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N,-2-(4-nitrofenyylisulfonyyli)etoksikarbonyyliaminohappoja

Keksinnon tausta

Keksinndn ala koskee suojattuja aminohappojohdannaisia, jotka on
tarkoitettu kiintean faasin peptidisynteesiin, nimittain N, -2-(4-nitrofenyylisulfo-
nyyli)etoksikarbonyyliaminohappoja, joilla on yleinen kaava I:

] i
ozr\‘@-ﬁ—CHZCHZ—O-C—NR;CHFS—COOH
0

I

jossa R, esittaa vetyatomia ja R, voi esittééd vetyatomia, metyy-
li-, isopropyyli-, 1-metyylipropyyli-, 2-metyylipropyyli-, tert.butoksimetyyli-,
1-tert.butoksietyyli-, 2-metyylitioetyyli-, bentsyyli-, karboksamidometyyli-,
2-karboksamidoetyyli-, tert.butoksikarbonyylimetyyli-, 2-tert.butoksikarbonyy-
li)etyyli-, 4-(tert.butoksikarbamido)butyyli-, 4-tert.butoksibentsyyli-, indolyyli-3-
metyyli-, S-(trifenyylimetyyli)tiometyyli-, 1-(trifenyylimetyyli)imidatsolyyli-4-me-
tyyli-, 3-(N®-mesityleenisulfonyyli)guanidiinipropyyli-, N-ksantyylikarboksamido-
metyyli-, 2-(N-ksantyylikarboksamido)etyyli- tai S-(asetamidometyyli)tiometyyli-
ryhmaa,

tai R, ja R, yhdessé esittavat propyleeniradikaalia, joita suojattuina
Na-aminohappojohdannaisina kiintean faasin peptidisynteesiin.

Kiintean faasin peptidisynteesia kéytetédan yleisesti biologisesti ak-
tiivisten peptidien valmistukseen, joita kaytetdan 1aaketieteen ja biologian tut-
kimuksessa ja myds aktiivisina aineina laakevalmistuksessa, elainlaaketie-
teessd ja taudinmaarityksessa.

Kiintedn faasin peptidisynteesin olemusta voidaan kuvata peptidi-
ketjujen pidentdmiseksi kemiallisten reaktioiden toistetuilla kiertojaksoilla al-
kaen ensimmaisestéd C-paateaminohaposta, joka on kiinnitetty liukenematto-
maan kantoaineeseen. Synteesin kuluessa kaikkien reaktioiden tavoitetuotteet
jaavat sitoutuneiksi kantoaineeseen, kun taas ylimaaraiset reagenssit ja sivu-
tuotteet poistetaan suodattamalla ja pesemallad kantoaine.

Peptidin kiintedn faasin synteesin suorittamiseksi ensimmainen
aminohappo (tavoiteaminohapposekvenssin C-paateosa) suojattuine a-amino-
ryhminéen yhdistetdédn kovalenttisesti liukenemattomaan polymeeriseen kan-
toaineeseen vapaan a-karboksyyliryhman valityksella esteri- tai amidisidoksen
muodostuksella. Taman jalkeen N_-ryhméa suojaava ryhma lohkaistaan se-
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lektiivisesti irti ndin saadusta N -suojatusta aminoasyylipolymeerista ja muo-
dostuu aminoasyylipolymeeri, jossa on vapaa a-aminoryhma. Tama polymeeri
asyloidaan edelleen seuraavalla N, -suojatulla aminohapolla, jolloin saadaan
N,-suojattu dipeptidyyli-polymeeri. Téllaisia synteesikiertojaksoja, jotka koos-
tuvat N -suojauksen lohkaisusta ja sen jalkeisestéd vapaan aminoryhman asy-
loinnista seuraavalla N_-suojatulia aminohapolla, toistetaan kunnes tavoitea-
minohapposekvenssin kokoonpano on saatu paatdkseen.

Kaytannon kiintedn faasin synteesissa kaytetdan tavallisesti suuria
molaarisia ylimaaria (2 - 10-kertaisia) asyloivia reagensseja taydellisen kon-
version varmistamiseksi, minkd vuoksi kaikki aminohappojen sivuketjuissa
olevat reaktiiviset ryhmat, kuten amino-, karboksyyli-, hydroksyyli-, tioli-, gua-
diniiniryhmat on suljettava sopivilla suojaavilla ryhmilla. Tahan tarkoitukseen
kaytetyt suojaavat ryhméat on valittava huolellisesti sivuketjujen luotettavan ja
pysyvan suojauksen aikaansaamiseksi peptidyyli-polymeerin asylointien olo-
suhteissa ja tilapaisen N_-suojauksen lohkaisun aikana. Toisaalta ndiden sivu-
ketjuja suojaavien ryhmien on annettava mahdollisuus suojauksen poistoon
syntetisoidusta peptidistd yhdessa tai kahdessa vaiheessa kvantitatiivisesti ja
vahingoittamatta sen rakennetta. Useimmissa tapauksissa peptidyyli-poly-
meerisidos tulisi myds lohkaista samanaikaisesti. On selvaa, ettd aminohap-
pojen sivuketjuille tarkoitettujen pysyvien suojaavien ryhmien rakennetta ja
kemiallisia ominaisuuksia ei maardd vain suojattavan reaktiivisen funktion
luonne, vaan suuressa maarin kaytetyn tilapéisen N,-ryhmaa suojaavan ryh-
man rakenne ja kemialliset ominaisuudet. Taman vuoksi tilapéinen N_-ryhman
suojaus on kiintedn faasin peptidisynteesin koko strategian ratkaiseva osate-
kija.

Hyvin tunnettuja ja yleisesti kaytettyja kiinteén faasin peptidisyntee-
siss& ovat Na-tert.butoksikarbonyyliaminohapot (Boc-aminohapot), joita tdhan
tarkoitukseen on kuvannut R.B. Merrifield julkaisussa Biochemistry, vol. 3, si-
vu 1385. Tert.butoksikarbonyyli(Boc)ryhma voidaan lohkaista keskivahvojen
happamien reagenssien vaikutuksella, esimerkiksi trifluorietikkahapolla ja sen
liuoksilla klooratuissa hiilivedyissa, kloorivedyn liuoksilla orgaanisissa liuotti-
missa, booritrifluoridi/dietyylieetterikompleksilla ja joillakin muilla hapoilla, jol-
loin muodostuu isobuteenia ja hiilidioksidia.

