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Ortho Pharmaceutical Corporation, U.S. Route 202, Raritan, New

Jersey, Yhdysvallat

Menetelmd tetrapeptidin H—SAR—LYS—SAR—GLN—NH2 valmistamiseksi -

Férfarande for framstdllning av tetrapeptiden H—SAR—LYS—SAR—GLN—NH2

Keksinndn kohteena on menetelmd kdyttokelpoisten peptidien
valmistamiseksi ja erityisesti liuossynteesimenetelmd peptidin
: H—SAR—LYS—SAR—GLN—NH2 ja sen valmistuksessa kidytettdvit yhdisteet.

FI-patenttihakemus 783769, jonka nimi on "Uusia tetrapepti-
dejid ja menetelmii niiden valmistamiseksi" kisittelee uusia pepti-
dejd, joilla on kdyttdd immunologiassa ja kateenkorvan funktion
korvaajina. Tdmédn yhdisteluockan erdidlld edullisella edustajalla on
kaava H-SAR—LYS—SAR—GLN—NHZ. Tdssd viitejulkaisussa tetrapeptidejd
valmistettiin kiintedfaasisynteesimenetelmdlld, jota yleisesti
nimitetéén Merrifield-synteesiksi. Siind esitettiin myds, ettd tdmdn
tetrapeptidiyhdisteluokan valmistuksessa voidaan k&dyttdd klassista
menetelmidid (so. liuossynteesimenetelméé).'Viitejulkaisussa ei esi-
tetty erikseen klassista menetelmdd tai synteesid.

Merridield'in kiintedfaasisynteesin ollessa sopiva menetelmi
valmistettaessa pienid mddrid peptidejd labroratoriossa se on yleen-

sd epdkdytdnndllinen ja epdtaloudellinen suurien mddrien (esim.



yli 100 g:n mddrien) valmistukseen, Jjoiden valmistukseen liuos-

tekniikka on sopivampi. Liuossysteensitekniikka on lisdksi yleensd
| huomattavasti halvempi kuin kiintedfaasitekniikka, silléd siind
tarvitaah pienempid mddrid reagensseja, ja joidenkin siind tar-
vittavien reagenssien yksikkdhinta on huomattavasti alhaisempi
~kuin kiintedfaasitekniikan reagenssien yksikk&hinta. Polypeptidien
valm%stuksessa livossynteesitekniikalla on olemassa monia vaihto-
ehtoisia menetelmid, joista hakija .on keksinyt sopivan, erityisen
edullisen menetelmdn halutun tetrapeptidiamidin valmistamiseksi
taloudellisesti. '

Laajimmassa mielessd esilld olevan keksinndn kohteena on
mehetelmé H-SAR—LYS—SAR—GLN—NHZ:n valmistamiseksi seuraavilla
reaktiovaiheilla:

a) muodostetaan fragmentti I, jdka on Z—SAR—&Z'—LYS-OH,
kuten jdljempdnd kuvataan; '

b) muodostetaan fragmentti II, joka on H—SAR—GLN—NHZ,
kuten jdljemp&nd kuvataan; ’

¢) fragmentti I ja fragmentti IT liitetddn yhteen, jolloin
saadaan suojattu tetrapeptidi;

d) suojattu tetrapeptidi puhdistetaan (valinnainen vaihé);

e) suojaryhmdt Z ja Z' poistetaan, Jja ‘

f) saatu tetrapeptidi eristetd&n ja puhdistetaan.

Fragmentti I voidaan valmistaa seuraavilla vaiheilla:

i) sarkosiinin o/—aminoryhm& suojataan saattamalla sarko-
siini reagoimaan reagenssin kanssa, Jjolla siihen saadaan liitetyksi
éuojaryhmé Z; '

| ii) L-lysiinin i—aminothmé suojataan saattamalla L~lysiini
reagoimaan reagenssih kanssa, jolla siihen saadaan liitetyksi suo-
'jaryhmé 7' siten, ettd se erityisesti suojaa Q—amindryhman;

iii) Qaiheessa i) valmistettu sdojattu sarkosiini aktiVoif
daan Siten, ettd amiini pystyy nukleofiiliseen reaktioon karboksi- °
ryhmdn kanssa, jolloin muodostuu karboksiaktivoitu suojattu sarko—w
vsiini, kuten jidljempdnd kuvataan; ’

_‘ iv) karboksiaktivoitu suojattu sarkosiini saatetaan reagoi-
o maaﬁ'vaiheessa ii) muodostetun & -suojatun L-lysiinin kanssa, jol?

