bz1l)-Lys(Z)-OH saatiin asetyloitua tet-
radekapeptidid H,C-CO-Ser-Asn-Ala-Ala-Val-Asp-Thr-Ser-Ser-Glu-Ile-Thr-
Thr-Lys-OH.

Tdmédn keksinndn lisidkohteena on todettu, ettd useilla vdli-
yhdiste-peptideilld, joita on kdytetty edelld syntetisoitaessa
tymosiini o :td ja [Asn?/-tymosiini 0¢q:td, on vaikutusta T-solujen

sddtelykykyyn, erottelukykyyn ja toimintaan, nimittdin yhdisteilléd:

Glu-val-val-Glu-Glu~Ala-Glu-Asn;
Glu-Lys-Lys=-Glu-Val-Val-Glu-Glu-Ala-Glu-Asn;
Asp-Leu-Lys-Glu-Lys~Lys~Glu-vVal-val-Glu-Glu-Ala-Glu~Asn;
H,C-CO-Ser- Asn-Ala-Ala-Val-Asp-Thr-Ser-Ser-Glu-Ile-Thr-Thr-Lys; ja
H3C—CO~Ser—AsprAla-Ala—Val-AsprThr-Ser—Ser-Glu—Ile—Thr—Thr-Lys.

Tymosiini o<l:té, /Ksn?7~tymosiini cxl:té, tai edelld mai- -
nittuja uusia okta-, undeka- tai tetradekapeptidejd, jotka muodosta-
vat osan tédstd keksinndstd, ja niiden farmaseuttisesti hyvdksyttdvii
suoloja voidaan antaa ldmminverisille nisdkk&dille aplikoimalla pa-
renteraalisesti joko laskimonsisdisesti, ihonalaisesti tai lihaksen-
sisdisesti., Ndmd yhdisteet ovat voimakkaita immuuniutta edistdvii
aineita pdivittdisen annostuksen ollessa laskimonsisdisesti annet-
taessa rajoissa.noin 1-100 mg kehon painon kiloa kohden pdivésséd.
Tarvittava annostus riippuu ilmeisesti kyseisestd kisiteltdvistd
sairaustilasta, tilan vakavuudesta ja joidon kestosta. Sopiva far-
maseuttiseen kdyttddn soveltuva annosmuoto on 1 mg kylmikuivattua
tymosiini o :té, /Asn?/—tymosiini <y :td, tai jotakin sen edelld
mainittua peptidifragmenttia modifioituna ennen kdyttdid lisdidmilli
sterilid vettd tai suolaliuosta.

Tdmdn keksinndn piiriin sisdllytettdvid ovat my&s thymosiini
o iy /ﬂsh%]-tymosiini o in ja niiden edelld mainittujen peptidi-
fragmenttien farmaseuttisesti hyvédksyttdvdt suolat. Sopivia suoloja
ovat natrium- ja kaliumsuolat tai suolat vahvan orgaanisen emiksen
kuten guanidiinin kanssa. Valmisteeseen voidaan lis#tid myds ndi-
den kationien vastaioneja kuten kloridi-, bromidi-, sulfaatti-,
fosfaatti~, maleaatti~, asetaatti-, sitraatti-, bentsoaatti-, sukki-
naatti-, malaatti- tai askorbaatti-ioneja ja ndiden kaltaisia
ioneja. »

Tdssd kdytetyilld lyhenteilld on seuraavat merkitykset:
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Boc = t-butyylioksikarbonyyli

Bzl = bentsyyli

DCC = disykloheksyylikarbodi~imidi

DMF = dimetyyliformamidi

THF = tetrahydrofuraani

HOsu = N-hydroksisukkiini-imidi

Triton B = 40-prosenttinen trimetyylibentsyyliammonium-
hydroksidin metanoliliuos

NMM = N-metyylimorfoliini

CHA = gykloheksyyliamiini

DCHA = disvkloheksyyliamiini

Z = bentsyylioksikarbonyyli

DMSO = dimetyylisulfoksidi

TFA = trifluorietikkahappo

TLC = levykromatografia

Et3N . = trietyyliamiini

HOBT = l-hydroksibentsotriatsoli

Seuraavat esimerkit kuvaavat yksityiskohtaisesti tymosiini
o :n Jja [Asn%/—tymosiinicxl:n synteesejd.

Vaikkakin tymosiini ¢ :n ja [ﬁsn%]—tymosiini ;:n syn-
teesejd selostettaessa on kiytetty tiettyji suojaryhmid, alan
asiantuntija voi tdllaisissa synteeseissd kdyttdi hyviksi ekvi-
valentteja suojaryhmid.

Esimerkki 1

A.a) Yhdistettd Boc~Asn-OH (11,0 g, 47,5 mmoolia) liuotet-

tiin 200 ml:aan MeCH:a ja lisdttiin 20 ml vettd. Liuos titrattiin

pH-arvoon 7,0 20-prosenttisella Cs,CO5:n vesiliuoksella (noin 55 ml).
Seos haihdutettiin kuiviin ja jdAnnds haihdutettiin uudelleen kui-
viin kaksi kertaa DMF:sta (kullakin kerralla 120 ml:sta, 4SOC). Saa-
tua valkeata kiinteéta ainetta sekoitettiin sitten 8,9 gramman
kanssa bentsyylibromidia (52 mmoolia) 120 ml:ssa DMF:a 6 tunnin ajan.
Haihduttamalla liuvos kuiviin ja kdsittelemdlld suuren tilavuusmii-
ridn kanssa vettd tuote muuttui heti kiintedksi. Se koottiin tal-
teen suodattamalla, liuotettiin etyvyliasetaattiin, pestiin vedel-
14, kuivattiin Na2804:11a, haihdutettiin kiintedksi massaksi ja
kiteytettiin etyyliasetaatista petrolieetterilli.

Saanto: 13,8 g (90,3 %) yhdistettd Boc-Asn-OBzl; sp. 120-

122°¢; 4&{]%5 = -17,29° (¢ = 1, DMF).
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Boc-Asn-0Bz1l (13,7 g, 42,4 mmoolia) liuotettiin 80 ml:aan THF:a

ja kédsiteltiin 500 ml:n kanssa 4-normaalista HCl:n THF-liuosta.
Seoksen annettiin olla paikoillaan 45 minuuttia, jona aikana alkoi
saostua jonkin verran tuotetta. KisiteltHessi 1000 ml:n kanssa eet-
terid muodostul heti valkeata kiintedtd ainetta. Tuote suodatet-
tiin erilleen, pestiin eetterilld ja kuivattiin NaOH-rakeiden
pddlla vakuumissa. Saanto: 10,3 g (94 %) yhdistettd HCl.H-Asn-0Bzl;
sp. 122-126°¢; [04735 = +6,82°.

b) H-Glu(0OBzl)-~OH (7,0 g, 29,5 mmoolia) jauhettiin hienoksi
huhmaressa petkeleelld ja sen jdlkeen sitid sekoitettiin 8,88 gram-
man (32,3 moolia) kanssa yhdistettd Boc-2Ala-0Su 48 tuntia 250 ml:ssa
DMF:a, jolloin ldsnd oli 6 ml NMM:a. Reaktioseoksen pitdmiseksi
reaktion aikana lievdsti emdksisend lisdttiin jonkin verran NMM:a.
Liuotin haihdutettiin pois ja jd8nnds jaettiin 300 ml:aan etyyliase-
taattia ja 500 m}:aan H20:ta, jossa o0li 2 ml 10-prosenttista HZSO4:a,
liukeneviin osiin. Orgaaninen kerros pestiin sen jdlkeen kolme ker-
taa vedelld, kuivattiin NaZSO4:lla ja haihdutettiin kuiviin. Tuote
liuvotettiin tilavuudeltaan pieneen eetterimddrdidn ja kidsiteltiin
tilavuudeltaan suurella petrolieetterimddrdlld. Saatiin valkeata
amorfista kiintedtd ainetta, joka oli TLC:n perusteella homogeenis-
ta. Saanto: 11,0 g (91,5 %) yhdistettd Boc-Ala-Glu(OBzl)-OH; sp.
84-88°¢; [qu§)5= 8,08° (c=1, DMF).

Yhdisteitd Boc-Ala-Glu(CBzl) (10,4 g, 25,4 mmoolia), HCI,
H-Asn-OBzl (6,56 g, 25,4 mmoolia) ja HOSu (5,9 g, 50,8 mmoolia)
liuotettiin DMF:iin (250 ml, 0°C). Lis&ttiin DCC:ti (5,7 g, 27,6
moolia) ja heti sen jdlkeen trietyyliamiinia (3,5 ml). Seosta se-
koitettiin 0°C:ssa 2 tuntia ja sitten 25°C:ssa 40 tuntia, jona aika-
na ligdttiin silloin t&l11din trietyyliamiinia reaktioseoksen pitd-
miseksi lievdsti emdksisend. Muodostuneet liukenemattomat sivutuot-
teet suodatettiin pois ja suodos haihdutettiin kuiviin: Jidljelle
j8dnyt 6ljymdinen aines muuttui kiintedksi kdsiteltdessid veden kans-
sa. Raakatuote liuotettiin kloroformiin, pestiin vedelld (3 x),
kuivattiin Na2804:lla ja haihdutettiin pienitilavuiseksi. Tdssd vai-
heessa muodostunut vdhdinen kiinted aine suodatettiin pois (epdpuh-
tautena huomattavasti disykloheksyyliureaa) ja suodosta kdsiteltiin
petrolieetterin kanssa. Saatiin kiteistd tuotetta. Saanto: 8,0 g
(51,4 %) yhdistettd Boc-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBzl; sp. 102-105°C;
(o727 = 12,5° (c = 1, Dwp).

