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Menetelmd uusien, terapeuttisesti kdyttdkelpoisten peptidien
Férfarande for framstdllning av nya, terapeutiskt anvindbara

(57) Tiivistelmd
Keksinndn kohteena on polypeptidejd, erityisesti penta- ja
heksapeptideji, joita luonnehtii yleinen kaava I:

Z-ALK,-C-NH-ALK

1 2—S-L-Phe-L-Metx-Q-Phe-OH I

[o] 0

tai niiden funktionaalinen johdannainen, jossa kaavassa Z on
vety tai NHZ' ALK1 edustaa alkyleeni- tai alkylideeniryhmidi,
jossa on 1-6 hiiliatomia, ALK2 on 1-6 hiiliatomia sisiltdvi
alkylideeniryhmd, Met on aminohapporadikaali Met, Met (O)
tai Met(oz) ja Q edustaa aminohapporadikaalia Lys tai Arg,
silld ehdolla, ettd toinen aminohapporadikaaleista Q ja
C-pddte-Phe on D-konfiguraatiossa ja toisella on L-konfigu-

raatio.

(57) Sammandrag
Uppfinningen avser polypeptider, speciellt penta- och hexa-
peptider som karakteriseras av den allminna formeln I:

Z-ALK1-C-NH—ALK2-C-L-Phe—L-Metx-Q-Phe-OH I
LJ "
(0] 0]

eller ett funktionellt derivat dirav, dir 2 stdr f8r vite
eller NHZ' ALK1 representerar en alkylen- eller alkyliden-
grupp med 1-6 kolatomer, ALK2 representerar en alkyliden-
grupp med 1-6 kolatomer, Metx stdr f8r aminosyraradikalen
Met, Met (O) eller Met(02) och Q representerar aminosyra-
radikalen Lys eller Arg, med det fdrbehdllet, att en av
aminosyraradikalerna Q och C-terminal-Phe &r i D-konfigura-
tionen och den andra har L-konfigurationen.
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Menetelmd uusien, terapeuttisesti kéytt&kelpoisten pepti-

dien valmistamiseksi

Keksinndn kohteena on menetelmd uusien, terapeutti-
sesti kdyttdkelpoisten peptidien valmistamiseksi, joilla

on yleinen kaava I

Z—ALK-%—NH-CHZ-ﬁ-L-Phe-L—Metx-Q-Phe-Y I
0 0]

jossa Z on vety tai amino,

ALK on alkyleeni- tai alkylideeniryhmd, jossa on 1 tai 2
hiiliatomia,

Metx on aminohapporadikaali Met, Met(0) tai Met(Oz),

Q on aminohapporadikaali Lys tai Arg, silld ehdolla, ettd
toinen aminohapporadikaaleista Q ja C-pdidte-Phe on D-kon-
figuraatiossa ja toisella on L-konfiguraatio, ja

Y on hydroksi tai amino, ja niiden happoadditiosuolojen
valmistamiseksi.

Edullisia peptidejd ovat ne peptidit, joilla on
yleinen kaava I, jossa Q on D-lys ja/tai jossa Z on amino
ja ALK on metyleeniryhméd tai etylideeniryhmd.

Keksinndn mukaiselle menetelmdlle uusien kaavan I
mukaisten yhdisteiden valmistamiseksi on tunnusomaista,
ettd peptidistd, jolla on kaava II

Z1-ALK—ﬁ—NH-CHZ-E—L—Phe-L-Metx-Q1-Phe—Y1 II
0

o

jgssa ALK ja Met merkitsevdt samaa kuin edelld,

Z" merkitsee samaa kuin Z edelld tai 2~ on aminoryhmé&,
joka on suojattu N-suojaryhm&lli,

Q1 merkitsee samaa kuin Q edelld tai Q1 merkitsee (ZL-ami-
no)-suojattua lysyylid tai (guanidyyli)-suojattua arginyy-
1id, silld ehdolla, ettd toinen radikaaleista Q1 ja C-pda-
te-Phe on D-konfiguraatiossa ja toisella on L-konfiguraa-

tio, ja
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Y1 merkitsee samaa kuin Y edelléd tai Y1 on suojattu hydr-
oksiryhmd tai hartsi, joka poistettaessa muodostaa osan,
joka on hydroksi tai amino, silld ehdolla, ettd kun Y1
merkitsee muuta kuin hartsia, ainakin yksi ryhmisté& Zl,

Q1 ja Y1 merkitsee suojaryhmdéd tai sisdltdd suojaryhmdn,
poistetaan suojaryhmd tai -ryhmdt ja/tai hartsi, ja halut-
taessa ndin saatu peptidi muutetaan happoadditiosuolaksi
ja/tai hapetetaan vastaavaksi sulfoksidiksi tai sulfoniksi.