Yhdessa tilapaisen N_-Boc-suojauksen kanssa sivuketjujen pysy-
vaan sulkemiseen kaytetddn suojaavia ryhmia, jotka ovat stabiileja N.-Boc-
lohkaisun aikana, mutta voidaan lohkaista vahvemmilla happamilla reagens-
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seilla, jolloin samanaikaisesti katkaistaan peptidyyli-polymeerisidos. Tahan
tarkoitukseen kaytettyja tunnettuja reagensseja ovat nestemainen fluorivety,
trifluorimetaanisulfonihappo ja niiden seokset anisolin, tioanisolin ja dimetyyli-
sulfidin kanssa. Sen synteesistrategian paahaitta, jossa kaytetaan tilapaista
N,-Boc-suocjausta, on happohydrolyysin kaytté seka tilapaisten ettd pysyvien
suojaavien ryhmien lohkaisemiseen, miké ei voi saada aikaan pysyvan suo-
jauksen taydellista stabiilisuutta. Kun syntetisoidun peptidin pituus kasvaa, py-
syvat suojaavat ryhmat joutuvat happamien reagenssien kumulatiivisen vai-
kutuksen alaiseksi Boc:n lohkaisuvaiheen aikana, mika voi johtaa naiden ryh-
mien osittaiseen menetykseen ja sivutuotteiden kertymiseen. Taman ohella
kokoonpannun peptidyyli-polymeerin viimeinen kasittely ylihappamilla rea-
gensseilla voi aiheuttaa tavoitepeptidin osittaista tuhoutumista. On myds mai-
nittava, ettd superhappojen erittdin vaaralliset ominaisuudet vaativat erikois-
laitteistoa ja tarkoituksenmukaisia turvallisuustoimenpiteita kasittelyn aikana.

Ylihappamien reagenssien kayton valttamiseksi peptidin lopullises-
sa suojauksen poistossa useita erittdin happoherkkia ryhmié ehdotettiin aivan
askettain tilapaiseksi N.-suojaukseksi, joiden ryhmien katsotaan olevan yh-
teensopivia niin kutsutun tert.butyylityypin pysyvan sivuketjun suojaksen kans-
sa, joka on lohkaistavissa keskivahvoilla happamilla reagensseilla. Eras esi-
merkki tallaisesta No-ryhmaa suojaavasta ryhmastéd on 1-(3,5-di-tert.butyylife-
nyyli)-1-metyyli-etoksikarbonyyli(t-Bumeoc)ryhma, jota on kuvattu julkaisussa
Collect. Czech. Chem. Commun., 1992, vol. 57, sivu 1707. Na-t-Bumeoc-
ryhma lohkaistaan 1-%:isella trifluorietikkahapon dikloorimetaaniliuoksella ja
sitd voidaan kayttda yhdessa t-butyylityypin pysyvien suojaavien ryhmien
kanssa, jotka ovat lohkaistavissa puhtaalla trifluorietikkahapolla tai sen vake-
villd liuoksilla. Tassa tapauksessa superhappojen kayttd suljetaan pois, mutta
differentiaalisen happohydrolyysin yleinen periaate séilyy edelleen muuttu-
mattomana.

Erilaista lahestymistapaa kiintedn faasin peptidisynteesin strate-
giaan on hahmotellut R.B. Merrifield julkaisussa Science, 1986, vol 232, sivu
341. Tama lahestymistapa, jota kutsutaan ‘ortogonaalisuusperiaatteeksi”, pe-
rustuu olettamukseen, etta tilapaiset ja pysyvat suojaavat ryhmat pitaisi voida
poistaa taysin erillisilla reagensseilla taysin erillisten kemiallisten mekanismien
mukaisesti niin, etta tilapainen No-suojaus voitaisiin lohkaista taydellisen se-
lektiivisesti aikaansaaden pysyvan suojauksen taysi sailyminen ja painvastoin.
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Nykyaén “ ortogonaalisuusperiaate” hyvaksytaan yleisesti suuntaviivaksi kiin-
tean faasin peptidisynteesin tehokkaiden strategioiden kehittamiselle.

Esimerkkind “ortogonaalisuusperiaatteen” toteuttamisesta Ne.-ditia-
sukkinyyliaminohappojen (Dts-aminohappojen) kayttéa kiintean faasin syntee-
sissa kuvataan julkaisussa Int. J. Peptide and Protein Res., 1987, vol. 30, sivu
740. N_-ditiasukkinyyli(Dts)suojaryhma on melko vastustuskykyinen keskivah-
voja happamia reagensseja vastaan ja se lohkaistaan vaivattomasti tiolirea-
genssilla neutraaleissa véliaineissa, jolloin aminoryhmé vapautuu ja muodos-
tuu hiilitio-oksidia. Dts-aminohappojen kaytté kaytanndn synteesissa on edel-
leen rajoitettua johtuen tehokkaiden menetelmien puutteesta niiden valmista-
miseksi.

Tunnetuin ja yleisimmin kaytetty strategia kiintedn faasin synteesin
suorittamiseksi, joka vastaa “ortogonaalisuusperiaatetta”, perustuu N«-9-
fluorenyylimetoksikarbonyyliaminohappojen (Fmoc-aminohappojen) kayttoon,
kuten C.D. Chang ja J. Meienhofer ovat esittédneet julkaisussa Int. J. Peptide
and Protein Res., 1975, vol. 11, sivu 246. N.-S-fluorenyylimetoksikarbonyy-
lilFmoc)ryhma kestdd happamia reagensseja ja lohkaistun B-eliminointime-
kanismin mukaisesti orgaanisilla emaksilla aproottisissa liuottimissa, esimer-
kiksi morfoliinidietyyliamiinilla, piperatsiinilla tai piperidiinilld dimetyyliformami-
dissa (DMF) tai dikloorimetaanissa, jolloin aminoryhma vapautuu ja muodos-
tuu dibentsofulveenia yhdessa CO,n kanssa. Kiintedn faasin synteesissa
Fmoc-ryhméan lohkaisu on edullista suorittaa kasittelemalla N«-suojattua pepti-
dyyli-polymeeriad 20 - 50-%:isella piperidiinilld DMF:ssa 10 - 30 minuutin ajan.
Tallaiset olosuhteet sallivat kayttad pysyvaa t-butyylityyppistd happoherkkaa
suojausta yhdessé véliaikaisen Na-Fmoc-suojauksen kanssa, mik4 aikaansaa
synteesistrategian “ortogonaaalisuuden”.