c¢) H-Glu(OBzl)-OH (4,74 g, 20 mmoolia) jauhettiin hienoksi
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huhmaressa petkeleelld ja sitd sekoitettiin yhdisteen Boc~-Glu(0OBzl) -
Osu (0,7 g, 20 mmbolia) kanssa DMF:ssa 36 tuntia, jolloin ldsnd oli
3,6 ml NMM:a. Muodostunut liuos héihdutettiin siirapiksi ja ké&-
siteltiin veden kanssa. Oljymdinen sakka liuotettiin etyyliasetaat-
tiin, pestiin perdkkdin S5-prosenttisella HOAc:lla ja vedelld (3 x),
kuivattiin Na,SO,:1la ja haihdutettiin kuiviin, jolloin saatiin
14,03 g kirkasta 81jyd. Sen annettiin olla paikoillaan petroli-
eetterin alla. Jilelle jddnyt 6ljymaiﬁen Boc-Glu (OBgl)-Glu (OBgl) -OH
painoi 10,2 g (90,0 %). TLC¥analyysi osoitti tuotteen olevan homo-
geenista. [BQ/SS = -7,59° (¢ = 1, DMF).
d) Yhdistettd Boc-Ala-Glu(OBzl)~Asn-0OBzl (28,2 g; 46 mmoo-

lia) kdsiteltiin 1,1 litran kanssa 4-norm. HCl:n THF-liuosta tunnin
ajan. Haihdutettaessa liuotin ja ylim3&drdinen happo pois jdlelle
Jjdi 6ljy&, joka haihdutettaessa liuotin ja ylimddridinen happo

pois jdlelle jdi 6ljyd, joka haihdutettiin kuiviin vield kahdesti
tuoreen THF:n kaﬁssa; Jdlelle jddnyt ©1jy muuttui kiintedksi kun
sitd kdsiteltiin suuren tilavuusmddridn kanssa eetterid. Kiintedti
vhdistettd HCl.H-Ala-Glu(OBzl)-Asn-OBzl sekoitettiin yhdisteiden
Boc-Glu(0Bz1)-Glu(OBz1)-OH (25,6 g, 46 mmoolia), HOSu (10,6 g,

92 mmoolia) ja DCC (10,9 g, 53 mmoolia) kanssa DMF:ssa (540 ml)
0°C:ssa tunnin ajan ja sitten 25°C:ssa 48 tunnin ajan. Reaktio-
seoksen pitédmiseksi lievdsti emdksisend koko ajan lisdttiin tri-
etyyliamiinia (kaikkiaan noin 16 ml trietyyliamiinia).Muodostuneet
liukenemattomat sivutuotteet suodatettiin erilleen ja suodos haih-
du£ettiin kuiviin. Raakatuote liuotettiin CHC13:een, pestiin ve-
delld (3 x), kuivattiin Na2804:lla ja haihdutettiin kuiviin. Tuote
muuttui kiintedksi kdsiteltdessd petrolieetterin kanssa. Kiteyttd-
mdlld uudelleen isopropanolista saatiin 28,9 g (59,8 %) yhdistettd
Boc-Glu(OBz1l)-Glu(OBz1l)-Ala~Glu(OBzl)-Asn-0Bzl); sp. 169-175°C;
[X72°= =11,78° (c= 1, DMF).

Yhdistettd Boc-Glu(OBz1l)~-Glu(OBz1l)-Ala-Glu(OBzl)-Asn-0OBzl

(3,9 g, 3,48 mmoolia) kdsiteltiin 15 ml:n kanssa 4-norm. HCl:n THF-
liuosta 30 minuutin ajan. Alkoi muodostua jonkin verran kiteistd
tuotetta. Lisdttiin eetterid (210 ml) ja saostunut kiinteid aine
koottiin talteen ja pestiin eetterilld. Raakamateriaali kiteytettiin
MeOH:sta ja eetteristd. Saanto: 2,58 g (75,1 %) yhdistettd HCl.H-Glu-
(OBz1)-Glu (0Bz1) -Ala-Glu(OBzl) -Asn-0Bzl; sp. 148-151°C; Z}{/%S:
~3,65° (c = 1, DMF). -
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e) Yhdisteitd Boc-Val-OSu (12,6 g, 40 mmoolia) ja H-Val-OH
(4,68 g, 40 mmoolia) kondensoitiin DMF:ssa (250 ml) 96 tunnin ajan,
jolloin oli 1ldsnd 2 ml trietyyliamiinia. Reaktioseoksen pitdmiseksi
lievédsti emdksisend lisdttiin tarvittaessa trietyyliamiinia. Jdlel-
le jddvd liukenematon aine suodatettiin pois ja suodos haihdutettiin
kuiviin (450C). Jddnnds jaettiin eetteriin ja laimeaan HZSO4:§én
(noin 1 %) liukeneviin osiin ja orgaaninen kerros pestiin vedelld
(3 x), kuivattiin Na2804:lla ja.haihdutettiin vaahtomaiseksi lasi-
maiseksi aineeksi. Tuote kiteytettiin eetteristid ja petrolieette-
ristd. Saanto: 12,2 g (96,4 %) vhdistettd Boc-val-val-0H; sn.
155-158°¢; /7y /2% = +1,10° (¢ = 1, DMF).

~ Yhdistettd Boc-Val-vVal-OH (40,5 g, 128 mmoolia) kdsiteltiin

1,8 litran kanssa 4-norm THF:a 60 miﬁuutin-ajan. Ylimddrdisen hapon
ja liuottimen haihduttamisen ja sitd seuranneen eetteriilé kdsit-
telyn jdlkeen saatiin 34,5 g yhdistettd HCl.H-Val-val-OH valkeana
amorfisena jauheena. Sit# kidsiteltiin yhdisteen Boc-Glu(0OBzl)-0Su
(55,6 g, 128 mmoolia) kanssa litrassa DMF:a 24 tunnin ajan, jolloin
oli ldsnd 54 ml trietyyliamiinia. Reaktioseog suodatettiin vidhdi-
sen liukenemattoman aineksen poistamiseksi ja suodos haihdutettiin
kuiviin. Jdlelle jd&dnyt Oljymdinen jdannds liuotettiin etyyliase-
taattiin (1,5 1) ja pestiin 5-prosenttisella etikkahapolla (2 x)
ja sen jdlkeen vedelld (3 x). Orgaaninen kerros kuivattiin (Na2804)
ja haihdutettiin kuiviin, jolloin saatiin vdritdntd kirkasta 81ljva,
joka ei kiteytynyt. Se liuotettiin niin ollen 3,2 litraan eetterié
ja kdsiteltiin CHA:n (17 ml) kanssa kunnes seoksen pH oli 7,5. Saa-
tu kiinted suola koottiin talteen ja kiteytettiin uudelleen MeOH:sta
ja eetteristd. Saanto: 58,9 g (72,7 %) yhdistett3d Boc (Glu(OBzl)-vVal-
Val-OH.CHA; sp. 158-160°C; /4(/35 = 33,41° (c = 1, MecOH).

Boc-Glu(OBzl)-Val-val-OH.CHA:ta (1,69 g, 2,66 mmoolia) sus-
pendoitiin veteén (40 ml) ja etyyliasetaattiin (40 ml) erotussuppi-
lossa lisdttdessd 4 ml 1-mol. H,80,:a. Voimakkaan ravistelun jdl-
keen kiinted aine liukeni ja orgaaninen kerros pestiin useaan ker-
taan vedelld, kuivattiin NaZSO4:lla ja haihdutettiin 61jyksi (1,45 g).
Ndin saatua vapaata tripeptidiéd kondensoitiin sitten 2,58 g:n kans-
sa yhdistettd HC1l.H-Glu(OBzl)-Glu(0Bzl)-Ala-Glu(0OBzl) -—Asn-0Bzl (2,61
mmoolia) 15 ml:ssa DMF:a, jolloin oli ldsnd yhdisteitd HOSu (0,612 g,
5,32 mmoolia), NMM (0,3 ml, 2,66 mmoolia) ja DCC (0,63 g, 3,06
mmoolia), tunnin ajan 0°C:ssa ja 60 tuntia 25°%C:ssa. Tarvittaessa

lisdttiin, reaktioseoksen pitdmiseksi lievdsti emdksisend, yhdistet-
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#H NMM. Muodostunut liukenematon sivutuote suodatettiin pois ja
suodos haihdutettiin kuiviin (450C). Jdlelle jddnyt 6ljyméinenb
jééhnés muuttui kiintedksi vedelld kédsiteltdessd. Raaka kiinte3d
aine liuotettiin DMF:iin (50 ml) ja saostettiin MeOH:1la (300 ml).
Saanto: 2,25 g (58,7 %) yhdistettd Boc-Glu(0OBzl)-Val-Val-Glu(0Bzl)-
Glu(0Bz1)-Ala-Glu (OBzl)~-Asn-OBzl; sp. 277-280°C; [xjgf’ = -12,43°
(c = 1, DMF). v

Tdtd tuotetta (0,72 g, 0,49 mmoolia) hydrattiin 5-prosentti-
gsella Pd/BaSO4:lla (0,5 g) 3 tuntia 3,4 atm:n paineessa seoksessa,
jossa oli 40 ml DMF/30 ml MeOH/2 ml H,0. Sen jdlkeen seos suoda-
tettiin ja suodos haihdutettiin kuiviin. Sen jédlkeen sitd kdsitel~
tiin 30 minuutin ajan 5 ml:n kanssa TFA:a ja hapon poishaihdutta-
misen jdlkeen saatu jddnnds trituroitiin useaan kertaan eetterin
kanssa. Muodostunut valkea kiinte& aine liuotettiin veteen (20 ml)
ja kylmdkuivattiin, jolloin saatiin 0,47 g raakatuotetta. Yhdiste .
pantiin 3 x 32 cm:n kolonniin, jossa oli vahvasti emdksistd poly-
styreenihartsia (Bio-Rad AGLl-X 2), joka oli tasapainoitettu ammo-
niumasetaatti-puskurilla, jonka pH oli 8,1 (2-prosenttista etikka-
happoa, jonka pH oli sdddetty NHB:lla arvoon 8,1). Kolonni eluoi-
tiin perdkkdin 200 ml:n erilld liuoksia 0,025-mol. NH,OAc (pH 5,5),
0,025-mol. HOAc, 0,05-mol. HOAc, 0,l-mol. HOAc¢, 0,25-mol. HOAc, 0,5-
mol., HOAc, 0,75-mol., HOA¢, l-mol. HOAC. Koottiin 12 ml:n fraktioita
ja kustakin putkesta otettu eluaatti tutkittiin levykromatograafi-
sesti. Haluttua ainetta sisdltédvat fraktiot (putket 225-229) yhdis-
tettiin ja kylmdkuivattiin kahdesti, jolloin saatiin 0,223 g (48,1 %)
puhdasta yhdistettd Glu-val-val-Glu-Ala-Glu-Asn, joka oli TLC- ja
paperielektroforeesi-analyysin perusteella homogeenista.

f) Yhdistettd Boc-Lys(Z)-OH (15 g, 39,5 mmoolia) sekoitet=-
tiin HOSu:n (5,8 g, 50,5 mmoolia) ja DCC:n (8,66 g, 42 mmoolia)
kanssa THF:ssa (250 ml) 3 tuntia. Liukenematon sivutuote suoda-
tettiin pois ja suodos haihdutettiin kuiviin. Jidlelle jHinytti
siirappia (24,2 g) késitel?iin iso-propanolin (150 ml) ja petroli-

eetterin (150 ml) kanssa, jolloin saatiin 6l3ymiistd tuotetta
(21 g), joka ei kiteytynyt. Raakaa aktiivista esterii Boc-Lys(2)-0Su
- kdytettiin ndin ollen kondensointiin yhdisteen H-Lys(Z)-OH (10,6 g,
38 mmoolia) kanssa DMF:ssa (250 ml) reaktioajan ollessa 72 tuntia,
jolloin ldsnd oli 5,5 ml trietyyliamiinia. Tarvittaessa lisittiin
vield trietyyliamiinia sekoitetun reaktioseoksen pitdmiseksi lie-

vdsti emdksisend. Sen jdlkeen pieni mi#drid liukenematonta ainetta
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suodatettiin pois ja suodos haihdutettiin kuiviin (45°C). Jilelle
jddnyttd 6ljymdistd jddnndstd kdsiteltiin litran kanssa S5-prosent-
tista HOAc:a. Saostunut tuote uutettiin etyyliasetaattiin ja orgaa-
ninen faasi pestiin vedelld, kuivattiin Na2804:lla ja haihdutettiin
8ljyksi. Se kiteytettiin uudelleen etyyliasetaatista (300 ml), jos-
sa oli yhdistettd DCHA (10 ml) suolan muodossa. Kiteyttdmdlli uudel-
leen MeOH:sta ja eetteristd saatiin 22,7 g (72,5 %) yhdistettd
Boc~Lys (Z) -Lys (Z) ~OH. bCHA; sp. 160—1620C; 42{735 = —2,21O (c =1,
eCH) .