Yieisen kaavan II mukaiset peptidit ja peptidijoh-
dannaiset valmistetaan peptideille tavanomaisella tavalla.
Tavallisin menetelmd ndiden peptidien valmistamiseksi on
liittd3d tarvittavat aminohapot kondensaatiolla, joko homo-
geenisessd faasissa tai ns. kiintedn faasin avulla.

Kondensaatio homogeenisessd faasissa voidaan toteut-
taa seuraavasti:

a) yhdisteen (aminohappo tai peptidi), jossa on
vapaa karboksyyliryhm& ja suojattuja muita reaktiokykyisid
ryhmid, kondensaatiolla yhdisteen (aminohapon, peptidin
tai amiinin) kanssa, jossa on vapaa aminoryhmd ja suojat-
tuja muita reaktiivisia ryhmid, kondensaatioaineen ldsnd-
ollessa,

b) yhdisteen (aminohappo tai peptidi), jossa on ak-
tivoitu karboksyyliryhmd ja, valinnaisesti, muita suojat-
tuja reaktiivisia ryhmi#, kondensaatiolla yhdisteen (ami-
nohapon, peptidin tai amiinin) kanssa, jossa on vapaa ami-
noryhmd ja, valinnaisesti, suojattuja muita reaktiivisia
ryhmid, ja

c) yhdisteen (aminohappo tai peptidi), Jjossa on
vapaa karboksyyliryhmd ja suojattuja muita reaktiivisia
ryhmid, kondensaatiolla yhdisteen (aminohapon, peptidin
tai amiinin) kanssa, jossa on aktivoitu aminoryhmd ja,
valinnaisesti, suojattuja muita reaktiokykyisid ryhmid.

Karboksyyliryhmdn aktivointi voi mm. tapahtua muut-
tamalla karboksyyliryhmd happohalogeniksi, atsidiksi, an-

hydridiksi, imidatsolidiksi tai aktivoiduksi esteriksi,
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kuten N-hydroksi-sukkiini-imidiksi, N-hydroksi-bentstri-
atsoliksi tai p-bentstriatsoliksi tai p-nitrofenyylieste-
riksi.

Aminoryhmd voidaan aktivoida muuttamalla se fosfiit-
tiamidiksi tai k&dytt&mdlld "fosforatso"-menetelmii.

Tavallisimmat menetelmdt edelld esitettyjéd konden-
saatioreaktioita varten ovat: karbodi-imidi-menetelmi,
atsidi-menetelmd, seka-anhydridi-menetelmd sekd aktivoitu-
jen estereiden menetelm&d, kuten E. Schr&der ja K. Liibke
ovat kuvanneet julkaisussa "The Peptides", nide I, 1965
(Academic Press).

On kuitenkin my8s mahdollista valmistaa kaavan II
mukaisia yhdisteitd Merrifield'in "kiintedfaasi"-menetel-
mdlld, joka on selostettu julkaisussa J. Am. Chem. Soc.
85 (1963) s. 2149. Valmistettavien peptidien aminohappo-
jen liittdminen alkaa karboksi-pddtepuolelta. T&td varten
tarvitaan kiinted kannin, jossa on ldsnd reaktiokykyisid
ryhmid tai johon té&dllaisia ryhmid voidaan kiinnittd&. T&-
md kannin voi olla, esimerkiksi, styreenin ja divinyyli-
bentseenin kopolymeeri, jossa on reaktiivisia kloorime-
tyyliryhmid tai polymeerikannin, joka on tehty reaktiivi-
seksi hydroksimetyyli- tai bentsyyliamiiniryhmill&.