Na-Fmoc-aminohappoja kaytetaan yleisesti kdsin tehtivassa kiin-
tean faasin peptidisynteesissa samoin kuin kaikentyyppisissad automaattisissa
ja puoliautomaattisissa syntetisointilaitteissa. On kuitenkin huomattava, etta
N, -Fmoc-suojauksen darimmainen emasherkkyys ja sen tietty epastabiilisuus
neutraaleissa aproottisissa liuottimissa vaatii asylointiolosuhteiden huolellista
saatamista ja myos kaytettyjen liuottimien puhtautta. Erityistd huolellisuutta on
noudatettava, kun No-Fmoc-aminohappoja kaytetdan pituudeltaan yli 30 hap-
pojaanndksen peptidien synteesiin. Sitd paitsi suhteellisen korkeat tuotanto-
kustannukset estavat Fmoc-johdannaisten kaytdn suuren mittakaavan peptidin
vaimistuksessa.
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Keksinnoén yhteenveto

Na&in ollen on toivottavaa kehittds uusia Ne-suojattuja aminohappo-
johdannaisia, jotka voivat olla hyddyllisia tehokkaiden strategioiden kehittami-
sessa kiintedn faasin peptidisynteesiin. Esilld olevan keksinndn eraina tavoit-
teena on saada aikaan uusia aminohappojohdannaisia, tarkemmin sanoen Ne-
2-(4-nitrofenyylisulfonyyli)etoksikarbonyyliaminohappoja (Na.-Nsc-aminohappo-
ja), joilla on yleinen kaava I:

T T
0, N"@ﬁi—CP{zCH;O-C-NR;CHR;COOH

|

jossa R, esittaa vetyatomia ja R, voi esittdad vetyatomia, metyyli-,
isopropyyli-, 1-metyylipropyyli-, 2-metyylipropyyli-, tert.butoksimetyyli-, 1-tert-
butoksietyyli-, 2-metyylitioetyyli-, bentsyyli-, karboksamidometyyli-, 2-karboks-
amidoetyyli-, tert.butoksikarbonyylimetyyli-, 2-(tert.butoksikarbonyyli)etyyli-,
4-(tert.butoksikarbamido)butyyli-, 4-tert.butoksibentsyyli-, indolyyli-3-metyyli-,
S-(trinenyylimetyyli)tiometyyli-, 1-(trifenyylimetyyli)imidatsolyyli-4-metyyli-,
3-(N -mesityleenisulfonyyli)guanidiinipropyyli-, N-ksantyylikarboksamidometyy-
li-, 2-(N-ksantyylikarboksamido)etyyli- tai S-(asetamidometyyli}tiometyyliryh-
maa;

tai R, ja R, yhdessa esittavat propyleeniradikaalia;

joita voidaan kayttdd N.-sucjattuina aminohappojohdannaisina
kiintean faasin peptidisynteesissa.

Vield muuna esilld olevan keksinndn tavoitteena on saada aikaan
menetelmia mainittujen No-Nsc-aminohappojen valmistamiseksi. Viela muuna
keksinnodn tavoitteena on saada aikaan menetelma peptidin syntetisoimiseksi
kiinteassa faasissa kayttden No-Nsc-aminohappoja. Nama ja muut esilla ole-
van keksinndn tavoitteet kayvat ilmi seuraavasta kuvauksesta.

Keksinnén yksityiskohtainen kuvaus

Esilla olevan keksinndn Ne-Nsc-aminohappoja (1) voidaan valmistaa
kasittelemalla yleisen kaavan (lI) aminohappoja, jossa kaavassa R, ja R, esit-
tavat samaa kuin kaavan (I) yhteydessa esitettiin, 2-(nitrofenyylisulfonyy-
I)klooriformaatilla (lll) veden ja orgaanisen liuottimen seoksessa emaksen las-
na ollessa ja 0 - 40 °C:n lampétilassa, edullisesti 0 - 20 °C:ssa (kaavio 1).
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Kaavio 1

HNR;—CHR;COOH  + N—@-S—crgcr-x?—o-c—cx —
I

Klooriformaattia (Ill) syétetdéan reaktioon 0,5 - 1,5 mooliekvivalentin,
edullisesti 0,7 - 0,9 mooliekvivalentin, méard aminohaposta laskettuna. Liuot-
timen orgaanisena komponenttina voidaan kayttaad mitd tahansa aproottista
orgaanista liuotinta, joka kykenee liuottamaan asylointireagenssin ja on se-
koittuva veden kanssa, esimerkiksi asetonitriilid, DMF:a, tetrahydrofuraania tai
dioksaania. Emas voi olla orgaaninen tai epaorgaaninen eméas, esimerkiksi
natrium- tai kaliumkarbonaatti, magnesium- tai kalsiumoksidi, trietyyliamiini,
N-metyylimorfoliini.

Esilla olevan keksinnon toisen menetelmén mukaisesti yleisen kaa-
van (lI) aminohapot konvertoidaan ensin N,O-bis-trimetyylisilyylijohdannaisiksi
(IV) kayttaen alalla tunnettuja menetelmia ja kasitelldan sitten klooriformaatilla
(1) vedettébmassa orgaanisessa liuottimessa, esimerkiksi dikloorimetaanissa.
Vilituotteena olevien trimetyylisilyylijohdannaisten vesihydrolyysin jalkeen saa-
daan haluttuja N_-Nsc-aminohappoja vapaassa muodossa (kaavio 2).