Boc—-Lys (Z)~-Lys(Z)-OH.DCHA (10 g, 12,14 mmoolia) jaettiin
EtQAc:iin (1 litra) ja 0,l-norm. HZSO4:éan (1 - litra) liukeneviin
osiin, Orgaaninen kerros pestiin sitten vedelld (3 x), kuivattiin
Na2804:lla ja haihdutettiin kuiviin k7,9 g) . Ndin saatua vapaata
happoa, Boc-Lys (Z2)-Lys(Z)-OH, kdsiteltiin vastavalmistetulla 4-norm.
HCl:n THF-liuoksella 30 minuutin ajan. Liuotin ja ylimd&drdinen
happo haihdutettiin pois (30°C) ja jddnnds haihdutettiin uudelleen
kahdesti kuiviin THF:a kdyttden. Jdlelle jddnyt jddnnds muuttui
kiintedksi késiteltdessd eetterin kanssa. Suola HCl.H-Lys(Z)-Lys(2)-
OH koottiin talteen suodattamalla ja pestiin useaan kertaan cette-
rilléd, jolloin saatiin 6,7 g valkeata jauhetta. Se liuotettiin DMF:
iin (70 ml), jdahdytettiin jd&dhauteessa ja sen jidlkeen kidsiteltiin
trietyyliamiinin (1,63 ml) kanssa ja sen jdlkeen yhdisteen Boc-Glu
(OBz1l)-0Su (5,4 g, 12,76 mmoolia) kanssa. Seosta sekoitettiin 0°C:
ssa tunnin ajan ja sitten 25°C:ssa 24 tuntia. Timin ajan kuluessa
lisdttiin vield trietyyliamiinia reaktioseoksen pHin pitédmiseksi
suunnilleen arvossa 7,5. Reaktioseoksen tekemiseksi happameksi
(pH 3,5) lisdttiin muutama millilitra etikkahappoa ja liuotin
poistettiin haihduttamalla kuiviin. Muodostunut j&dnnds liuotettiin
EtOAc:iin, pestiin vedelld (3 x), kuivattiin NaZSO4:lla ja haihdu-
tettiin kuiviin, jolloin tuote alkoi muuttua kiinte#dksi. Sitd tri-
turoitiin eetterissd ja kiteytettiin uudelleen etyyliasetaatista.

Saanto: 7,26 g (69,5 %) yhdistettd Boc-Glu(0OBzl)-Lys (Z)-

Lys (z) -OH; sp. 153-155°¢; /‘}f{/g% -2,71° (¢ = 1, THF).

g) Yhdistettd Boc-Glu(OBzl)-Val-Val-Glu(OBzl)-Ala-Glu(0OBzl)-
Asn-0Bzl (1,7 g, 1,16 mmoolia) kdsiteltiin TFA:n kanssa (24 ml) 30
minuutin ajan. Kun ylimddrédinen happo oli haihdutettu pois (30°C)

Jddnndstd trituroitiin eetterin kanssa. Saatu jauhe pestiin perus-
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teellisesti eetterilld ja petrolieetterilld ja kuivattiin NaOH:n
pddlld vakuumissa, jolloin saatiin oktapeptidin trifluoriasetaatti-
suolaa (1,71 g). Aktiivista esterid Boc-Glu(OBzl)-Lys(Z)-Lys (Z)-

OSu muodostettiin sitten in situ sekoittamalla yhdisteitd Boc-Glu~
(OBz1) -Lys (%) -Lys (2)-OH (0,998 g, 1,16 fmoolia), HOSu (0,16 q, 1,4
mmoolia) ja DCC (0,274 g, 1,33 mmoolia) 15 ml:ssa dimetyyliformamidia
0°C:ssa 3 tunnin ajan. T&hdn liuckseen, jossa oli tripeptidin ak-
tiivista esterid, liséttiinﬂoktapeptidisuolaa CFBCOOH.HwGlu(Ole)—Val—
Val-Glu(OBzl)~-Glu(OBzl)~Ala-Glu(OBzl)~asn-0Bzl (1,71 g) yhdessd 0,2
ml:n kanssa trietyyliamiinia. Lisdttiin vield muutama tippa tri-
etyyliamiinia ja dimetyyliformamidia (15 ml) ja seosta sekoitettiin

3 péivéé 25°C:ssa. Muodostui gelatinoitunutta puolikiintedtd ai-
netta. Se tehtiin happameksi etikkahapolla ja kdsiteltiin veden
kanssa. Valkea kiinted sakka koottiin talteen ja pestiin (HZO’ MeOH,
eetteri), jolloin saatiin 2,25 g raakatuotetta, joka suli 310-313°C:
ssa. Se liuotettiin dimetyyliformamidiin ja saostettiin MeOH:11a.
Saanto: 1,75 g (68,3 %) yhdistettd Boc-Glu(OBzl)-Lys (Z)<-Lys (Z)~Glu—
(OBz1l)-Val-vVal~Glu(OBzl)~Glu(0OBz1l)~Ala~Glu(0OBz1l)-Asn-0Bzl; sp. 314-
160C; ZEQZES = 13,68O (c = 1, DMSO); levykromatograafisesti homo-
geenista.

Yhdistettd Boc~Glu(OBzl)-Lys(Z)~Lys(Z2)-Glu(OBzl)-vVal-val-Glu-
(OBz1l)-Glu(OBz1l)-Ala-Glu(OBzl)-Asn-0Bzl (0,5 g, 0,226 mmoolia) liuo-
tettiin 2 ml:aan trifluorietikkahappoa ja sekoitettiin 15 ml:n
kanssa fluorivetyi 0°C:ssa 15 minuutin ajan; Kun ylimddrdinen happo
oli haihdutettu pois (OOC:ssa), jddnnds liuotettiin 5-prosenttiseen
etikkahapon vesiliuokseen, pestiin eetterilld (3 x), haihdutettiin
pienempddn tilavuuteen ja kylmikuivattiin, jolloin saatiin 0,34 g
raakatuotetta. Se kromatografioitiin ioninvaihtokolonnissa kuten
edelld oktapeptidin osalta on selostettu, jolloin saatiin 0,13 g
(42,1 %) puhdasta yhdistettd Glu-Lys-Lys-Glu-vVal-Val-Glu-Ala-Glu-Asn;
/&(735 = -85,65° (c = 1, H,0). |

h) Yhdisteitd Boc-Leu-0Su (4,0 g, 12,2moolia) kondensoi-
tiin dimetyyliformamidissa (75 ml) 48 tuntia trietyyliamiinin (1,7
ml) ldsndollessa. Reaktioseoksen pH pidettiin arvossa 7,5 lisdd-
mdlld kuten tavallista ajoittain trietyyliamiinia. Jdlelle jd&~
nyt liukenematon aine suodatettiin pois ja suodos haihdutettiin
kuiviin. Muodostunut vaahtomainen, lasimainen aine liuotettiin eet-
teriin (200 ml) ja seosta kdsiteltiin 3 ml:n kanssa disykloheksyyli-

amiinia, jolloin saatiin kiteistd ainetta, joka koottiin talteen,



17

pestiin eetterilld ja kiteytettiin uudelleen MeOH:sta ja eetteristi.
Saanto: 5,7 g (69,5 %) yhdistettd Boc-Leu~Lys (Z)-~OH.DCHA; sp.
140-142°¢; 45(]%5 = -7,20° (¢ = 1, MeOH).

Boc-Leu-Lys (Z2)-OH.DCHA (2,97 g, 4,4 mmoolia) muutettiin
vapaaksi hapoksi (jaettu etyyliasetaattiin ja 0,l-norm. HZSO4:één
liukeneviin osiin) ja saatua vdritdntd 6ljyd (2,2 g) kdsiteltiin
4dn HCl:n tetrahydrofuraaniliuoksen kanssa (40 ml) 30 minuutin ajan.
Ylimddrdinen happo ja liuotin haihdutettiin pois (30°C) ja j4&nnosti
kdsiteltiin eetterin kanssa; Jdlelle jddnyt 6l1jy liuotettiin eet-
teriin ja haihdutettiin vield kahdesti tuoreen eetterin kanssa kui-
viin., Jadnnbstd sekoitettiin sitten Boc-Asp(OBzl)-0Su:n kanssa (1,85
g, 4,4 mmoolia) trietyyliamiinin (1,85 ml) l&dsndollessa ydn ajan.
Sitten reaktioseos haihdutettiin kuiviin, jolloin saatiin dljymdistsd
jd&nnGstd, joka liuotettiin etyyliasetaattiin, pestiin vedelld (3 x),
kuivattiin Na2804:lla ja haihdutettiin kuiviin uudelleen. NHin saatu
raakatuote kiteytettiin etyyliasetaatista ja petrolieetteristid ja
saatiin 1,52 g (49,6 %) puhdasta yhdistettd Boc-Asp(0Bzl)-Leu-Lys-
(2)-0H; sp. 109-111%; /72> = ~16,14° (c = 1, DMF).