-loin saadaan fragmentti I.



Fragmentti I voidaan valmistaa seuraavilla vaiheilla:

i) valmistetaan Z"—GLN—NHZ, jossa Z" on L-glutamiiniamidin
‘0 -aminoryhmdn suojaryhmi;

.ii)'suojaryhmé poistétaan edella vaiheessa i) valmistetusta
yhdisteestd edullisesti katalyyttisesti hydraamalla, jolloin saa-
daan Suojaamaton L-glutamiiniamidi;

iii) suojaamaton L-glutamiiniamidi saatetaan feagbimaan
‘edellisen kappaleen vaiheessa iii) valmistetun karboksiaktivoidun
éuojatun sarkosiinin-kanssa,,jolloin saadaan Z—SAR—GLN—NH2; ja

iv) 2-SAR-GLN-NH,

2
katalyyttisesti hydraamalla, jolloin saadaan fragmentti II.

:sta poistetaan suojaryhmd edullisesti

Suojaryhmit Z‘ja z' voivat olla samoja tai erilaisia fyhmié,
joiden tulee olla pysyvid reaktiovaiheissa, joissa aminéryhmét
liitetéén ja silti helposti poistettavissa liittdmisreaktiociden
suorittamisen jdlkeen olosuhteissa, joissa mikd&n peptidin amidi-
sisokdista ei hajoa. Suojaryhmd zZ" voi olla sama tai erilainen ‘
kuin ryhmdt Z ja 2', ja sen tulee olla helposti poistettavissa
olosuhteissa, joissa L-glutamiiniamidi ei hajoa, ja sen tulee olla
pysyvd glutamiinin tai glutamiinihapon muodostusvaiheissa riippuen
siitd, mitd reaktiotietd ké&ytetddn suojatun L-glutamiiniamidin
valmistamiseen. Esimerkkejd sopivista aminosuojaryhmistd ovat:

. . |

a) kaavan Rl—OE— mukaisét_fyhmét, joissa Rl on aryyli (kuten
fenyyli, tolyyli tai ksylyyli); adamantyyli; monosubstituoitu me-
tyyli (kuten allyyli, /3—syaanietyyli, fluorenyylimetyyli, bentsyy-
1i tai bentsyyli, jonka fenyylirenkaassa on 1-3 substituenttia
seuraavista: halogeeni, nitro, alempialkyyli tai alempialkoksi);
disubstituoitu metyyli (kuten di-isopropyylimetyyli, difenyylimetyy-
o 1i, sykloheksyyli, syklopentyyli tai vinyyli) ; trisubstituoitu
metyyli_(kuten tert.-butyyli, tert.—amyyli,,dimetyylitrifluorimétyy—
limefyyli tai dimetyylibifenyylimetyyli);

, ,

b) kaavan Rzé—-mukaiset ryhmédt, joissa R2 on C2_4falempi—
alkyyli, kuten etyyli, isopropyyli, tert.-butyyli jne., tai Cl—4—
alempialkyyli, jossa on 1-5 halogeeni substituenttia, kuten tri-

fluorimetyyli, kloorimetyyli, pentakloorietyyli jne;



X

c) kaavan R3O—P— mukaiset ryhmét, joissa X on S tai
1

,OR4

0, ja R3~ja R, ovat kumpikin bentsyyli tai alempialkyyli;

kaavan/ RS‘ mukaiset ryhmdt, joissa R5 ja R6 merkitsevat
,/ '._  erikseen kumpikin alempialkyylid tai yhdessd ryh-
d) { “ ‘ m&d -CH,-C-CH,~-, jossa R, ja R, merkitsevdt kumpikin
CH 2 2 7 8
YN c=0 \
N Ry Ry
Re vetyd tai alempialkyylid; ja
kaavan
o)
R9 I mukaiset ryhmdt, joissa R9 on vety, metyyli, halo-
~
e) c geeni tai nitro. ’ ‘
C~ -
i
o)