Jos kdytetddn esimerkiksi kanninta, joka sisdltdd
kloorimetyyliryhmid, tapahtuu ensimmdinen a,-aminosuoja-
tun aminohapon sitominen kantimeen esterisidoksen kautta.
Kaavan II mukaisen peptidin synteesissd tdmd reaktio an-

taa siten:

L Phe )
R-‘N—(fH—ﬁ-'O—CHZ-kiinteﬁ
H CH2 0 kannin
|
Q

jossa R on ot-aminosuojaryhmd.
Ryhmdn R poistamisen jdlkeen jidlkeentuleva o-ami-
nosuojattu aminohappo (esimerkiksi lysiini, jonka ¢£-ami-

noryhmd on my&s suojattu), voidaan liittdd kondensaatio-
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reaktiolla ja o~aminoryhmdn suojauksen purkamisen jdlkeen
seuraava aminohappo voidaan liitt&3 mukaan jne.

Halutun aminohapposekvenssin synteesin jdlkeen kaa-
van II mukainen peptidi vapautetaan kantajasta esimerkik-
si nestemdisen fluorivedyn, trimetaanisulfonihapon tai me-
taanisulfonihapon avulla, liuotettuna trifluorietikkahap-
poon. Peptidi voidaan poistaa kantajasta mm. pilkkomalla
ammoniakilla, jolloin saadaan peptidin amidi.

Reaktiokykyiset ryhmdt, joiden ei tule osallistua
kondensaatioreaktioon, suojataan tehokkaasti, kuten todet-
tiin, ryhmill3d, jotka voidaan jdlleen hyvin helposti pois-
taa, esimerkiksi hydrolyysilld tai pelkistdmdlld. Siten
karboksyyliryhmd voidaan tehokkaasti suojata, esimerkiksi
esterdimdlld metanolilla, etanolilla, tertiddriselld buta-
nolilla, bentsyylialkoholilla tai p-nitrobentsyylialkoho-
lilla.

Ryhmdt, jotka voivat tehokkaasti suojata aminoryh-
mdn, ovat tavallisesti happoryhmid, esimerkiksi happoryh-
md, joka on johdettu alifaattisesta, aromaattisesta, arali-
faattisesta tai heterosyklisestd karboksyylihaposta, kuten
etikkahaposta, bentsoehaposta tai pyridiinikarboksyyliha-
posta tai happoryhmd, joka on johdettu hiilihaposta, ku-
ten etoksikarbonyyli-, bentsyylioksikarbonyyli-, t-butok-
sikarbonyyli- tai p-metoksi-bentsyylioksikarbonyyliryhmd
tai happoryhmd, joka on johdettu sulfonihaposta, kuten
bentseenisulfonyyli- tai p-tolueenisulfonyyliryhmd, mutta
voidaan kdyttdd my8s muita ryhmid, kuten substituoituja
tai substituoimattomia aryyli- tai aralkyyliryhmid, esi-
merkiksi bentsyyli- ja trifenyylimetyyliryhmid tai ryhmid,
kuten orto-nitrofenyylisulfenyyli ja 2-bentsoyyli-l-metyy-
livinyyli.

On suotavaa suojata my8s lysiinin §g-aminoryhmd ja
arginiinin guanidiiniryhmd. Tavanomaisia suojaryhmid tés-
sd yhteydessd ovat lysiinille tertiaarincn butoksikarbo-
nyyliryhmi tai tosyyliryhmd ja arginiinille nitro- tai

Mbs-ryhmd (4-metoksibentseenisulfonyyli).
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Suojaryhmdt poistetaan kaavan II mukaisista yhdis-
teistd tavanomaisia menetelmid kédyttéden riippuen kyseessi
olevan ryhmdn tyypistd, esimerkiksi trifluorietikkahapon
avulla tai pelkistdmdlld lievédsti, esimerkiksi vedylld ja
katalyytilld, kuten palladiumilla tai hydrobromidilla
jddetikassa.

Kaavan I mukaisia peptidejd, joissa Met  on amino-
happoradikaali Met(0), voidaan valmistaa vastaavista Met-
peptideistd sindnsd tunnetulla liev&dlld hapetuksella,
esimerkiksi laimealla vetyperoksidilla tai perhapolla.
Tdllainen hapettaminen antaa S- ja R-sulfoksidien seok-
sen, joka voidaan erottaa yksittdisiksi diastereoisomee-
reiksi sindnsd tunnetulla tavalla, esimerkiksi selektii-
visesti kiteyttdmdlld. Kdyttdmdlld metioniini-S- (tai R-)
sulfoksidia kaavan II mukaisen peptidin synteesissd yksit-
tdiset diastereoisomeerit voidaan saada my®s suoraan.