Yhdistettd Boc-Glu(OBzl)-Lys(Z)-Lys (Z)-Glu(0OBz1l)-Val-Val-
Glu(0Bzl)~Glu(0Bzl)-Ala-Glu(0OBzl)-Asn-0Bzl (1,2 g, 0,545 mmoolia)
kdsiteltiin 35 ml:n kanssa trifluorietikkahappoa 30 minuutin ajan.
Ylim#drdinen happo haihdutettiin nopeasti pois ja jdinndstd tri-
turoitiin eetterin kanssa useaan kertaan, jolloin saatiin 1,2 g
undekapeptidin trifluorietikkahapposuolaa valkeana jauheena. Se
liuvotettiin dimetyyliformamidin (5 ml) ja dimetyylisulfoksidin
(2 ml) seokseen'ja kdsiteltiin yhdisteen Boc-Asp (0Bzl)-Leu-Lys(Z)-
0OS5u kanssa, jota oli muodostettu in situ éekoittamalla vhdistetta
Boc-Asp (OBzl) -Leu-Lys(Z)~OH (0,381 g, 0,545 mmoolia) HOSu:n
(0,126 g, 1,1 mmoolia) ja DCC:n (0,124 g, 0,599 moolia) kanssa
3 ml:ssa dimetyyliformamidia 0°C:ssa 3 tuntia. Seosta, jossa oli
tripeptidin aktiivista esterid ja undekapeptidid sekoitettiin 0°:
ssa 2 tuntia ja sitten 25%:ssa 3 pdivdd, jona aikana lisdttiin
ajoittain, pH:n pitémiseksi lievdsti emdksisend, trietyyliamiinia.
Muodostui gelatinoitunutta ainetta. Se trituroitiin S5-prosenttisen
etikkahapon kanssa ja saatu valkea, kiinted aine suodatettiin eril-
leen ja pestiin vedelld, MeOH:1la ja eetterilli, jolloin saatiin
1,28 g raakatuotetta, joka suli 325-326°C:ssa. Saostettaessa
uvudelleen DMF/DMSO-seoksesta (10 ml/5 ml) ja MeOH:sta (230 ml)



18

saatiin 1,22 g (80,2 %) puhdasta yhdistettd Boc-Asp(OBzl)-Leu-

Lys (Z)~Glu)OBzl)-Lys(Z)-~Lys{(Z)-Glu(OBzl)-Val-vVal-Glu (OBzl)-Glu-
(0Bz1) -Ala-Glu (OBzl) -Asn-0Bzl; sp. 326~327°C; /E(/ES = -15,71°

{c = 1, DMF/DMSO).

Tit4 tuotetta (1,128 g, 0,404 mmoolia) sekoitettiin 7 ml:n
kanssa anisolia ja kdsiteltiin 25 ml:n kanssa kuivaa HF:d 0°C:gsa
15 minuutin ajan. Ylimd&rdinen happo haihdutettiin pois (0°¢) ja
jdlelle jddnyt 3Jjddnnés Jaettiin eetteriin ja veteen liukeneviin
osiin. Vésikerros pestiin kahdesti eetterilld, haihdutettiin puo-
leen alkuperidisestd tilavuudesta ja kylmdkuivattiin, jolloin saa-
tiin'0,69 g raakatuotetta. Se krouratografioitiin edelld oktapeptidin
osalta selogstetulla tavalla. Eluoitu aine putkista 101-120 yhdis-
tettiin ja kylmdkuivattiin, jolloin saatiin 0,25 g tuotetta, jonka
osoitettiin olevan lievdsti vdhdisten epdpuhtausmddrien likaamaa.
Niin muodoin se kromatografioitiin uudelleen samassa kolonnissa,
jolloin saatiin 0,155 g (22 %) puhdasta Asp-Leu-Lys-Glu-Lys-Lys-Glu-
val-vVal-Glu-Glu-Ala-Glu-Asn-yhdistetts. Paperielektroforeesi-ana-
lyysi osoitti sen olevan homogeenista./%ﬁ/gsz -86,27° (¢ =1, 0,1
norm., HC1). _

B.a) Yhdistettd H-Ser(Bzl)-OH (18,6 g, 95,4 mmoolia) liuo-
tettiin 45 ml:aan Triton B:td, haihdutettiin kuiviin, ja jdd4nnds
haihdutettiin uudelleen kuiviin kahdesti dimetyyliformamidin kans-
sa (100 ml kummallakin kerralla). Jddnntstd sekoitettiin sitten
AcOSu:n kanssa (16,9 g, 95,4 mmoolia) 150 ml:ssa dimetyyliformami-
dia 20 tuntia. Ajoittain lisdttiin N-metyylimorfoliinia reaktio-
seoksen pitdmiseksi lievdsti emdksisend. Liuotin poistettiin ja
tuotteen uuttumista etyyliasetaattiin seurattiin pesemdlld pienilld
tilavuusmddrilld 10-prosenttista etikkahappoa ja Hzo:lla (tuote
on vesiliukoista, vettd kdytetddn pienin tilavuusmddrin). Kui-
vaamalla Na2804zlléA ja haihduttamalla jidlleen kuiviin saatiin kir-
kasta ©6ljyd (14,5 g, Ac~Ser (Bzl)-OH). Yhdiste ei kiteytynyt. Niin
ollen se liuotettiin seokseen, jossa oli 300 ml MeOH:a ja 30 ml
Hzo:ta, titrattiin pH~arvoon 7,0 20-prosenttisella C52CO3:lla ja
haihdutettiin kiintedksi massaksi. Suola haihdutettiin uudelleen
kuiviin vield kahdesti dimetyyliformamidin kanssa ja sekoitettiin
bentsyylibromidin kanssa (15,4 g, 91 mmoolia) 250 ml:ssa dimetyyli-
formamidia 18 tunnin ajan.Liuottimen haihduttamisen jdlkeen jddn-

nds liuotettiin Hzo:hon (600 ml) ja muodostunut 6leméinen tuote
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uutettiin etyyliasetaattiin, Se pestiin Hzo:lla, kuivattiin
Na,50,:1la ja haihdutettiin siirapiksi, Jjoka siemenkiteiden ymp-
pddmisen jdlkeen kiteytyi heti. Kiteytettiin uudelleen etyyliase-
taatista ja petrolieetteristd, jolloin saatiin 10,42 g (kokonais-
saanto 32,2 %) yhdistettd H,C-CO-Ser (Bzl)-OBzl; sp. 89-91°C.

Yhdistettd H3C-CO~Ser(le)—Ole (2,2 g, 6,73 mmoolia) liuo-
tettiin 75 ml:aan etyylialkoholia ja sekoitettiin hiljaa y®n ajan
5 ml:n kanssa vhdistettd H,NNH, . Vdhdinen mddrd saostunutta liuke-
nematonta ainetta suodatettiin pois ja suodos haihdutettiin &ljyksi,
joka muuttui kiintedksi kidsiteltiessd cetterin kanssa. Tuote ki-
teytettiin uudelleen pienestd tilavuusmddrdstd etanolia ja eetteria,
jolloin saatiin 1,40 g (82,8 %) yhdistettd H,C-CO-Ser (Bzl)-HNNH,;
sp. 128-130°C; /i 72° = +5,80° ( ¢ =1, MeOH).

b) L~alaniin?a (3,57 g, 40 mmoolia), haihdutettiin kuiviin,
ja 6liymdinen jd4nnds haihdutettiin uudelleen kuiviin kahdesti di-
metyyliformamidin kanssa (kummallakin kerralla 30 ml DMF). Saatua
suolaa sekoitettiin 11,45 g:n kanssa yhdistettd Boc-Ala-05u (40 mmoo-
lia) 40 ml:ssa dimetyyliformamidia, johon oli lisdtty 4 ml N-metyyli-
morfoliinia, 20 tuntia. Liuotin poistettiin ja jd&4nnds liuotettiin
l10-prosenttiseen etikkahappoon (100 ml). Tuote uutettiin etyyli-
asetaattiin (4 x 100 ml), pestiin kahdesti pienelld tilavuusmddrdlli
Hy
kdsiteltiin petrolieetterin kanssa kunnes ilmaantui samentumista.

O:ta, kuivattiin Na2804:lla, haihdutettiin pienitilavuiseksi, ja

Varastoitaessa yodn ajan jddkaapissa muodostuil kiteistd tuotetta.
Saanto: 8,2 g (76,3 %) yhdistetti Boc-Ala-Ala-OH; sp. 115-118°¢.
Yhdistettd Boc-Ala-Ala-OH (36,2 g, 139 mmoolia) kisiteltiin
3 litran kanssa 4-norm. HCl:n tetrahydrofuraaniliuosta 30 minuutin
ajan. Haihduttamalla kuiviin ja kdsittelem&dlld edelleen tavalliseen
tapaan saatiin &ljymdistd massaa, joka muuttui kiintedksi eetterin
kanssa kédsiteltdessd. Tuote kiteytettiin uudelleen metanolista eet-
terilld, jolloin saatiin 9,1 g (33,3 %) yhdistettd HCl.H-Ala-Ala-OH;
sp. 209-211°C. ‘
HCl.H-Ala-Ala-OH (2,36 g, 12 mmoolia) liuotettiin 20 ml:aan
dimetyyliformamidia, jddhdytettiin jddhauteessa, ja kidsiteltiin
1,68 ml:n kanssa trietyyliamiinia (12 mmoolié) ja sen jdlkeen Boc-
Asp (OBzl)-0Su:n (12 mmoolia) kanssa. Seosta sekoitettiin hiljaa 0°¢c:
ssa 2 tuntia ja sitten 25°C: ssa yoén ajan, jona aikana lisdttiin

vield yksi ekvivalentti trietyyliamiinia (12 mmoolia) pienin erin
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pitdmdll4 reaktioseoksen pH ldhells arvoa 8,0. Lisittiin muutama

ml etikkahappoa ja happameksi tehty seos haihdutettiin kuiviin.
Muodostunut tuote uutettiin etyyliasetaattiin, pestiin HZO:lla

(3 kertaa), kuivattiin Na2804:lla, ja haihdutettiin &ljymdiseksi
jd&nndkseksi (6 g). Se liuotettiin etyyliasetaattiin ja titrattiin
pH-arvoon 8,0 disykloheksyyliamiinilla. Saostui kiteistd suolaa
ja td@mé kiteytettiin uudelleen isopropanolista ja petrolieetteristd,
jolloin saatiin 5,1 g (65,7 3) yhdistettd Boc-Asp(0OBzl)-Ala-Ala-OH.
DCHA; sp. 138-141%; /u/2° = -13,33° (c = 1, MeOH). |