Aminosuojaryhmd e) on bidentaattinen (kaksi sidoskdhtaa),
ja sitd voidaan kdyttdd vain L-lysiinin d-aminoryhmin ja L-glutamii-
nin ol-aminoryhmén  suojaamiseen, muttei sarkosiinin «-aminoryhmén
suojaamiseen. ¢{-aminoryhmdn suojaryhmdn on oltava monodentaattinen
johtuen aminofyhméésé olevasta metyylisubstituentista. Muita amino-
suojaryhmid voidaan kdyttdd kaikkiin aminohappoihin.

Tdssd kdytettynd ilmaisu "halogeeni" tarkoittaa fluoria,
klooriaL bromia ja jodia, edullisesti klooria tai bromia. Ilmai-
suilla "alempialkyyli" ja "alempialkyyli" ja "alempialkoksi" tar-
koitetaan tyydyttyneitd alifaattisia hiilivetyryhmi3d, joissa on 1-6
hiiliatomia, kuten metyylié, etyylid, isopropyylid, tert.-butyylid,
n-heksyylid ja vastaavia alkoksiryhmi&d, kuten metoksia, etoksia,
isopropoksia, tert.-butoksia, n-heksoksia jne. Edullinen alempi-
alkyyli on metyyli ja édullinen alempialkoksi on metoksi.

Ndiden suojaryhmien liittdmiseen kdytetyistd réagenssista
(jotka ovét tavallisesti vastaavia happoklorideja, vaikka my&s
muita johdannaisia voidaan‘kéyttéé) kdytetddn tdssd joskus nimitys-
ti "suojaryhmireagenssi". Muita sopivia suojaryhmii on esitetty

esimerkiksi teoksessa "Protective Groups in Organic Chemistry",



J.F.W. McOmie, Plenum Press, N.Y., 1973.

7 ja z' ovat edullisesti samoja ryhmid ja varsinkin bent-
syylioksikarbonyyli- (CBZ) tai trifluoriasetyyli- (TFA)ryhmid.
Eriddssd edullisessa toteutusmuodossa kaikki kolme ryhm&dsd 2z, 7
ja z" ovat samoja ryhmid ja ovat joko CBZ tai TFA.

| Edelld kuvatun karboksiaktivoidun suojatun sarkosiinin
valmistuksessa voidaan kdyttdd monia erilaisai reagensseja.

Karboksiaktivoitu suojattu sarjosiiniivoi ollavtyypiltéén
esimerkiksi reaktiivinen esteri. Esimerkkejd reagenssista, joita
voidaan kéfttéé sopivien sarkosiinien aktiivisten esterien valmis-
tukseen, ovat fenolij; fénoli, jonka fenyylirengas on substituoitu
1-5 seuraavista substituenteista: halogeeni (esim. kloori tai
fluori), nitro, syaani ja metoksi; tiofenyyli; N-hydroksiftaali-
imidi; N-hydroksisukkinimidi; N-hydroksiglutarimidi; N-hydroksi-
bentsamidi, l-hydroksibentsotriatsoli jne. Muita sopivia reagens-
seja on esitetty esimerkiksi edelld mainitussa teoksessa "Protective
Groups in Organic Chemistry", J.F.W. McOmie. Jdljemp&nd esitetyissi
esimerkeissd on kdytetty N-hydroksisukkinimidid.

bAlalla tunnetaan myds muita aktivointimenetelmid; voidaan
kdyttdd esimerkiksi seka—-anhydridejd tai symmetrisid anhydridejsd,
happoklorideja, atsideja jne. Nditd menetelmid on kuvattu esimer-
kiksi teoksessa Bodanszky et al., "Peptide Synthesis", 2. painos,
1976, s. 85-128.