Kaavan I mukaisia sulfonipeptidejd, joissa Metx
on happoradikaali Met(oz), voidaan valmistaa hapettamal-
la vastaava kaavan I mukainen Met-peptidi tai kdyttdmdlli
metioniini-sulfonia kaavan II mukaisen peptidin syntee-
sisséd.

Kaavan I mukaisen peptidi voidaan muuttaa happo-
additiosuolaksi peptidin reaktiolla hapon, kuten kloori-
vetyhapon, hydrobromidin, fosforihapon, rikkihapon, etik-
kahapon, maleiinihapon, viinihapon, sitruunahapon, poly-
glutamiinihapon, karboksyylimetyyliselluloosan, jne.
kanssa.

Amidit, joita ensisijaisesti k&dytetddn, ovat subs-
tituoimattomia amideja.

Kuten jo edelld mainittiin, on kaavan I mukaisil-
la peptideilld j&nnitystd laukaiseva vaikutus, josta syys-

td ne ovat sopivia mm. jakomielitaudin hoitoon.
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Kaavan I mukaisia peptidejd voidaan antaa ruoansula-
tuskanavan ulkopuolisesti, kielenalaisesti, nendnsisdises-
ti, perdsuolen kautta tai suun kautta. Ndistd ruoansulatus-
kanavan ulkopuolisesti ja nendnsisdisesti antamista on pi-
dettdvd edullisina, koska t#llaisilla antotavoilla pepti-
din imeytyminen on suurin. Peptidit sekoitetaan sen té&hden
edullisesti farmaseuttisesti hyvdksyttdvien apuaineiden
kanssa, jotka tekevdt peptidit sopiviksi ruoansulatuskana-
van ulkopuolisesti tai nendnsisdisesti annettaviksi, jol-
loin syntyy liuoksia, suspensioita (missd@ on sopivaa mikro-
kapseloinnin kautta), emulsioita ja suihkeita.

Sekoitettuina sopivien apuaineiden kanssa, nditd
peptidejd voidaan kdyttdd myds muodossa, joka on sopiva
suun kautta antamiseksi, kuten pillereind, tabletteina ja
rakeina. N4itid peptidej&d voidaan antaa my8s perdpuikon muo-
dossa.

Keksinndn mukaisia peptidej&d tai peptidijohdannai-
sia kdytetddn edullisesti 1 Pg:n - 5 mg:n annoksissa/kg
kehon painoa pédivdssd ruoansulatuskanavan ulkopuolista an-
tamista varten. Suositeltu annos ihmisille annettavaksi on
vililtd 0,3 - 30 mg, erityisesti v&liltd 1 - 10 mg pdivds-

si. Nendnsisdistd ja perdsuolensisdistd antamista varten

annos on yleensid 10 - 100 kertaisesti suurempi ja suun
kautta antamista varten se on 100 - 1000 -kertaisesti suu-
rempi.

Seuraava on huomattava seuraavien esimerkkien suh-
teen.

I. Miss3i mit3&n optista konfiguraatiota ei ole mai-
nittu, tarkoitetaan L-muotoa.

II. Seuraavia lyhennyksid kdytetddn kdytetyille suo-

jaryhmille tai aktivoiville ryhmille:

Boc = tertiaarinen butoksikarbonyyli
tBu = tertiaarinen butyyli

Me = metyyli

ONp = p-nitrofenoksi

Z = bentsyylioksikarbonyyli

Fmoc = 9-fluorenyylimetoksikarbonyyli

Ac = asetyyli
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IIT. Seuraavia lyhennyksiid k&ytetdin kdytetyille
livottimille tai reagensseille:

To = tolueeni

EtOH = etanoli

BuOH = butanoli

Py = pyridiini

HOAc = etikkahappo

EtOAc = etyyliasetaatti

tBuOH = tert-butanoli

DMF = dimetyyliformamidi

DCC = disykloheksyylikarbodi-imidi

DCU = disykloheksyyliurea

TFA = trifluorietikkahappo

Wa = vesi

HOBt = N-hydroksibentstriatsoli
IV. Seuraavia lyhennyksii k&ytet&din aminohapporyh-

mille:

Met = metionyyli

Met (O) = metionyylin sulfoksidi

Met(02)= metionyylin sulfoni

Lys = lysyyli

Gly = glysyyli

Phe = fenyylialanyyli

Arg = arginyyli

Ala = alanyyli

A-Ala = f-alanyyli

Val = valyvyli

Esimerkki 1

H-Gly-Gly-Phe~-Met-D-Lys-Phe-0H:n synteesi

(1) Boc-Gly-Gly-Phe-Met-OH

Témd peptidi saadaan, kuten julkaisussa Rec. Trav.
Chim. Pays-Bas 99, (1980), s. 63 on selostettu.