Boc-Asp (0Bzl)-Ala-Ala-OH.DCHA (3,5 g, 5,4 mmoolia) jaettiin

500 ml:aan etyyliasetaattia ja 350 ml:aan vettd, jossa oli 10 ml
l0-prosenttista HéSO4:a, livkeneviin osiin. Vesikerros uutettiin
vield kerran etyyliasetaatilla (250 ml) ja yhdistetty etyyliasetaat-
tikerros pestiin kahdesti Hzo:lla, kuivattiin Na,S0,:lla, ja haih-
dutettiin kuiviin, jolloin jdlelle jdi lasimaista kiintedtd ainetta,
yhdistettd Boc-Asp(OBzl)-Ala-Ala-OH (2,5 g). Titi ainetta kidsi-
teltiin 200 ml:1lla vastavalmistettua 4n HCl:n tetrahydrofuraaniliuos-
ta 30 minuutin ajan. haihdutettiin 32%:ssa siirapiksi, ja haihdu-
tettiin uwudelleen kuiviin kahdesti THF:n kanssa. Oljymdinen jd&n-
nds muuttui kiintedksi eetterin kanssa kédsiteltdessd. Tdtd vhdis-
tettid HCl.H-Asp (OBzl)-Ala-Ala-OH (1,93 g, 4,83 moolia) kiytettiin
sitten seuraavassa reaktiossa, johon sisdltyi atsidin kytkentd
H3C-CO—Ser(le)—N3:n kanssa, jota oli valmistettu 1,24 grammasta
yhdistettd H3C~CO—Ser(le)-HNNH2 (4,9 mmoolia) 25 ml:ssa dimetyyli-
formamidia (-25°C) 7,42 ml:n kanssa 3,3-norm. HCl:n THF~-liuosta
(24,5 mmoolia) ja 0,99 ml:n kanssa i-amyylinitriittid (7,35 mmoolia),
jota oli sekoitettu -30%C:ssa 30 minuuttia. Valmistettu atsidi-
liuos jdahdytettiin —35OC:seen, sekoitettiin 4,1 ml:n kanssa tri-
etyyliamiinia ja sen jdlkeen seosta kdsiteltiin edelld valmistetulla,
valkeana jauheena olevalla yhdisteelli HCl.H-Asp (0OBzl)-Ala-Ala-OH
(1,93 g). Seosta sekoitettiin -20°C:ssa 30 minuuttia ja sitten
4°C:ssa 2 pdivdd. Reaktioseoksen pitdmiseksi lievdsti emdksisend
lisdttiin hiukan trietyyliamiinia. Tavalliseen tapaan jatkokidsitte-
leméllﬁ saatiin kiteistd massaa, joka kiteytettiin uudelleen THF:
sta ja petrolieetteristd, jolloin saatiin 1,85 g (65,6 %) yhdistettd
HBC-CO—Ser(le)—ASp(Ole)~A1a~Ala—OH; Sp. 167—17OOC; /7g/g5
-18,91° (C = 1, DMSO).
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HBC—CO-Ser(le)—Asp(Ole)—Ala—Ala—OH (0,825 g, 1,41 mmoo-
lia) liuotettiin 4 ml:aan dimetyyliformamidia ja jddhdytettiin
0°C:seen jddhauteessa. Liuokseen lisdttiin yhdistettd H2NNH2 (54,3

mg, 1,69 mmoolia) ja sen jdlkeen yhdisteiti HOBT.HZO (0,475 g, 3,10
mmoolia) ja DCC (0,32 g, 1,55 mmoolia)., Seoksen pH sdddettiin ar-
voon 7,5 N-metyylimorfoliinilla ja sekoitettiin 2 tuntia 0°C:ssa
ja sen jdlkeen 17 tuntia 25°C:ssa. Reaktioseos muuttui t#nid aikana
geeliksi. Laimennettiin MeOH:lla ja jdlelle jddnyt kiinted aine
otettiin talteen suodattamalla imua kéYttéen ja pestiin perusteel-
lisesti MeOH:1la, eetterilld ja petrolieetterilld, jolloin saatiin
ainetta, joka suli 229-232%C:ssa. Tuote saostettiin sitten dimetyy-
liformamidista ja MeOH:sta, jolleoin saatiin 0,51 g (61;0 %) yhdis~
tettd H3C—CO—Ser(le)—ASp(Ole)—AlawAla—HNNHz; sSp. 230~-232°C;
(7% = -17,94° (c = 1, DMSO).

¢) Yhdisteitd H-Glu(OBzl1l)-OH (39,4 g, 166 mmoolia) ja
Boc-Ser (Bz1)-0Su (65,0 g, 166 mmoolia) sekoitettiin keskenidn 900
ml:ssa dimetyyliformamidia yon ajan trietyyliamiinin (2,3 ml, 165
mmoolia) l&dsndollessa. Tdnd aikana lisdttiin vield trietyyliamiiﬁia
reaktioseoksen pitémiseksi lievidsti emdksisend. Kirkas liuos haih-
dutettiin kuiviin ja &ljymdinen jddnnds jaettiin etyyliasetaattiin
(1,5 litraa) Jja S5-prosenttiseen etikkahappoon. (2.1litraa) liukene- -
viin osiin. Orgaaninen kerros pestiin HZO:lla (2 kertaa); kuivat-
tiin Na2504:lla, ja konsentroitiin kirkkaaksi 6ljyksi (90,0 g),
joka liuotettiin 3 litraan eetterid ja kisiteltiin 25 ml:n kanssa
sykloheksyyliamiinia. Muodostunut kiinted aine kiteytettiin uudel-
leen MeOH:sta ja cetteristd. Saanto: 76,2 g (74,8 %) yhdistettd Boc-
Ser (Bzl)-Glu(OBzl)~-OH.CHA; sp. 154-156,5°¢C; /pm/ES = +6,32° (¢ = 1,
MeOH) .

Boc-Ser (Bz1)-Glu(OBz1l)-OH.CHA (76,2 g, 124 mmoolia) suspen-
doitiin seokseen, jossa oli 1,5 litraa HZO:ta ja 1,5 litraa etyyli-
asetaattia. Tdhdn seokseen lisdttiin l0-prosenttista H,50,:a kun-
nes se tuli happameksi (pH noin 2,5) ja kiinted aine liukeni., Va-
paata dipeptidihappoa sisdltidvd orgaaninen kerros pestiin HZO:lla
(2 kertaa), kuivattiin, ja haihdutettiin kuiviin, jolloin jdlelle
jdi kirkasta 6ljyd (68,5 g). Sitd k&dsiteltiin 3 litralla vastaval-
mistettua 4,l-normaalista HCl:n THF-liuosta 45 minuutin ajan ja
haihdutettiinAéljyméiseksi jddnnbkseksi, joka haihdutettiin uudel-

leen kuiviin vield kaksi kertaa THF:n kanssa. J3dnnds (HCl.H-Ser-
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(Bz1l)-Glu(0OBzl)~0H) liuotettiin dimetyyliformamidiin (500 ml),
jddhdytettiin OOC:seen, ja kdsiteltiin Boc-Ser (Bzl)-OSu:n (48,66 g,
124 mmoolia) kanssa, ja heti sen jidlkeen 27 ml:n kanssa trietyyli-
amiinia. Seosta sekoitettiin y6n ajan 25°%C:ssa, jona aikana 1i-
sdttiin tarvittaessa trietyyliamiinia reaktioseoksen pitémi-

seksi lievdsti emdksisend. Vdhdinen md&drd liukenematonta ainesta
poistettiin suodattamalla ja suodos haihdutettiin &1jyksi, joka
livotettiin etyyliasetaattiin, pestiin 5-prosenttisella etikka-
hapolla ja H,0:1la, kuivattiin Na2804:lla ja haihdutettiin j&dlleen
kuiviin. Tuote kiteytettiin etyyliasetaatista petrolieetterilld.
Saanto: 71,8 g (83,7 %) yhdistettd Boc-Ser (Bzl)-Ser (Bzl)-Glu(OBzl) -
OH; sp. 112-113%%; /’UZ(3 = +17,91° (c = 1, THF).

Yhdistettd Boc- Ser(le)—Ser(BZl)—Glu(OBl)-OH (71,6 g, 104
mmoolia) késiteltiin 2,7 litran kanssa vastavalmistettua 3,9-norm.
HCl:n THF-liuosta 45 minuutin ajan. Seos haihdutettiin kuiviin ja
jadnnés haihdutettiin vield kaksi kertaa kuiviin THF:n kanssa, jol-
loin saatiin kiintedtd massaa (59,3 g, sp. 161-165°C) . Se koottiin
talteen ja pestiin eetterilld ja sekoitettiin 500 ml:ssa dimetyyli—
formamidia yhdisteen Boc-Thr (Bzl)-0Su (38,2 g, 94 mmoclia) kanssa
trietyyliamiinin l&4sndollessa (25 ml) 0°C:ssa tunnin ajan ja sit-
ten 25°C:ssa 15 tuntia Taman ajan kuluessa llsattlln useana erana
‘mtrletyyllamllnla reaktloseoksen pltamlsek51 llevastl emiksisens.
Vihdinen liukenematon aines suodatettiin pois ja suodos haihdutet-
tiin 81jyksi, joka liuotettiin etyyliasetaattiin (1,5 litraa), pes-
tiin 5-prosenttisella etikkahapolla, H,0:11a (2 x), kuivattiin

Na SO4:lla ja haihdutettiin kiintedksi massaksi. Tuote kiteytettiin

2
uudelleen etyyliasetaatista ja petrolieetteristd, jolloin saatiin

64,8 g (78,1 %) yhdistettd Boc~Thr(le)—Ser(le)—Ser(le)—Glu(OBZl)-
OH; sp. 115-118°cC; [:¢/§5= +11,64° (c = 1, DMSO).

Yhdistettd Boc-Thr(Bzl)-Ser (Bzl)-Ser (Bzl)~Glu(OBzl) -
(54,5 g, 61,7 mmoolia) kdsiteltiin HCl:n kanssa THF:ssa (1,5 lit-
raa, 4,1-norm.) ja jatkokdsittely tapahtui tavalliseen tapaan, jol-
loin saatiin yhdistettd HCl.H-Thr (Bzl)~Ser (Bzl)-Ser (Bz1l)-Glu(0Bzl)-
OH; (46,3 g, 56,6 mmoolia) valkeana jauheena. Sen jilkeen sitd se-
koitettiin DMF:ssa (500 ml) yhdisteen Boc-Asp(0OBzl)-0Su (23,7 g,
56 mmoolia) kanssa 0°C:ssa 2 tuntia trietyyliamiinin l&sndollessa
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(16 ml). Seosta sekoitettiin edelleen 25°%C:ssa 15 tuntia, jona
aikana lisdttiin vield 7,4 ml trietyyliamiinia. Tuotetta kdsi-
teltiin edelleen tavalliseen tapaan ja kiteytettiin CH,Cl,:sta ja
petrolieetteristd., Saanto: 50,35 g (82,7 %) yhdistettd Boc-~Asp(0Bzl)-
Thr (Bz1l) -Ser (Bz1)~Ser (Bz1) -Glu (OBz1) —OH; sp. 111-113°C; /};/55 =
+7,21 (¢ = 1, DMSO).