Kaavio 2

1)m
2)H,0

I — (CH,),SNR—CHR;COO-SiCH,),
v

Kaavan | johdannaisia, jossa kaavassa R, on vetyatomi ja R, esittaa
N-ksantyylikarboksamidometyyli- tai 2-(N-ksantyylikarboksamido)etyyliryhmaa,
voidaan valmistaa kaavan | johdannaisten reaktiolla, jossa kaavassa R, on
vetyatomi ja R, esittdd karboksamidometyyli- tai 2-(karboksamido)etyyliryh-
maa, ksanthydrolin kanssa aproottisessa orgaanisessa liuottimessa hapon
|asna ollessa. Liuottimena voidaan kayttdd DMF:a ja edullinen happo on or-
gaaninen happo, esimerkiksi trifluorietikka-, metaanisulfoni- tai p-tolueeni-
sulfonihappo. |

Molekyylikaavasta nahdaan, ettd yhdisteissé | on asymmetrinen
a-hiiliatomi (paitsi yhdisteissé, joissa R, = R, = H). Koska a-hiiliatomi ei osal-
listu reaktioihin, joita kaytetdan yhdisteiden | valmistukseen, tdman lahtdami-
nohapoissa (Ii) olevan kiraalisen keskuksen konfiguraatio sailyy tuloksena ole-
vissa N,-Nsc-johdannaisissa |. Taman vuoksi on ilmeista, ettéd esilla olevan
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keksinnén menetelmid voidaan kayttdd N_-Nsc-aminohappojen | valmistuk-
seen, jotka ovat kummassa tahansa kiraalisessa muodossa (L tai D) samoin
kuin raseemisten yhdisteiden valmistukseen riippuen l&ahtdyhdisteen (1) konfi-
guraatiosta.

Esilla olevan keksinndn mukaisissa kaavan | johdannaisissa olevien
substituenttien R, ja R, merkitykset vastaavat luonnossa esiintyvien amino-
happojen sivuketjujen rakenteita, jotka siséltavat tai eivat sisalla alalla tunnet-
tuja suojaavia ryhmia, enimmakseen tert.butyylityyppisia ryhmia tai niita vas-
taavia lohkaisuolosuhteet huomioon ottaen (taulukko 1).
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Taulukko 1
Substituenttien R, ja R, merkitykset yhdisteissa |.

R,
H
Metyyli

Isopropyyli
1-metyylipropyyli
2-metyylipropyyli
tert.butoksimetyyli

1-tert.butoksimetyy-
fi

2-metyylitioetyyli
Bentsyyli
Karboksamido-
metyyli
2-karboksamido-
etyyli
tert.butoksikarbo-
nyylimetyyli
2(tert.butoksikarbo-
nyyli)etyyli
4-(tert.butoksikarb-
amido)butyyli
4-tert.butoksi-bent-
syyli
Indolyyli-3-metyyli
S-(trifenyylimetyyli)-
tiometyyli
1-(trifenyylimetyyli)-
imidatsolyyli-4-me-
tyyli
3-(NG-mesitereni-
sulfonyyli)guanidii-
nipropyyli

Aminohappo
Glysiini

Alaniini

Valiini

Isoleusiini
Leusiini
O-tert.butyyli-se-
riini
O-tert.butyyli-treo-
niini

Metioniini
Fenyylialaniini
Asparagiini

Glutamiini

Asparagiinihapon
B-tert.butyyliesteri
Glutamiinihapon y-
tert.butyyliesteri
Ne-tert.butoksi-
karbonyylilysiini
O-tert.butyyli-tyro-
siini

Tryptofaani
S-trifenyylimetyyli-
kysteiini
Nr-trifenyy-
limetyyli-histidiini

NG-mesitereni-
sulfonyyliarginiini

Lyhenne
Nsc-Gly-OH
Nsc-Ala-OH
Nsc-Val-OH
Nsc-lle-OH
Nsc-Leu-OH
Nsc-Ser(tBu)-OH
Nsc-Thr(tBu)-OH
Nsc-Met-OH
Nsc-Phe-OH
Nsc-Asa-OH
Nsc-GIn-OH
Nsc-Asp(OtBu)-OH
Nsc-Glu(OtBu)-OH
Nsc-Lys(Boc)-OH
Nsc-Tyr(tBu)-OH

Nsc-Trp-OH
Nsc-Gys(Trt)-OH

Nsc-His(Trt)-OH

Nsc-Arg(Mts)-OH
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-20 H N-ksantyylikarboks- N-ksantyyli-aspa-  Nsc-Asn(Xan)-OH

amidometyyli ragiini

[-21 H 2-(N-ksantyylikar- N-ksantyyligluta- Nsc-GIn(Xan)-OH
boksamido)etyyli miini

-22 H S-(asetamidome- S-asetamidome- Nsc-Gys(Acm)-OH
tyylitiometyyli tyylikysteiini

-23 H R, + R, = propeeni  Proliini Nsc-Pro-OH

On ilmeist3, etta taulukossa 1 esitetyt kaavan | yhdisteet edustavat
taydellistd sarjaa suojattuja proteogeenisia aminohappojohdannaisia, joita
vaaditaan minkd tahansa aminohappokoostumuksen omaavan peptidin syn-
teesiin. On myés ilmeista, ettd sellaisten aminohappojen N, -Nsc-johdannaisia,
joissa on muita rungon suojaustyyppeja, samoin kuin ei-proteogeenisten tai
epatavallisten aminohappojen Na-Nsc-johdannaisia voidaan syntetisoida ai-
kaansaadulla menetelmalla.

Ne-Nsc-aminohapot | ovat kiteisid yhdisteita, jotka ovat liukenemat-
tomia tai niukasti liukenevia veteen ja liukoisia polaarisiin orgaanisiin liuottimiin
ja stabiileja pitkaaikaisessa varastoinnissa -10 - +25 °C:ssa.

Esilld olevan keksinndn mukaisesti aikaansaadaan menetelmé Kkiin-
tean faasin peptidisynteesin suorittamiseksi kayttden kaavan | N_-Nsc-amino-
happojaf

Talld menetelmalld ensimmainen N_-Nsc-aminohappo (tavoite ami-
nosekvenssin C-paate) litetddn kovalenttisesti liukenemattomaan polymeeri-
seen kantoaineeseen vapaan a-karboksyyliryhman vélityksella esteri- tai ami-
disidoksen muodostuksella, jolloin saadaan N,-Nsc-aminoasyyli-polymeeri.
Monia eri polymeerejd voidaan kayttaa polymeerisena kantoaineena, kuten
silloitettua tai makrohuokoista polystyreenid, silloitettua poly-N,N-dimetyyliak-
ryyliamidia rakeisessa muodossa tai komposiittina piimaan, silloitettujen dekst-
raanien, selluloosien, papereiden ja muiden polymeerien kanssa, jotka ovat
alalla tunnettuja ja joita kaytetaan tahan tarkoitukseen.