(2) H-Gly-Gly-Phe-Met-D-Lys-Phe-OH

Suojattu dipeptidi Z-D-Lys (Boc)-Phe-OtBu vapautettiin
suojaryhmdstd Z ennen liittdmisti kohdassa 1(1) saatuun pep-

tidiin. T&td tarkoitusta varten dipeptidi liuotettiin
DMF:ddn, minkd jdlkeen lis&ttiin Pd/C-katalyyttid (vahvuus
10 %) ja H2 johdettiin seoksen ldpi kunnes COZ:ta ei endai
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vapautunut. Sen jédlkeen katalyytti suodatettiin pois.

Kohdassa 1(1) saatu peptidi sekd my&s 1,1 ekvivalent-
tia DCC ja 2 ekvivalenttia HOBt lisdttiin t&ten suojaukses-
ta purettuun peptidiin H-D-Lys (Boc)-Phe-OtBu, minkd jdlkeen
reaktioseosta sekoitettiin kaksi tuntia 0°C:ssa ja sitten
12 tuntia huoneen ldmpdtilassa. DCU:n sakka suodatettiin
sitten pois, suodos haihdutettiin ja jd&nnOs kiteytettiin
EtOH/EtOAc (1:2)-seoksesta. Tdmdn suojatun peptidin Rf
To/EtOH:ssa (4:1) oli 0,73.

Tamd peptidi vapautettiin suojaryhmistd 90-%:isessa
TFA:ssa plus anisolissa Nz—kaasuvirran alaisena, minkd jal-
keen lisittiin eetterid ja sakka suodatettiin pois ja liuo-
tettiin uudelleen t-BuOH/Wa-seokseen (1:1). Ioninvaihtajaa
asetaattimuodossa (LEWATIT@% lisdttiin sen jdlkeen ja seosta
sekoitettiin 40 minuuttia. Sen jdlkeen ioninvaihtaja suoda-
tettiin pois ja suodos puhdistettiin vastavirtajakamisella
BuOH/HOAc /Wa (4:1:5)-seoksessa.

Rf BuOH/Py/HOAc/Wa (8:3:1:4) = 0,64.
Esimerkki 2

H-Gly-Gly-Phe-Met-D-Arg~-Phe-OH:n synteesi
(1) Boc=-Gly-Gly-Phe-Met-OH

Tdmd on jo selostettu esimerkissd 1(1).
(2) Z-D-Arg (NO,)~Phe-OtBu

Ekvimolaariset mdarat Z—D-Arg(NOz)-OH ja H-Phe-OtBu
liuotettiin DMF:d88n ja liitettiin lis&dm&dlld DCC ja HOBt esi-
merkissd 1(2) kuvatuissa olosuhteissa. DCU suodatettiin pois
ja suodoksen orgaanista EtOAc-kerrosta uutettiin perdkk&in
hapolla, emdkselld ja vedelld, kuivattiin ja kiteytettiin
EtOAc-heksaani-seoksesta. Peptidilld, joka sen jdlkeen puh-
distettiin SiOz-pylvéén avulla, Rf on 0,52 To/EtOH:ssa
(4:1).

(3) H-Gly-Gly-Phe-Met-D-Arg-Phe-OH

Esimerkissd 2(2) saatu peptidi hydrattiin ja liitet-
tiin kohdassa 2(1) saatuun peptidiin ja liitédnt&dtuote vapau-
tettiin sen jdlkeen suojaryhmistd esimerkissd 1(2) kuvatul-

la tavalla.
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Ndin saatu heksapeptidi puhdistettiin Sioz-pylvéél—
13 BuOH/Py/HOAc/Wa (20:3:1:4)-seoksen avulla ja sen Rf-
arvo on 0,46 BuOH/Py/HOAc/Wa (8:3:1:4)-seoksessa.