Yhdisteestd Boc-Asp(0Bzl)-Thr (Bzl)-Ser (Bzl)~Ser (Bzl)-Glu-
(OBzl)-OH (50,0 g, 46 mmoolia) poistettiin suojaryhmdt HCl:1la
(4,15-norm.) THF :ssa ja jatkokdsgiteltidessd tavalliseen tapaan saa-
tiin 45,4 g valkeata kiintedtd ainetta., Se liuotettiin THF:iin
(1,5 litraan) ja kdsiteltiin eetterin (7 litraa) kanssa. Varastoi-
taessa 0°C:ssa yon ajan saatiin valkeatalkiinteété jauhetta
(44,0 g, sp. 179-184°C). Osa tdstd aineesta, yhdisteestd HCl.H-Asp
(OBz1)-Thr (Bzl)-Ser(Bzl)~Ser (Bz1l)-Glu(0Bz1l)-OH (43,7 q, 42,7 mmoo-
lia) liuotettiin sitten 500 ml:aan dimetyyliformamidia, jd&hdytet-
tiin 0°C:een ja kidsiteltiin Boc-Val-OSu:n (15,4 g, 49 mmoolia) ja
trietyyliamiinin (10 ml) kanssa. Seosta sekoitettiin 15 tuntia,
jona aikana lisdttiin vield useana erd@nd trietyyliamiinia (7,9 ml)
reaktiosecksen pitdmiseksi lievidsti emdksisend. Liukenematon
aines poistettiin suodattamalla ja suodos haihdutettiin kuiviin.
Oljymdinen jddnnds liuotettiin CH,Cl,:iin, pestiin 5-prosenttisella
etikkahapolla, HZO:lla, kuivattiin Nazso4:lla, ja haihdutettiin_pie—
nempddn tilavuuteen (0,5 litraksi), minkd jAlkeen sitd kAsiteltiin
petrolieetterin kanssa. Tuote kiteytyi hitaasti liuoksen ollessa
paikoillaan y&n ajan. Se kiteytettiin uudelleen THF:sta ja isopro-
panolista, jolloin saatiin 26,3 g (51,4 %) yhdistettd Boc-Val-Asp-

(0Bz1) -Thr (Bz1)-Ser (Bz1) -Ser (Bz1) -Glu(OBz1) -OH; sp. 174-177°C; /iy /2°_
D

+0,84° (c = 1, THF).

Boc-Val-Asp (0Bzl)-Thr (Bzl)~Ser (Bzl) -Ser (Bz1l) ~-Glu(0OBz1l) -COH
(13,0 g; 10,94 mmoolia) liuotettiin dimetyyliformamidiin (50 ml),
jddhdytettiin OOC:een, ja kdsiteltiin HZNNHZ:n (0,421 g; 13,14 mmoo-
lia), HOBT:n (3,688 g; 24,1 mmoolia), ja DCC:n (2,48 g; 12,04 mmoo-
lia) kanssa. Sen jdlkeen lisdttiin N-metvylimorfoliinia kunnes
reaktioseoksen pH oli 7,5. Seosta sekoitettiin 18 tuntia ja suo-
datettiin ja jddnndstd kidsiteltiin HZO:n kanssa. Muodostunut kiin-

ted aine koottiin talteen ja kiteytettiin DMF:sta ja isopropanolista,
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jolloin saatiin 8,7 g (66,4 %) vhdistettd Boc~Val-Asp (OBzl)-Thr (Bzl) -
Ser (Bzl)~Ser (Bz1)-Glu (0Bz1) -HNNH,; sp. 215-218°C; [oc'/g'S = +7,62°

(c = 1, DMSO).

d) Yhdistettd Boc-Thr(Bzl)-Lys(Z)-OH (14,0 g, 24,5 mmoolia)
kdsiteltiin 500 ml:n kanssa 4,0-norm. HCl:n THF-liuvosta 30 minuu-
tin ajan haihdutettiin kuiviin, ja haihdutettiin uudelleen kahdesti
kuiviin tuoreesta THF:sta. 0ljymdinen jd&nnds muuttui kiintedksi
kdsiteltdessd eetterin kanssa. Kuivattu dipeptidi-hydrokloridisuola-
jauhe (11,4 g, 21,6 mmoolia) liuotettiin sitten 140 ml:aan dimetyyli-
formamidia, jddhdytettiin 0°C:seen, ja kdsiteltiin yhdisteen Boc-Thr-
(Bz1)-0Su (8,8 g, 21,6 mmoolia) kanssa ja sen jdlkeen 3,5 ml:n kans-
sa trietyyliamiinia. Sekoitettaessa seosta edelleen 24 tuntia 25°C:
ssa lisdttiin muutama tippa trietyyliamiinia reaktioseoksen pitd-
miseksi lievdsti emdksisendi. Se tehtiin happameksi 5 ml:lla etikkahap-
poa ja sitten laimennettiin suurella tilavuusmddrdlld vettd. Saos-
tunut kiinted raakatuote koottiin talteen, liuotettiin etyyliasetaat-
tiin, pestiin HZO:lla, kuivattiin Na2804:lla, ja haihdutettiin kui-
viin, jolloin jdlelle jdi lasimaista kiintedtd massaa. Kiteyttdmdl-
14 etyyliasetaatista ja petrolieetteristd saatiin 13,8 g (83,7 %)
vhdistettd Boc~Thr (Bzl)-Thr (Bz1)-Lys (Z2)~0H; sp. 110-112°c; /E{]gs =
+19,45° (¢ = 1, etyyliasetaatti). |
Yhdistettd Boc-Thr (Bzl)-Thr(Bz1l)-Lys (2)-OH (41,5 g, 54 mmoo-

lia) kdsiteltiin 500 ml:n kanssa vastavalmistettua 3,55-norm.HCl:n
THF-liuosta 25 minuutin ajan ja haihdutettiin siirapiksi, joka
haihdutettiin uudelleen kuiviin kaksi kertaa tuoreesta THF:sta.
O0ljymdinen jdidnnds muuttui kiintedksi kdsiteltdessd eetterin kans-
sa. Se koottiin talteen ja pestiin eetterilld, jolloin saatiin

37,4 g raakaa tripeptidin hydrokloridisuolaa, joka liuotettiin 500
ml:aan dimetyyliformamidia, jdidhdytettiin 0°C:seen, ja kdsiteltiin
Boc-Ile~0OSu:n (17,4 g; 53 mmoolia) kanssa, ja sen Jjdlkeen 16 ml:n
kanssa trietyyliamiinia. Seosta sekoitettiin 25°C:ssa yén ajan,

jona aikana lisdttiin pienin erin trietyyliamiinia (yhteensd 6,2 ml)
reaktiosecksen pitdmiseksi:-lievdsti emiksisend. Saatu seos suoda-
tettiin ja suodos haihdutettiin 8ljvksi, joka uutettiin etyyli-
asetaattiin, pestiin 5-prosenttisella etikkahapolla, H,0:lla, kui-
vattiin Na2804:lla ja haihdutettiin kuiviin, jolloin saatiin keller-
tdvad 6ljyd. Se kiteytettiin etyyliasetaatista ja petrolieetteristd.
Ndin saadussa raa‘'assa kiintedssd aineessa (39,6 g, sp. 14Ofl420C)
todettiin olevan useita vdhdisempid epdpuhtauksia. Aine kromato-

grafioitiin sitten silikageelikolonnissa (70-230 mesh, 4,7 x 67 cm)
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kdyttdmdllsd eluointiaineena seosta CHClB/MeOH (tilsuhde 95:5). Ha-
luttua tuotetta sisdltdvidt fraktiot (analysoitu levykromatograafi-
sesti) yhdistettiin ja haihdutettiin kuiviin, jolloin saatiin 81jy-
midistd tuotetta, joka kiteytettiin CHC13:sta ja petrolieetteristd.
Saanto: 19,1 g (41,2 %) yhdistettd Boc-Ile-Thr (Bzl)-Thr (Bzl)-Lys(Z)-
OH; sp. 144-146°C; /_?---{/35 = +2,40° (¢ = 1, CHCL,).

- Yhdistettd Boc-Ile—Thr (Bz1l)-Thr (Bz1l)-Lys(Z)-OH (0,439 g,
0,496 mmoolia) kisiteltiin 4-norm.HCl:n THF-liuoksen kanssa 30 mi-
nuuttia ja jatkokésittely tapahtui tavalliseen tapaan, jolloin saa-
tiin 0,39 g yvhdistettd HCl.H-Ile~Thr(Bzl)-Lys(Z)-0OH. Boc~Val-Asp-
(Ole)—Thr(le)—Ser(le)—Ser(le)-Glu(Ole)—HNNH2 (0,59 g, 0,492
mmoolia) liuotettiin sitten 6 ml:aan dimetyyliformamidia, jddhdy-
tettiin —250C:seen, ja kdsiteltiin 0;57 ml:n kanssa 4,3-norm. HCl:n
THF-liuosta (2,46 mmoolia), ja heti sen jidlkeen 0,1 ml:n kanssa
i-amyylinitriittid (0,74 mmoolia). Kun seosta oli sekoitettu -20°C -
-25%:ssa 30 minuuttia, ldmpdtila alennettiin -35%C:seen lis#t-
tdessd 0,42 ml trietyyliamiinia ja yhdistettd HC1l.H-Tle-Thr (Bzl)-
Thr(Bzl)-Lys(Z2)-OH (0,39 g, valmistettu edelld). Seosté sekoitet-
tiin -20°C:ssa 30 minuuttia ja sitten 4°C:ssa 48 tuntia, jona aikana
lisdttiin aika ajoin trietyyliamiinia pH:n pitdmiseksi noin arvossa
7,5,,Seos laimennettiin sitten 250 ml:1la 5-prosenttista etikka-
happoé ja muodostunut kiinted tuote koottiin vhteen ja pestiin
H2O;lla, MeOH:1la, eetterilld, ja kuivattiin NaOH-rakeiden pddlld