Ensimmaisen Na-Nsc-aminohépon kiinnittdmista varten polymeeri-
sen kantoaineen tulisi sisaltaa sopivia kiinnitysryhmid. Useimmissa tapauksis-
sa edullisia ovat kiinnitysryhmat, jotka aikaansaavat syntetisoidun peptidin
lohkaisun polymeerisestd kantoaineesta vapauttaen C-paatekarboksyyli- tai
-karboksamidiryhman kasiteltadessa peptidyyli-polymeeria happamilla reagens-
seilla, kuten trifluorietikkahapolla ja sen liuoksilla tai kloorivetyliuoksilla or-
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gaanisessa liuottimessa. Téllaisia Kiinnitysryhmia esterityyppiseen kiinnityk-
seen voivat olla 4-hydroksimetyylifenoksialkyyli-, 4-kloori- tai 4-bromimetyyli-
fenoksialkyyli-, a-hydroksidifenyylimetyyli- ja muut alalla tunnetut ryhmat; kar-
boksamidityyppiseen kiinnitykseen voidaan kayttaa tunnettuja di- ja trialkoksi-
bentshydryyliamiiniryhmia, 4-aminometyyli-3,5-dimetoksifenoksialkyyliryhmaa
ja myds muita tunnettuja ryhmia tahan tarkoitukseen.

C-paatteisen N, -Nsc-aminoryhman kiinnittiminen polymeerisen
kantoaineen kiinnitysryhmiin voidaan suorittaa alalla tunnetuilla menetelmilla.

Na-ryhméa suojaavan ryhman lohkaisemiseksi saadusta N -Nsc-
aminoasyyli-polymeeristd mainittua suojattua aminoasyyli-polymeeria kasitel-
1dan emaksisella reagenssilla. Edullisia emaksisia reagensseja tahan tarkoi-
tukseen ovat typpiemakset, esim. ammoniakki, morfoliini, piperidiini, piperatsii-
ni, dietyyliamiini, 1,8-diatsabisyklo[5,4,0]Jundek-7-eeni, 1,1,3,3-tetrametyyligua-
nidiini ja niiden liuokset aproottisissa orgaanisissa liuottimissa. Edullisempi
emaksinen reagenssi on piperidiinin 20 - 50-prosenttinen liuos DMF:ssa. Tas-
sa tapauksessa Nsc-ryhma lohkaistaan muodostaen N-[2-(4-nitrofenyylisulfo-
nyyli)etyyli]piperidiinia ja hiilidioksidia, jolloin a-aminoryhmé vapautuu.

Edelleen aminoasyyli-polymeeri, jossa on vapaa a-aminoryhma,
asyloidaan seuraavalla N -Nsc-aminohapolla, jolloin saadaan N -Nsc-
dipeptidyyli-polymeeria. Tahan tarkoitukseen kaytetadn menetelmia, jotka tun-
netaan alalla ja joita tavallisesti kdytetdan tdhan tarkoitukseen. Asylointiainei-
na voidaan kayttda esimerkiksi N, -Nsc-aminohappojen 4-nitrofenyyli-, pentak-
loorifenyyli-, pentafluorifenyyli-, 1-hydroksibentsotriatsolyyliestereitd ja muita
aktiivisten estereiden tunnettuja tyyppeja, joita kdytetaan kiintean faasin pepti-
disynteesissa; N,-Nsc-aminohappojen symmetrisid anhydrideja. Asylointi voi-
daan my6s suorittaa N -Nsc-aminohapoilla tunnettujen liitosreagenssien, esim.
disykloheksyylikarbodi-imidin, di-isopropyylikarbodi-imidin tai bentsotriatsolyyli-
1-oksi(tris-dimetyyliamino)fosfoniumheksafluorifosfaatin lasna ollessa.

Synteesin kiertojaksoja, jotka koostuvat N -Nsc-ryhman lohkaisusta
ja sitd seuraavasta vapaan aminoryhmén asyloinnista seuraavalla N,-Nsc-
aminohapolla, toistetaan, kunnes tavoitéaminohapposekvenssin kokoonpano
on saatu paatékseen.

Halutun N,-Nsc-peptidyyli-polymeerin kokoonpanon jalkeen N_-
paateryhmaa suojaava ryhma lohkaistaan kayttden edella kerrottuja menetel-
mid, minka jalkeen useimmissa tapauksissa tavoitepeptidi irrotetaan kantoai-
neen kiinnitysryhmasta samanaikaisesti, kun pysyva suojaus lohkaistaan ami-
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nohappojen sivuketjuista. Téhan tarkoitukseen voidaan kayttaa happamia rea-
gensseja, joiden tiedetaan alalla lohkaisevan tert.butyylityyppisia suojaavia
ryhmié, esim. trifluorietikkahappoa, metaanisulfoni- tai p-tolueenisulfonihapon
liuoksia, jotka sisaltavat tai eivat sisélld tunnettuja lisdaineita kehittyneiden
karboniumionien pidattdmiseksi, esim. vettd, anisolia, tioanisolia, dimetyylisul-
fidia, etaaniditioli-1,2-tri-isopropyylisilaania.

Valinnaisesti tavoitepeptideistd voidaan poistaa suojaus lohkaise-
matta sitd polymeerisestd kantoaineesta. Téallaisissa tapauksissa on kaytetta-
va tunnettuja kiinnitysryhmia, jotka voivat aikaansaada happoa kestavan pep-
tidyyli-polymeerisidoksen.

Verrattuna Fmoc-ryhmaan Nsc-ryhma kestdd paremmin emaksisia
reagensseja ja sen lohkeamisnopeus on merkittavasti pienempi samoissa olo-
suhteissa, mutta aika, joka on tavallisesti varattu N, -suojauksen lohkaisuun
kiintean faasin synteesin toimintaohjeiden mukaisesti (15 - 20 min), on riittava
N,-Nsc-ryhman kvantitatiiviseen lohkaisuun suojatusta peptidyyli-polymeerista
sellaisella emaksisella reagenssilla kuin piperidiinin 20 - 50-%:isella liuoksella
DMF:ssa. Toisaalta Nsc-ryhman parempi eméksisten reagenssien vastustus-
kyky saa aikaan sen paremman stabiilisuuden neutraaleissa ja heikosti emak-
sisissd viliaineissa, joita on edullista kayttdd asylointivaiheiden suorittami-
seen.