Esimerkki 3

H-Gly-Gly-Phe-Met-Lys-D-Phe-OH:n synteesi

(1) z-Lys (Boc)~-D-Phe-0OtBu

Tdmd peptidi valmistettiin kytkem&dlld Z-Lys (Boc)-OH
H-D-Phe-OtBu:n kanssa DCC/HOBt-seoksen ldsndollessa kohdas-

sa 1 (2) kuvatulla tavalla ja kiteytettiin uudelleen eette-
ri/petrolieetteristd (1:3). Rf = 0,60 To/eetteri (4:1)-
seoksessa.,

(2) H-Gly-Gly-Phe-Met-Lys-D-Phe-OH

Kohdan (1) mukaisesti saatu peptidi hydrattiin ja

liitettiin Boc-Gly-Gly-Phe-Met-OH:hon, vapautettiin suoja-
ryhmistd ja puhdistettiin, kuten esimerkissd 1 (2) selos-
tettiin.

Ndin saadun heksapeptidin Rf on 0,40 BuOH/PY/HOAc/
Wa (8:3:1:4)-seoksessa.

Esimerkki 4

Seuraavat peptidit valmistetaan samalla tavalla,
joka kuvattiin esimerkeissd 1 - 3:
H-Ala-Gly-Phe-Met-D-Lys-Phe-OH, Rf = 0,48
H-Gly—Gly-Phe-Met—D—Lys-Phe-NH2, Rf = 0,46
Ac-Gly-Phe-Met-D-Lys-Phe-0OH, Rf = 0,51
P-Ala-Gly-Phe-Met-D-Lys-Phe-OH, Rf = 0,39.
Rf:t saatu BuOH/Py/HOAc/Wa (8:3:1:4)-seoksesta (Si02:lla).

Esimerkki 5

H-Gly-Gly-Phe-Met (0) ~-D-Lys-Phe-OH:n synteesi

1,0 g (1,34 mmol) H-Gly-Gly-Phe-Met-D-Lys-Phe-OH
liuotettiin 80 ml:aan etikkahappoa, minkd j&dlkeen lisdt-

tiin 10 ekvivalenttia (13,4 mmol) vetyperoksidia (30 %:n

vahvuisena vesipitoisena liuoksena).

Sen jdlkeen kun reaktioseosta oli sekoitettu n. 30
minuuttia huoneen ldmp8tilassa, lis&dttiin vasta valmistet-
tua platinaa. Tdmdn platinakatalyytin valmistamiseksi sus-
pendoitiin 5,4 g PtO2 etikkahappoon ja vetyd ja typped joh-

dettiin suspension 1l&pi 30 minuutin ajan.
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15 minuutin sekoittamisen jédlkeen reaktioseos suoda-
tettiin ja suodos haihdutettiin. J&&nn8s puhdistettiin vas-
tavirtajakamisella BuOH/HOAc/Wa (4:1:5)-seoksessa. Saanto
oli 600 mg. Rf = 0,26 1-BuOH/Py/HOAc/Wa-seoksessa (8:3:1:4).

Esimerkki 6

H-Gly-Gly-Phe-Met-D-Lys-Phe-OH:n synteesi

1,0 g (1,34 mmol) H—Gly-Gly—Phe—Met(OZ)-D-Lys-Phe-OH
liunotettiin 10 ml:aan Wa ja 0,14 ml:aan (70 %:n vahvuus)

HCLO, . Lis&ttiin 2,2 ekvivalenttia vetyperoksidia ja 10 mg
(NH4)6M07024.4H20. Sen jdlkeen kun seosta oli sekoitettu

n. kaksi pidivdd vetyperoksidiylimddrd hdvitettiin lisdamédl-
14 NaHSO,, minkd jdlkeen pH asetettiin seitsemdd@n ja liuos
pakastekuivattiin.

Saatu peptidi puhdistettiin osittain vastavirtajaka-
misella 1-BuOH/HOAc/Wa-seoksessa (4:1:5).

800 mg ndin saatua tuotetta puhdistettiin edelleen
Sioz-pylvaéssé kdyttden liikkuvana faasina 1-BuOH/Py/HOAc/
Wa-seosta (8:3:1:4). Rf = 0,33 edelld mainitussa 1-BuOH/Py/
HOAc/Wa-seoksessa.