vakuumissa, jolloin saatiin 0,82 g raakaa ainetta (sp. 244-254°C) .
Se liuotettiin DMSO:iin ja saostettiin lisddm&élld MeOH:a. Saanto:
0,698 g (81,7 &) yhdistettd Boc-Val-aAsp(Bzl)-Thr (Bzl)-Ser (Bzl)-
Ser (Bz1l)-Glu(OBzl)-Ile-Thr {(Bzl)-Thr(Bzl)-Lys (Z2)-OH; sp. 268-271°cC.
Yhdiste H3C~CO—Ser(le)—Asp(Ole)—Ala-—Ala-—HNNH2 (0,408 g,
0,68 mmoolia), suspendoituna 10 ml:aan dimetyyliformamidia, 7j&&h-
dytettiin -20°C:seen ja kdsiteltiin vastavalmistetulla 5,43-norm.
HCl:n THF-liucksella (0,627 ml, 3,4 mmoolia) ja sen jdlkeen 10-
prosenttisella i-amyylinitriitin DMF-liuoksella (1,39 ml, 1,03 mmoo-
lia). Kun seosta oli sekoitettu 30 minuuttia, se jiddhdytettiin
-30°C:seen lisittiessa trietyyliamiinia (0,476 ml, 3,4 mmoolié) ja
sen jdlkeen dekapeptidin H~Val-Asp (0OBzl)-Thr (Bzl)-Ser (Bzl)-Ser (Bzl) -
Glu (OBzl)-Ile-Thr (Bz1)-Thr (Bzl)-Lys (z)-OH TFA-suolaa (1,334 g, 0,68

mmoolia).
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Seosta sekoitettiin -20°C:ssa 30 minuuttia ja sitten 4°c:
ssa 5 pdivdd, jona aikana lisdttiin enemmdn trietyyliamiinia
ja dimetyylisulfoksidia reaktioseoksen pitdmiseksi lievdsti emdksi-
send ja geelin muodostumisen estdmiseksi. Reaktioseos kaadettiin
S-prosenttiseen etikkahappoon (300 ml) ja muodostunut kiinted sakka
koottiin yhteen, pestiin HZO:lla, MeQH:11la, eetterilld, ja kuivattiin,
jolloin saatiin 1,49 g ainetta, joka suli 296~299°%C:ssa. Tuote saos-
tettiin uwudelleen DMSO:sta MeOH:1la. Saanto: 1,40 g (85,37 %) yhdis-
tetté HBC—CO-Ser(le)—Asp(Oﬁzl)—Ala—Ala—Val—Asp(Ole)—Thr(le)—Ser—
(Bz1)-Ser (Bz1) -Glu (OBz1) ~Ile-Thr (Bz1) -Thr (Bz1) —Lys (%) —OH; ZE{7§5=
+6,37° (¢ = 1, DMSO). |

Saatua tetradekapeptidid (1,35 g, 0,558 mmoolia) sekoitet-
tiin yhdisteen HOBT.HZO (0,188 g, 1,23 mmoolia) kanssa muutama mi-
nuutin ajan seoksessa, jossa oli 15 ml DMF:a ja 15 ml DMSO:a.
Seosta jééhdytettiin sitten jddhauteessa lisdttdessd DCC:td (0,126 g,
0,614 mmoolia) ja sekoittamista Jjatkettiin 24 tuntia samassa lampé—
tilassa. Yhdistettd Boc-Asp (OBzl)-Leu-Lys (Z)-Glu (OBzl)-Lys (Z)-
Glu(0Bzl)-val-vVal-Glu(OBzl)-Glu(0Bzl1l)-Ala-Glu(0OBzl)-Asn-0Bzl (4,0 g,
1,43 mmoolia) kédsiteltiin erillisessd pullossa 40 ml:n kanssa tri-
fluorietikkahappoa 25 minuutin ajan ja muodostuneen tetradekapepti-
din TFA-suola saostui nopeasti lisdttiessi tilavuudeltaan suuri
mddrd eetterid. Muodostunut kiinted aine koottiin talteen ja pes-
tiin perusteellisesti eetterilld, jolloin saatiin 3,74 g valkeata
jauhetta (C-pd&dtteisen tetradekapeptidin TFA~suolaa). Osa téstd
aineesta (1,567 g, 0,5583 mmoolia) lisdttiin aktiivisen esterin
joukkoon, jota oli saatu edelld esitetylld tavalla amino-pditteisestd
tetrapeptidistd DMF/DMSO-seoksessa. Reaktioseoksen pH:n saattamisek-
si vdlille 7,5-8,0 lisdttiin muutama pisara N-metyylimorfoliinia,
ja sekoittamista jatkettiin tunnin ajan 0°C:ssa ja sitten 5 pdivdaa
25°C:ssa. Sen jdlkeén reaktioseos kaadettiin 1,5 litraan 5-pro-
senttista etikkahappoa. Saostunut tuote pestiin perusteellisesti
H20:lla, MeOH:1la, DMF:lla, MeOH:1la ja eetterilld, jolloin saa-
tiin 2,21 g haluttua tuotetta, yhdistettAi H3C—CO—Ser(le)—ASp(Ole)—
Ala-Ala-Val-Asp (0OBzl)-Thr (Bz1l)-Ser (Bzl)-Ser (Bzl)-Thr (Bzl)-Ile-Thr-
(Bz1l) -Thr (Bzl) ~Lys (Z) -Asp (OBzl) ~Leu-Lys (2)-Glu (OBz.)-Lys (Z) -Lys (Z2) -
Glu(0Bzl)-Val-val-Glu(OBzl)~Glu(0OBzl)-Ala-Glu(0OBzl)-Asn-0OBzl, joka
suli 300°C:n yldpuolella.
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Suojattua oktakosapeptidid (2,21 g, 0,435 mmoolia) liuotet-
tiin 8 ml:aan trifluorietikkahappoa, sekoitettiin 4 ml:n kanssa
anisolia ja sekoitettiin vedett&midn HF:n kanssa 0°C:ssa 30 minuut-
tia. Hapot poistettiin 0°C:gsa (vakuumitislaﬁs) ja jdlelle jddnyt
kiintes j&énnds liuotettiin 200 ml:aan H,O:ta, pestiin kahdesti
eetterilld, haihdutettiin puoleen tilavuudestaan ja kylmdkuivattiin,

" jolloin saatiin 1,1 g raakatuotetta. Se puhdistettiin laskemalla
Sephadex,® G-10 kolonnin 1&pi (3 x 80 cm; 0,2-mol.etikkahappo) ja
sitten DEAE—Sephades ®-koldrmin ldpi (3 x 75 cm) eluoimalla (kon-
sentraatiota lisdten) ammoniumasetaattiliuoksilla (pH 7,0, 0,025-mol.,
0,25-mel.) ja sen jdlkeen laimealla etikkahapolla., Haluttua ainetta
sisdltdvidt fraktiot yhdistettiin ja kylmdkuivattiin, jolloin saa-
tiin 0,281 g yhdistetts HBC—CO—Ser—ASp—Ala—Ala~Val-ASp—Thr-Ser—Ser"
Glu-Ile-Thr-Thr-Lys-Asp-~Leu-Lys-Glu-Lys-Lys-Glu-Val-vVal-Glu~Glu-
Ala-Glu=-Asn /tymosiinicxl/ amorfisena valkeana jauheena.

Akryyliamidi-geelilld isocelektrisesti fokusoitaessa synteet-
tinen aine migraa identtigesti luonnon tymosiini*wi:n kanssa, jota
on eristetty naudan kateenkorvarauhasesta (Proc.Natl.Acad.Sci. (USa),
74, 725 (1977)).

Esimerkki 2
Boc-Ala-=Ala~-OH (7,23 g, 27,9 mmoolia) liuotettiin seokseen,

jossa oli 200 ml MeOH:ta ja 20 ml H,O:ta. Ligdttiin C52C03-1iuosta
(20-prosenttista vesiliuosta) kunnes pH o0li saavuttanut arvon 7,0
(noin 30 ml) ja syntynyt neutraali liuos haihdutettiin kuiviin. Jd&n-
nds haihdutettiin uudelleen kuiviin kahdesti DMF:n kanssa (150 ml)

ja jidlelle jaddnyttd geelimdistd kiintedtd ainetta sckoitettiin

120 ml:ssa dimetyyliformamidia bentsyylibromidin (7,2 g, 42 mmoolia)
kanssa 15 tuntia. Sen jdlkeen liuvotin poistettiin haihduttamalla

ja jddnndstd kdsiteltiin 500 ml:n kanssa vettd. Tuote saostui 8ljy-
nd, joka muuttui asteettain varastoinnin aikana kiinte&dksi. Se
liuotettiin etyyliasetaattiin (400 ml), pestiin HZO:lla (3 x), kui=-
vattiin Na2804:lla ja haihdutettiin siirapiksi, joka petrolieetterin
kanssa kédsiteltdessd alkoi kiteytyd. Tucote kiteytettiin uudelleen
etyyliasetaatista ja petrolieetteristd, jolloin saatiin 7,2 g (73,8 %)
yhdistettd Boc-Ala-Ala-0OBzl; sp. 71-73°C.

Yhdistettd Boc-Ala-Ala-0Bzl (6,0 g, 17,15 mmoolia) kdsitel-

tiin 380 ml:n kanssa vastavalmistettua 4-norm. HCl:n THF-liuosta 30
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minuutin ajan. Ylimd&rdinen happo ja liuotin haihdutettiin pois

ja jdlelle jdédnyt siirappi haihdutettiin uudelleen kuiviin kahdes-

ti tuoreen THF:n kanssa. J34nnds kiteytyi heti eetterin kanssa
kdsiteltdessd. Se kiteytettiin uudelleen MeOH:sta ja eetteristd,
jolloin saatiin 4,30 g (76,4 %) yhdistettd HCl.H~Ala-Ala-OBzl; [1{735:
-38,86° (c = 1, MeOH).

HCl.H-Ala-Ala-0OBz. (4,25 g, 14,83 mmoolia) liuctettiin di-
metyyliformamidiin (60 ml), jaihdytettiin 0°C:seen, ja sekoitet-
tiin yhdisteiden Boc~Asn—OH'(3,45 é, 14,83 mmoolia), HOBT (4,02 g,
28,6 mmoolia), NMM (2 ml) ja DCC (3,37 g, 16,35 mmoolia) kanssa
OOC:ssa.Z tuntia ja sitten 25%C:ssa 20 tuntia. aika ajoin lisdt-
tiin vield N-metyylimorfoliinia reaktiosecksen pitdmiseksi lie-
vdsti emdksisend. Muodostuneet liukeﬁemattomat sivutuotteet suo-
datettiin pois ja suodos haihdutettiin kuiviin. 0ljym&inen j&&n-
nods muuttui heti kiintedksi veden kanssa kdsiteltdessd. Se liuo-
tettiin etyyliasétaattiin, pestiin H2O:lla (3 x), kuivattiin Na2504:
lla ja haihdutettiin pienempdidn tilavuuteen, jolloin tuote alkoi.
kiteytyd. Lisdttiin tilavuudeltaan saman suuruinen mddrd petroli-
eetterid ja seoksen annettiin olla paikoillaan ydn ajan. Raaka-
tuote kiteytettiin uudelleen THF:sta ja petrolieetteristd, jolloin
saatiin 5,2 g (75,6 %) .yhdistettd Boc-Asn-Ala-Ala-OBzl; sp. 153-
155%; 15¢7§5 = -55,619 (¢ = 1, MeOH).