Kuten edella kuvattiin, Nsc-ryhma voidaan lohkaista kvantitatiivisesti
emaksisilla reagensseilla tert.butyylityyppisten suojaavien ryhmien lasna olles-
sa, jotka kestdvat orgaanisia eméaksid. Toisaalta Nsc-ryhma kestda taysin
happamien reagenssien vaikutusta, joita kaytetdan tavallisesti tert.butyyli-
tyyppisten suojaavien ryhmien lohkaisuun. N&in ollen yleisen kaavan | N_-Nsc-
aminohappojen  kayttd, jotka  sisdltdvat sivuketjuissa  edullisesti
tert.butyylityyppisen suojaavan ryhman tai sitd vastaavan lohkaisuolosuhtei-
den osalta, tekee mahdolliseksi kehittaa kiintean faasin peptidisynteesin uusia
strategioita "ortogonaalisuusperiaatteen" mukaisesti.

Tata keksintéd kuvataan nyt esimerkeilld, jotka esitetdan kuvaa-
mistarkoituksessa ja joiden ei ole tarkoitettu olevan rajoittavia. Kaikilla seuraa-
van kuvauksen aminohapoilla on L-konfiguraatio, ellei toisin mainita.
Esimerkki 1

N, -Nsc-asparagiini (1-10)

3,95 g asparagiinia ja 7,7 g kaliumkarbonaattia liuotettin 100
ml:aan vesi-dioksaaniseosta (3:1 tilavuudesta) ja jaahdytettiin jadhauteella,
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minka jalkeen liséttiin tipoittain 15 min aikana samalla sekoittaen liuos, jossa
oli 7,5 g 2-(4-nitrofenyylisulfonyyli)etyyliklooriformaattia 1l 70 ml:ssa dioksaa-
nia. Jadhdytyshaude poistettiin ja seosta sekoitettiin vield 20 min, minka jal-
keen se haihdutettiin noin 100 mi:ksi alipaineessa ja siirrettiin erotussuppiloon.
100 ml vetta lisattiin ja saatu liuos uutettiin 2 x 50 mi:lla etyyliasetaattia. Vesi-
kerros erotettiin, hapotettiin pH-arvoon 2 40-%:isella rikkihapolla ja jaahdytet-
tiin jaahauteella. 30 min kuluttua muodostunut sakka suodatettiin pois, pestiin
perusteellisesti jaakylmalla vedella ja ilmakuivattiin, jolloin saatiin haluttua yh-
distetta 1-10 valkoisena kiteisena pulverina (71 %). Karakterisoinnin suhteen
katso taulukko 2 (esimerkki 5).

Esimerkki 2
N,-Nsc-leusiini (I-5)

4,92 g leusiinia ja 90 ml vedetdnta dikloorimetaania asetettiin 250
ml:n pybreapohjaiseen kolviin, joka oli varustettu palautusjaahdyttajalla ja ti-
putussuppilolla. Suspensioon lisattiin 9,5 ml klooritrimetyylisilaania voimak-
kaasti sekoittaen ja seos kuumennettiin kiehuvaksi 1 tunnin ajaksi. Saatu liuos
jaahdytettiin jaahauteella, minka jalkeen lisattin 9,1 ml trietyyliamiinia ja 9,0 g
klooriformaattia Ill. Seosta sekoitettiin 20 min jdahauteella, sen jalkeen viela
1,5 tuntia huoneenlampétilassa. Liuotin haihdutettiin alipaineessa ja jaannods
jaettin 200 ml:aan etyyliasetaattia ja 250 ml:aan natriumdikarbonaatin
2,5-prosenttista vesiliuosta. Vesikerros erotettiin, pestiin 50 ml:lla eetteria, ha-
potettiin pH-arvoon 2 1 N kloorivetyhapolla ja uutettiin sitten 3 X 70 ml:lla etyy-
liasetaattia. Yhdistetyt uutteet kuivattiin vedettémallad natriumsulfaatilla ja haih-
dutettiin alipaineessa. Jaanndksen uudelleenkiteytys heksaani-etyyliasetaa-
tista tuotti haluttua tuotetta |-5 valkoisen, kiteisen pulverin (80 %) muodossa.
Karakterisoinnin suhteen katso taulukko 2 (esimerkki 5).

Esimerkki 3
N_-Nsc-asparagiinihapon p-tert.butyyliesteri (1-12)

7,09 g asparagiinihapon B-teft.butyyliesterié ja 90 ml vedetdnta di-
kloorimetaania asetettiin 250 ml:n pydreapohjaiseen kolviin, joka oli varustettu
palautusjaahdyttajalla ja tiputussuppilolla. Seokseen lisattiin voimakkaasti se-
koittaen 12,7 ml di-isopropyylietyyliamiinia ja sitten 9,5 ml klooritrimetyylisilaa-
nia ja seos kuumennettiin kiehuvaksi 1,5 tunnin ajaksi. Reaktioseos jaahdytet-
tiin sitten jadhauteella, 9,0 g klooriformaattia Il lisattiin yhdella kertaa ja se-
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koitusta jatkettiin 1,5 tuntia huoneenldmpétilassa. Liuotin haihdutettiin alipai-
neessa ja jaannds jaettiin 200 ml:aan etyyliasetaattia ja 250 ml:aan natriumdi-
karbonaatin 2,5-%:ista vesiliuosta. Vesikerros erotettiin, pestiin 50 ml:lla eette-
rid, hapotettiin pH-arvoon 2 1 N kloorivetyhapolla ja uutettiin sitten 3 x 70 ml:lla
etyyliasetaattia. Yhdistetyt uutteet kuivattiin vedettdmalla natriumsulfaatilla ja
haihdutettiin alipaineessa. Jédnndksen uudelleenkiteytys heksaani-etyyliase-
taatista tuotti haluttua tuotetta 1-12 valkoisen kiteisen pulverin muodossa
(86 %). Karakterisoinnin suhteen katso taulukko 2 (esimerkki 5).

Esimerkki 4
N.-Nsc-ksantyyliasparagiini (1-20)

3,89 g N«-Nsc-asparagiinia (1-10) ja 2,6 g ksanthydrolia liuotettiin 20
ml:aan kuivaa DMF:a. Liuokseen lisattiin 0,4 ml metaanisulfonihappoa ja seok-
sen annettiin seistd 2 vrk huoneenlampétilassa. Saatu seos kaadettiin sitten
100 ml:aan jadkylmaa vettd samalla sekoittaen, muodostunut sakka suodatet-
tiin pois, pestiin vedella ja sitten etyyliasetaatilla ja eetterilld. Epapuhdas tuote
liuotettin 10 mil:aan [Ammintd DMF:a, suodatettiin ja saostettiin uudelleen
eetterilld. Sakka kerattiin talteen suodattamalla, pestiin eetterilla ja kuivattiin
alipaineessa, jolloin saatiin haluttua yhdistettéd 1-20 kiteisena pulverina (74 %).
Karakterisoinnin suhteen katso taulukko 2 (esimerkki 5).