Fragmentin ITI valmistuksen vaiheissa iii) ja iv) voidaan
karboksiaktivoidun sarkosiinin sijasta kdyttdd sarkosiinin N-karbok-
sianhydridid, N-karboksianhydridien valmistusta on yleisesti kuvat-
tu edelld mainitun Bodanszky'n et al. teoksen sivulta 97 alkaen.
Fragmentin II valmistukseen kdytetddn edullisesti tdtd syklistd
sarkosiinianhydridi&, jolloin sen luonteesta johtuen sarkosiinin
aminoryhmd ei tarvitse suoja-ryhmdi. T4118in suojaryhmdn poistoa,
‘so. vaihetta iv) ei tarvita. Tdtd vaihtoehtoista menetelmdvaihetta
voidaan kuvata seuraévasti: ' ]

iii) suojaamaton L-glutamiini saatetaan reagoimaan sarko-
siini-N-karboksianhydridin kanssa, Jjoclloin saadaan fragmentti II.

Vaikka suojatun tetrapeptidin ja vdlituotteen Z"—GLN—NH2
suojaryhmidt poistetaan edullisesti katalyyttisesti hydraamalla,

niin my®s muita tunnettuja menetelmid voidaan k&dyttdd. Tdllaisia



menetelmid on kuvattu esimerkiksi edelld mainitun Bodansky'n et

al. teoksen sivuilla 18-84 sekd edelld mainitussa McOmie'n teok-
sessa. Esimerkkeind tdllaisista ménetelmisté voidaan mainita kdsit-
tely trifluorietikkahapolla tai muulla heikolla hapolla, pelkis-
tys sinkills 50-%:isen vesi-etikkahapon l&sndollessa, kdsittely
ikloorivetyhapolla tai muulla vahvalla hapolla sekd k&dsittely vah-
valla tail heikolla emdkselld, jolloin menetelmdn valinta riippuu
poistéttavan ryhméh tai poistettavien ryhmien ja muiden reaktii-
visten ryhmien laadusta. '

» Esilld olevan keksinndn mukainen tuote voidaan puhdistaa
joko suojattuna tetrapeptidiné tai subjaryhmien poistamisen jalkeen.
On havaittu, ettd suojattﬁ tetrapeptidi (CBZ—suojaryhmat)_voidaaﬁ
Sopivasti kiteyttda etyyliasetaatti-metanoli-seoksesta. Todenndkdi=-
sesti my®s muita liuotinsysteemejd voidaan k&ytté&si. .

Kun liuosmenetelmdlld syntetisoitujen peptidien puhdistukseen
tarvitaan tyypillisesti monimutkaisia puhdistusbhjelmia perdkkdisine
eluointi- ja kiteytysvaiheineen, niin ylldttden on osoittautunut,
ettd esilld olegan keksinnOn mukaisesti syntetisoitu tetrapeptidi
voidaan helposti puhdistaa yhdelld ainoallé eluoinnilla silika-
geelipylvddssd kdyttdmalld eluenttina alifaattisen alkoholin, alem-
manalkaanihapon ja veden seosta. Alifaattinen alkoholi voi olla
esimerkiksi isobutanoli, n-butanoli, isopropanoli, amyylialkohdli,
isoamyylialkoholi tms., ja alempialkaanihappo voi olla muurahais-
-happo, etikkahappo, propionihappo tms. Sopiva eluenttiseos, jolla
saadaan hyvid tuloksia, on esimerkiksi'n-butanoli—eﬁikkahappo—

. vesiseos suhteessa 10:2:5. _

Keksinndn kohteena ovat myOs sellaiset yhdisteet, joita voi-
daan kdyttdd keksinndn mukaisen menetelmdn toteuttamiseen, joihin -
yﬁdisteisiin kuuluvat. edellad mainitﬁt fragmentit I ja II ja suojat-
tu tetrapeptisi sekd ndiden fragmenttien valmistuksesSa kaytetté—
vat vilituotteet.