Esimerkki 7

Seuraavat peptidit valmistettiin tavalla, joka vas-
taa esimerkeissid 5 ja 6 kuvattuja valmistustapoja:
Ac-Gly-Phe-Met (0) -D-Lys-~Phe-OH, Rf = 0,33
H—Gly-Gly-Phe—Met(Oz)-Lys-D-Phe—OH, Rf = 0,29.

Rf:t saatu BuOH/Py/HOAc/Wa (8:3:1:4)-seoksessa (Si02:lla).

Esimerkki 8

H-Gly-Gly-Phe-Met-Lys-Phe-OH:n synteesi "kiinted

faasi" menetelmdlld

(1) Hartsin valmistus jdhmedd faasia varten

Lihtien styreenin ja 1 %:n divinyylibentseenid kloo-
rimetyloidusta kopolymeeristd valmistettiin vastaava p-hydr-
oksibentsyylialkoholihartsi menetelmdn mukaisesti, jonka
on selostanut S.S. Wang (J. Amer. Chem. Soc. 95, (1973),

s. 1328).
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(2) Fmoc-Phe-/kiinted kannin7/
10,9 millimoolia Fmoc-Phe-OH liuotettuna 40 ml:aan

DMF liitettiin 10 g:aan hartsia (7 mmol), joka oli valmis-

tettu kohdan 8 (1) mukaisesti, 160 ml:ssa metyleenidiklori-
dia Meienhofer'in et al. menetelm&n mukaisesti, joka on ku-
vattu julkaisussa Int. J. Peptide Protein Res. 13(1979) ss. 35-42.

(3) Boc-Gly-Gly-Phe-Met-D-Lys (Boc)-Phe~/kiinted kannin7/

Lihtien Fmoc-Phe-/kiinted kannin7:sta liitettiin mu-
kaan perdkkdin suojatut aminohapot Fmoc-D-Lys (Boc)-OH,
Fmoc-Met-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Gly-OH ja Boc-Gly-OH. Suoja-
ryhmien poistaminen ja liittd&minen suoritettiin, kuten seu-
raavassa on selostettu viimeiselle liit&ntdvaiheelle, nimit-
tdin Boc-Gly-OH:n liit&nndlle H-Gly-Phe-Met-D-Lys (Voc)-Phe-
[kiinte&d kannin/:een.

10 g Fmoc-Gly-Phe-Met-D-Lys (Boc)~-Phe-/kiinted kannin7
vapautettiin suojaavasta Fmoc-ryhmédstd pesemdllid perdkkdin
kolme kertaa 60 ml:lla DMF, kahdesti 60 ml:lla 50-%:n vah-
vuista piperidiini& DMF:ssa, kahdesti 60 ml:lla dioksaani/
Wa (2:1) ja kuusi kertaa 60 ml:1lla DMF.

6,6 millimoolia (3 ekvivalenttia) Boc-Gly-OH ja 3
ekvivalenttia DCC ja HOBt lis&dttiin tuotteeseen, josta suo-
jaus oli purettu. Liitdnt&reaktion loputtua peptidi-hartsi
pestiin perdkkdin 60 ml:1la EtOH ja 60 ml:1la DMF.

(4) Peptidin poistaminen kiintedstd kantimesta

11 g edelld kuvattua tuotetta pestiin 60 ml:1lla me-
tyleenidikloridia ja vietiin sitten 70 ml:aan TFA/metyleeni-
dikloridia (1:1), johon oli lisdtty 0,1 ml tiocanisolia.

Kahden tunnin kuluttua j&hmed faasi suodatettiin

pois ja pestiin 10 %:n vahvuisella HOAc:lla.

Suodos haihdutettiin kuiviin tyhj&ssd ja j&d&nnbs,
livotettuna 30 ml:aan tBuOH/HZO, saatettiin sen jdlkeen io-
ninvaihtajalla muuttumaan asetaattimuotoon.

Sen jdlkeen seos suodatettiin ja suodos haihdutet-
tiin kuiviin tyhj¥ss4.

Jddnnds puhdistettiin Sioz-pylvééssé kdyttden
1-BuOH/Py/HOAc/Wa-seosta (8:3:1:4). Saanto oli 0,27 g.