Esimerkki 5
N.-Nsc-aminohappojen | ominaisuudet

Taulukossa 2 esitetddn ne kaavan | yhdisteet, jotka valmistettiin
kayttden aikaansaatuja menetelmia, joita on kuvattu yksityiskohtaisesti esi-
merkeissd 1 - 4. Sarakkeessa "menetelma" olevat numerot vastaavat niiden
esimerkkien numeroita, joissa kyseisid menetelmid on kuvattu. Optiset omi-
naiskiertokulmat [a]D25 mitattiin DIP-320-polarimetrilld (Jasco, Japani) 10 cm:n
kyveteissa. Sulamispisteet maaritettin avonaisissa kapillaareissa eika niita
korjattu. Kromatografiset likkuvuusarvot Rf mitattiin ohutlevykromatografiale-
vyilla Alufolien Kieselgel 60 F,, (Merck, Darmstadt, Saksa); klorofor-
mi/metanoli/etikkahappoa suhteessa 95:5:3 (A) ja bentseeni/asetoni/etikka-
happoa suhteessa 100:50:3 (B) kaytettiin kehitysliuottimina ja taplat havaittiin
UV-absorbanssilla ja/tai ninhydriinireaktiolla. Molekyyli-ionimassat (M+H)* mi-
tattiin kayttden MS-BC-1-merkkista lentoaikamassaspektrometria, jossa kay-
tettiin Cf’ 52-sé\teilyllz'-i joudutettua desorptiota (Electron SPA, Sumy, Ukraina).
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Esimerkki 6

Dodekapeptidin kiintedn faasin synteesi Ala-Ser-Seh-Thr-lle-lle-Lys-Phe-
Gly-lle-Asp-Lys

a) Kiinnitysryhman liittdminen polymeerikantoaineeseen

250 mg:aan aminometyloidun styreenin 1 %:n divinyylibentseenia
sisaltavaad kopolymeeria (1,0 m ekviv. NH2/g) 3 ml:ssa DMF:a lisattiin 0,75
mmol 2,4,5-trikloorifenyyli-4-hydroksimetyylifenoksipropionaattia ja 0,75 mmol
1-hydroksibentsotriatsolia ja suspensiota ravisteltiin 24 h huoneeniampétilas-
sa. Polymeeri suodatettiin pois, pestiin DMF:lla, etanolilla, eetterilla ja lopuksi
heksaanilla ja kuivattiin alipaineessa fosforipentoksidilla 24 h.

a) Nsc-Lys(Boc)-OH-yhdisteen kiinnittdminen kiinnitysryhmaén

Saatua polymeeria paisutettiin 4 ml:ssa 1,2-dikloorietaani/N-metyyli-
pyrrolidiiniseosta (3:1), minka jélkeen lisattiin 0,75 mmol Nsc-Lys(Boc)-OH:a
(1-14), 0,1 mmol 4-dimetyyliaminopyridiinid ja 0,75 mmol disykloheksyylikarbo-
di-imidia. Suspensiota ravisteltiin 24 h huoneenlampétilassa. Polymeeri suoda-
tettiin pois, pestiin perusteellisesti kloroformilla, kloroformi/metanoliseoksella
(1:1), etanolilla, eetterilla ja lopuksi heksaanilla ja kuivattiin, jolloin saatiin 400
mg Nsc-Lys(Boc)polymeeria.

c) Peptidin kokoonpano

Nsc-Lys(Boc)polymeeria (200 mg) asetettiin 10 ml:n polypropeeni-
kasiruiskuun, joka oli varustettu pohjalla olevalla polypropeenisintterilla. Kasi-
ruiskussa oleva polymeeri pestiin DMF:lla ja synteesin muut kiertojaksot suo-
ritettiin seuraavan toimintaohjeen mukaisesti:

1. Esipesu: 33 % piperidiini/DMF, 4 ml; 0,5 min

2. Suojauksen poisto: 33 % piperidiini/DMF, 4ml; 15 min

3. Pesu: DMF, 6 x (4 mi; 1 min)

4. Asylointi: Na-Nsc-aminohappo I, 0,6 mmol; bentsotriatsolyyli-1-
oksi(trisdimetyyliamino)fosfoniumheksafluorifosfaatti, 0,5 mmol: 1-hydroksi-
bentsotriatsoli, 0,5 mmol; N-metyylimorfoliini, 0,75 mmol; DMF, 2 ml; 60 min
(90 min Nsc-lle-OH-yhdisteelle).

5. Pesu: DMF, 5 x (4 ml, 1 min). _

Noa-Nsc-aminohapot syétettiin synteesin kiertojaksoihin seuraavas-
sa jarjestyksessa. Nsc-Asp(OtBu)-OH, Nsc-lle-OH, Nsc-Gly-OH, Nsc-Phe-OH,
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Nsc-Lys(Boc)-OH, Nsc-lle-OH, Nsc-lle-OH, Nsc-Thr(tBu)-OH, Nsc-Ser(iBu)-
OH, Nsc-Ser(tBu)-OH, Nsc-Ala-OH.

Tavoiteaminohapposekvenssin kokoonpanon jalkeen peptidyyli-po-
lymeerid kasiteltiin 33 % piperidiinia sisaltavalla DMF-liuoksella (4 ml) 20 mi-
nuutin ajan, minkd jalkeen se pestiin DMF:lla, dikloorimetaanilla, etanolilla,
eetterilld ja lopuksi heksaanilla.

d) Suojauksen poisto ja puhdistus

Peptidyyli-polymeeria ravisteltiin yhdessé 5 ml:n kanssa trifluorietik-
kahapon 50-%:ista 1,2-dikloorietaaniliuosta 60 minuutin ajan huoneenlampo-
tilassa. Polymeeri suodatettin pois, pestin 5 ml:lla trifluorietikkahapon
50-%:ista 1,2-dikloorietaaniliuosta ja yhdistetyt pesuliuokset laimennettiin 100
ml:lla jadkylmaa vedetdnté eetteria. Sakka suodatettiin pois, pestiin eetterilld ja
kuivattiin alipaineessa, jolloin saatiin 170 mg epapuhdasta dodekapeptidia
(puhtaus 70 % analyyttisella kaanteisfaasisella korkean suorituskyvyn nes-
tekromatografialla).