Yhdistettd Boc-Asn-Ala-Ala-0Bzl (2,2 g, 4,75 mmoolia) kdsi-
teltiin 220 ml:n kanssa 4,0-norm. HCl:n THF-liuosta 30 minuutin ajan.
Ylimddrdinen happo ja liuotin haihdutettiin pois ja jd&nnds haihdu-
tettiin uudelleen kaksi kertaa kuiviin tuoreen THF:n kanssa. 0ljy-
miinen tuote muuttui kiinteiksi eetterin kanssa kdsiteltdessd. Sitd
trituroitiin lisdtyn tuoreen eetterin kanssa ja koottiin talteen,
jolloin saatiin valkeata jauhetta (1,85 g). Ndin saatu hydrokloridi-
suola liuotettiin 40 ml:aan dimetyyliformamidia ja jddhdytettiin
OOC:seen, jolloin lisdttiin yhdistettd HBC—CO—Ser~Ser(BZl)—OH.DCHA
(1,97 g, 4,75 mmoolia). Kun seosta oli sekoitettu 0°C:ssa 30 minuut-
tia, havaittiin DCHA.HCl:n saostumista ja lisidttiin yhdistettd
HOBT (1,19 g) ja sen jdlkeen DCC:t&d (1,08 g, 5,23 mmoolia). Reaktio-
seoksen pH sdddettiin sitten arvoon 7,5 muutamalla tipalla N-metyyli-
morfoliinia ja sekoitettiin 0°C:ssa 2 tuntia ja sitten 25%°C:ssa
yén ajan. Liukenematon sivutuote poistettiin suodattamalla ja
suodos haihdutettiin lievdsti vdrilliseksi kiintedksi massaksi.

Se pestiin perusteellisesti HZO:lla ja etyyliasetaatilla, jolloin
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saatiin ruskeankeltaista jauhetta, joka kiteytettiin DMF:sta
(40 ml) ja isopropanolista (500 ml). Saanto 1,57 g (56,9 %)
yhdistettd H,C-CO-Ser (Bzl)-Asn-Ala-Ala-OBzl; sp. 213-215°C;
475\4;735 = -23,11° (c = 1, DMSO).

Yhdistetts H3C—CO—Ser(le)—Asn—Ala—Ala—Ole (1,57 g, 2,69
moolia) liuotettiin 20 ml:aan dimetyyliformamidia ja sekoitettiin
2 ml:n kanssa yhdistetté HZNNH2 18 tuntia. Muodostunut kiinted
tuote koottiin talteen ja pestiin perusteellisesti DMF:1la, EtOH:1lla
ja eetterilld, jolloin saatiin 1,22 g (89,6 %) yvhdistettd H,C-CO~
Ser (Bzl)-Asn-Ala-ala-HNNH,; sp. 262-264°C; /i /2° = -26,7° (c=1,
DMSO) .

Yhdistettd Boc-Val-Asp(OBzl)-Thr(Bzl)~-Ser (Bzl)-Ser(Bzl)-Glu-
(Ole)-IlewThr(le)~Thr(le)—Lys(Z)~OH (0,698 g, 0,358 mmoolia) ka-
siteltiin 10 ml:n kanssa trifluorietikkahappoa 30 minuutin ajan
ja peptidisuola saostettiin eetterilld. Se koottiin talteen suo-
dattamalla imua kédyttden, pestiin eetterilld ja kuivattiin, jolloin
saatiin 0,652 g raaka-ainetta (0,333 mmoolia TFA-suolana). Yhdis-
tettd HBC-CO—Ser(le)-Asn—Ala~Ala—HNNH2 (0,17 ¢, 0,335 mmoolia)
suspendoitiin erillisessd pullossa 7 ml:aan dimetyyliformamidia ja
kdsiteltiin 0,27 ml:n kanssa 6,18-norm. HCl:n THF-liuosta ~-20%:ssa.
Seokseen lis#ttiin 0,68 ml lO—prosentista i-amyylinitriitin DMF-liu-
osta ja liuosta sekoitettiin samassa ldmp&tilassa 30 minuutin ajan.
Ldmpdtila alennettiin —BOOC:een, jolloin lis&dttiin 0,234 ml tri-
etyyliamiinia (1,67 mmoolia) ja sen jdlkeen edelld valmistettua
dekapeptidin TFA-suolaa (0,652 g). Seos laimennettiin 3 ml:1lla
DMSO:a -20°C:ssa ja seoksen pH sdédettiin lievdsti emdksiseksi
(pH 7,5) muutamalla pisaralla trietyyliamiinia. Seosta sekoitet-
tiin -20°C:gsa 30 minuuttia ja sitten 4%°C:ssa 5 pHiv H4. THni
aikana lis&dttiin vield DMSO:a (5 ml) ja trietyvliamiinia reaktioseok-

sen pitdmiseksi lievdsti emdksisend ja estdmiseksi muuttumasta geeli-
mdiseksi. Koko liuos kaadettiin sitten 5-prosenttiseen etikkahap-
poon (250 ml), jolloin saatiin valkeata sakkaa, joka koottiin tal-
teen, pestiin HZO:lla, MeOH:1la, eetterilli, ja kuivattiin. Raaka-
tuote (0,702 g; sp. 290~291°C) saostettiin uudelleen DMSO:sta
MeOH:1la. Saanto: 0,348 g (42,0 %) yhdistett3 H3C—CO~Ser(le)-Asn-
Ala-Ala-Val-Asp(OBzl)-Thr (Bzl)-Ser (Bz1l)-Ser(Bz1)-Glu(0Bzl)-Ile-Thr-
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(Bzl)-Thr (Bz1)-Lys (2) =OH; sp. 296-298°C (haj.); _/_7><jg5 = +3,77°
(¢ = 1, DMSO).

Saatua tuotetta (0,866 g, 0,373 mmoolia) sekoitettiin yh-
disteen HOBT.HZO (0,126 g, 0,82 mmoolia) kanssa seoksessa, jossa
oli DMSO.a (8 ml) ja DMF:a (6 ml) ja jddhdytettiin jddhauteessa.
Seosta k&dsiteltiin DCC:n kanssa (0,085 g, 0,411 mmoolia) Jja sen
jédlkeen sekoitettiin 0°C:ssa 24 tuntia. Sen jdlkeen sitd sekoitet-
tiin egimerkiséé 1B.4) ésitetyllé tavalla valmistetun tetrade-
kapeptidin TFA;sﬁolan kanssa (1,05 g, 0,373 mmoolia) ja lisdtyn 2 ml:n
kanssa DMSO:a. pH:n siitdmiseksi vdlille 7,5-8,0 lis&dttiin muutama
tippa N-metyylimorfoliinia ja sekoittamista jatkettiin 0°C:ssa tun-
nin ajan ja sen jdlkeen 25%C:ssa 5 pdivdd. Suorittamalla jatkokd-
sittely esimerkissd 1B.d) selostetulla tavalla saatiin 1,5775 g tdy-
sin suojattua oktakosapeptidid H3C—CO—Ser(le)—Asn—Ala—Ala—Val-Asp—
(OBz1l) -Thr (Bzl) ~Ser(Bzl)-Ser (Bz1l) ~Glu(0Bzl)~Ile-Thr (Bzl)~Thr (Bz1) -
Lys(Z)-ASp(Ole)JLeu—Lys(Z)—Glu(Ole)—Lys(Z)—LyﬂZ)-Glu(Ole)—Val—
Val-Glu(0OBzl)-Glu(0OBzl)-~Ala-Glu(OBzl)~Asn-OBzl.

‘Tdysin suojattua oktakosapeptidid (1,57 g, 0,32 mmoolia) liuo-
tettiin 10 ml:aan TFA:a, jossa oli 3 ml anisolia. Seosta sekoitet-
tiin 45 ml:n kanssa HF :a 0°C:ssa 30 minuutin ajan ja jatkokdsittely
suoritettiin Eén'jalkéen egsimerkissd 1B.d) selos}etullamtavalla.
Puhdistamalla Sephadex %~ G-10- ja DEAE—Sephadex‘Q -kolonneissa
edelld selostetulla tavalla, saatiin 0,283 g yhdistetta H3C—CO—Ser~
Asn-Ala-Ala-Val-Asp-Thr-Ser-Ser-Glu-~Ile-Thr~-Thr-Lys~Asp-Leu-Lys-Glu-
Lys-Lys=~Glu-Val-Val-Glu-Glu~Ala-Glu-Asn [YAsnz)—tymosiini Qi/ val-
keana amorfisena tuotteena. Yhdiste migrautui positiossa hieman
vihemmdn happamena kuin luonnon tymosiini = akryyliamidi~gee-

11114 isoelektrisesti fokusoitaessa rakenne-ervavuuden mukaisesti.
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Patenttivaatimus

Menetelmd terapetttisesti kéytettﬁvén,Ayleisen kaavan

Rl—Glu-Val-Val-Glu—Glu—Ala-GlunAsn—OH

mukaisen peptidin tai sen farmaseuttisesti hyvdksyttdvien hap-
poadditiosuolojen valmistamiseksi, jossa kaavassa Rl on vety,
H-Glu~Lys—-Lys- tai H-Asp-Leu-Lys-Glu-Lys-Lys-, t unnet -
b u siitid ettd, poistetaan suojaryhmit yleisen kaavan

R2—Glu(Ole)—Va1~Val—Glu(Ole)—Glu(Ole)-Ala—Glu(Ole)—Asn-Ole

mukaisesta suojatusta peptidistd, jossa kaavassa

R2 on Boc, Boc-Glu(0Bzl)-Lys(Z)-Lys(Z)- tai BQc—Asp(Ole)—
Leu-Lys (Z) ~Glu (0Bzl)~Lys (%) -Lys(Z)-,

Boc on tert-butyylioksikarbonyyli,

Bzl on bentsyyli ja

Z on bentsyylioksikarbonyyli,
ja haluttaessa muutetaan saatu yhdiste farmaseuttisesti hyvdk-
syttaviaksi suolaksi.
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