Rf on 0,64 BuOH/Py/HOAc/Wa /8:3:1:4)-seoksessa (Siozzlla).
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Patenttivaatimus

Menetelmd uusien, terapeuttisesti kdyttdkelpoisten

peptidien valmistamiseksi, joilla on yleinen kaava I

Z—ALK—C—NH-CHz-ﬁ—L-Phe—L—Metx—Q—Phe—Y I
It
0] 0

jossa Z on vety tai amino,

ALK on alkyleeni- tai alkylideeniryhmd, jossa on 1 tai 2
hiiliatomia,

Met on aminohapporadikaali Met, Met(0O) tai Met (02),

Q on aminohapporadikaali Lys tai Arg, silld ehdolla, ettd
toinen aminohapporadikaaleista Q ja C-pddte-Phe on D-kon-
figuraatiossa ja toisella on L-konfiguraatio, ja

Y on hydroksi tai amino, ja niiden happoadditiosuolojen
valmistamiseksi, t un n e t t u siitéd, ettd peptidistd,
jolla on kaava II

Zl—ALK-%—NH—CH

0

2—C—L—Phe—L—Metx—Q1—Phe—Yl I1
Il
0

j?ssa ALK ja Metx merkitsevdt samaa kuin edelld,

7~ merkitsee samaa kuin Z edelld tai Z~ on aminoryhmd,
joka on suojattu N-suojaryhmdlld,

Q1 merkitsee samaa kuin Q edelld tai Q1 merkitsee (£ -ami-
no) -suojattu lysyylid tai (guanidyyli)-suojattua arginyy-
1id, sills ehdolla, ettd toinen radikaaleista Q' ja C-pai-
te-Phe on D-konfiguraatiossa ja toisella on L-konfiguraa-
tio, ja

Y1 merkitsee samaa kuin Y edelld tai Y1 on suojattu hydr-
oksiryhmd tai hartsi, joka poistettaessa muodostaa osan,
joka on hydroksi tai amino, silld ehdolla, ettd kun Y1
merkitsee muuta kuin hartsia, ainakin yksi ryhmista zl,

Q1 ja Y1 merkitsee suojaryhm#id tai sisdltdd suojaryhmén,
poistetaan suojaryhmi tai -ryhmdt ja/tai hartsi, ja halut-
taessa ndin saatu peptidi muutetaan happoadditiosuolaksi

ja/tai hapetetaan vastaavaksi sulfoksidiksi tai sulfoniksi.
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Patentkrav

Férfarande f8r framst&dllning av nya, terapeutiskt

anvdndbara peptider med den allminna formeln I

Z-ALK-%-NH-CH2-9—L—Phe-Metx-Q~Phe—Y I
|

vari Z &r vdte eller amino,

ALK dr en alkylen- eller alkylidengrupp med 1 eller 2 kol-
atomer,

Metx dr aminosyraradikalen Met, Met(0) eller Met(02),

Q dr aminosyraradikalen Lys eller Arg, med det f8rbehdllet
att en av aminosyraradikalerna Q och C-terminal-Phe &r i
D-konfigurationen och den andra har L-konfigurationen, och
Y dr hydroxi eller amino, samt syraadditionssalter dirav,
kd@nnetecknat ddrav, att man avldgsnar skydds-
gruppen eller -grupperna och/eller hartset av en peptid

med formeln II

Zl-ALK-C—NH-CH —C—L-Phe—L-Metx-Ql—Phe-Yl II

8

vari ALK och Metx betecknar samma som ovan,

2

Zl betecknar samma som Z ovan eller Z1 dr en aminogrupp
som skyddats med en N-skyddsgrupp,

Q1 betecknar samma som Q ovan eller Ql betecknar en (g-
amino) -skyddad lysyl eller en (guanidyl)-skyddad arginyl,
med det fb6rbehdllet att en av radikalerna Ql och C-termi-
nal-Phe dr i D-konfigurationen och den andra har L-konfigu-
rationen, och

Y1 betecknar samma som Y ovan eller Y1 dr en skyddad hydr-
oxigrupp eller ett harts som vid avl&dgsningen bildar en
del som &r hydroxi eller amino, med det f&rbehdllet, att
da Yl betecknar annat &n harts, atminstone en av grupper-
na Zl, Ql och Y1 betecknar skyddsgrupp eller innehdller en
skyddsgrupp, och ifall 8nskvdrt, omvandlar den sdlunda er-
hallna peptiden till ett syraadditionssalt och/eller oxi-
derar den till motsvarande sulfoxiden eller sulfonet.

Viitejulkaisuja-Anférda publikationer
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