Epapuhdas dodekapeptidi liuotettiin 3 ml:aan etikkahapon 1 M vesi-
liuosta ja se kromatografoitiin 1,5 x 70 cm:n kolonnilla, joka oli taytetty TSK-
HW-40F-hartsilla (Merck, Darmstadt, Saksa), tasapainotettiin ja eluoitiin sa-
malla puskurilla. Puhdasta peptidia sisaltavat jakeet kerattiin yhteen ja lyofili-
soitiin. Tavoitedodekapeptidin lopullinen saanto oli 104 mg (41 %), puhtaus yli
95 % arvioituna analyyttiselld kaanteisfaasisella korkean suorituskyvyn nes-
tekromatografialla. Aminohappokoostumus (6 N HCI-hydrolyysin, 110 °C, 24 ja
48 h jalkeen): Asp 1,02(1); Ser 1,84(2); Thr 0,93(1); Glu 0,94(1); Gly 1,03(1);
Ala 1,00(1); lle 2,78(3); Lys 2,04(2).
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Patenttivaatimukset

1. N«-2-(4-nitrofenyylisulfonyyli)etoksikarbonyyliaminohappoja,
tunnettu siits, ettd niilla on yleinen kaava:

@)

O
<: :> I I
O2oN ‘S'-CHZCH2_0—C“'N R1—CHR;—COOH
O

jossa R, esittaa vetyatomia ja R, esittaa isopropyyli-, 2-metyylipropyyli-, 2-me-
tyvlitioetyyli-, bentsyyli-, karboksamidometyyli-, 2-karboksamidoetyyli-, 4-tert.-
butoksibentsyyli-, indolyyli-3-metyyli-, S-((,trifenyylimetyyli)tiometyyli—, 1-(trife-
nyylimetyyli)imidatsolyyli-4-metyyli-, 3-(N -mesityleenisulfonyyli)guanidiinipro-
pyyli-, N-ksantyylikarboksamidometyyli-, 2-(N-ksantyy|ikérboksamido)etyyli- tai
S-(asetamidometyylijtiometyyliryhmaa; tai R, ja R, yhdessa esittavat propylee-
niradikaalia.

2. Menetelma patenttivaatimuksen 1 mukaisten yhdisteiden val-
mistamiseksi, tunnettu siitd, ettd annetaan aminohapon, jolla on yleinen
kaava

HNR, -CHR -COOH

jossa R, ja R, esittavat patenttivaatimuksen 1 mukaisia radikaaleja, reagoida
2-(4-nitrofenyylisulfonyyli)etoksikarbonyyliklooriformaatin kanssa veden ja or-
gaanisen liuottimen seoksessa emaksen lasna ollessa.

3. Menetelmd patenttivaatimuksen 1 mukaisten yhdisteiden val-
mistamiseksi, tunnettu siita, etta

a) konvertoidaan aminohappo, jolla on yleinen kaava:

HNR -CHR -COOH

jossa R, ja R, esittavat patenttivaatimuksen 1 mukaisia radikaaleja, O,N-
trimetyylisilyloiduiksi johdannaisiksi;

b) annetaan mainittujen O,N-trimetyylisilyloitujen johdannaisten
reagoida 2-(4-nitrofenyylisulfonyyli)etoksikarbonyyliklooriformaatin kanssa ap-
roottisessa liuottimessa emaksen lasna ollessa, mita seuraa hydrolyysi.

4. Menetelma patenttivaatimuksen 1 mukaisten yhdisteiden val-
mistamiseksi, joissa R, esittaa vetyatomia ja R, esittda N-ksantyylikarboksami-
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dometyyli- tai 2-(N-ksantyylikarboksamido)etyyliryhm&a, tunnettu siita,
ettd annetaan patenttivaatimuksen 1 mukaisten yhdisteiden, joissa R, esittaa
vetyatomia ja R, esittaé karboksamidometyyli- tai 2-(karboksamido)etyyliryh-
maa, reagoida ksanthydrolin kanssa orgaanisessa liuottimessa hapon lasna
ollessa.

5. Menetelmé peptidien valmistamiseksi lisdamalla perakkain suo-
jattuja aminohappomonomeereja liukenemattomaan polymeeriseen tukiainee-
seen kiinnitettyyn kasvavaan peptidiketjuun, jotka suojatut aminohappomono-
meerit ovat patenttivaatimuksen 1 mukaisia yhdisteita, tunne ttu siita, etta:

a) litetddn C-paatesuojattu monomeeri mainittuun polymeeriseen
tukiaineeseen sidotun kiinnitysryhman amino- tai hydroksyylifunktioon mainitun
suojatun monomeerin vapaan karboksyyliryhman valitykselld suojatun amino-
asyyli-polymeerin aikaansaamiseksi,

b) poistetaan mainitusta suojatusta aminoasyyli-polymeeristd suo-
jaus kasittelemalld emaksiselld reagenssilla aminoasyyli-polymeerin aikaan-
saamiseksi, jossa on vapaa a-aminoryhma;

c) liitetdan seuraava suojattu aminohappomonomeeri mainitun ami-
noasyyli-polymeerin vapaaseen a-aminoryhmaan suojatun peptidyyli-polymee-
rin aikaansaamiseksi,

d) toistetaan vaiheita b) ja c), kunnes viimeinen suojattu aminohap-
pomonomeeri on liitetty, minka jalkeen suoritetaan vaihe b).

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelma, tunnettu siita,
etta mainittu emaksinen reagenssi on typpiemas, joka on valittu ryhmasta, jo-
hon kuuluvat ammoniakki, morfoliini, piperidiini, piperatsiini, dietyyliamiini, 1,8-
diatsabisyklo[5,4,0]Jundek-7-eeni, 1,1,3,3-tetrametyyliguadiniini ja niiden liuok-
set aproottisissa orgaanisissa liuottimissa.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelma, tunnettu siita,
ettd mainittu typpieméds on piperidiini ja orgaaninen liuotin on dimetyyliform-
amidi.
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