Laajimmassa mielessd keksinndn mukaista menételm&d voidaan

esittdi kuvion 1 diagrammilla:



Fragmentti I _ Fragmentti II

SAR LYS SAR . GLN
VA A NH2
7 7 VA L OA ‘NHz
z oa 7T 2 H,
7. - NH,
Z NH,
-NH,

Edelld olevassa kuvioissa Z, 2' ja 2" ovat edelld mainit-
tuja suojaryhmid. Sarkosiinin karboksiaktivointia kuvataan kir-
jalnyhdlstelmalla OA. ‘

Viitaten edelld olevaan kuvioon 1 fragmentin I valmlstus
tépahtuu yleisesti seuraavasti: Sarkosiinin aminoryhm&n suojaami-

~seksi muodostetaan sarkosiinin vesiliuokoinen em&dsadditiosuola,
joka liuotetaan veteen. Emdsadditiosuola valmistetaan sopivasti
iiuottamalla sarkosiini natriumhydroksidiliuokseen, jossa natrium-
“hydroksidia on jonkin verran yli ekvivalenttisen mddrdn. Tdhén
liuokseen lisdtddn sitten samanaikaisesti hieman ylimddrin reagens-
sia, jolla suojaryhmd liitetddn (esim. vastaavaa happokloridia,
kuten bentsyylioksikarbonyylikloridia) ja emdsliuosta (esim. nat-

E riumhydroksidiliuosta)7—§ekaAréageiéﬁeakti@ssagmuodostuneenghapongggf
(esim. HCl) kanssa. Suojaryhmédn liittédmiseen kédytetty reagenssi

voi olla liuoksena tai sellaisenaan ja on edullisesti happoklorldl.
Reaktion pddtyttyad suOJaryhman liittamiseen kidytetyn reagenssin
ylimddrd poistetaan (esim. uuttamalla dietyylieetterilld tai muulla
>veden kanssa sekoittumattomalla liuottimella), mink& jélkeen_suo—
jattu sarkoéiini eristetddn reagoimattomasta sarkosiinista kdsit-
.telemdlld hapolla (esim. kloorivetyhapOlla)._HappokésittelySsé
suojaamattoman sarkosiinin emdsadditiosuola muuttuu suojaamattoman
arkosiinin‘happdadditiosuolaksi, joka on vesiliukoinen. Happokésit—
telyssd suojatun sarkosiininremésadditiosuola muuttuu kuitenkin

vain suojatuksi sarkosiiniksi, koska suojatun aminoryhmdn johdosta




ei voi muodostua happoadditiosuolaa. Tdmd suojattu sarkosiini voi-
daan veteen liukenemattomana helposti erottaa suojaamattoman
sarkosiinin suolasta esimerkiksi uuttamalla.veden kanssa sekoittu-
‘mattomalla orgaanisilla liuottimella, kuten edelld kuvattiin. |
Tdssd kéytettyné ilmaisu "veden kanssa sekoittumaton orgaan}nen
liuotin" kisitt#d kaikki tavalliset laboratorioissa kdytetyt or-
gaaniset liuottimet, jotka eivdt sekoitu veteen, kuten esimerkiksi
,dietyylieetterin, etyyliasetaatin, bentseenin, tolueenin, ksyleenin
ym. Edullinen suojattu sarkosiini, N-bentsyylioksikarbonyylisarko-
siini on tunnettu yhdiste. Sen valmistusmenetelmdn ovat kuvanneet
R.S. Tipton ja B.A. Pawson, J. Org. Chem. , 26, 4698 (1961) ja
yhdistettd on kaupallisesti saatavana firmasta Bachem, Inc.’
Toﬁrance, CA.

" Tdmdn suojatun sarkosiinin kondensoimiseksi suojatuh L-1ly-
siihimolekyylin kanssa fragmentin I muodostamiseksi aminosuojattu
sarkosiini on tavallisesti ensin aktivoitava tavalla, joka edistii
sidoksen muodostumista. Edullinen aktivointimenetelmid on aktiivisen
esterin muodostaminen, mutta my&s muita alalla tunnettuja aktivoin-

'timenetelmié, kuten seka- tai symmetrisen anhydridin, atsidin tai.
happokloridin muodostamista voidaan kdyttdd. Jos Ni’—suojatun
L—lysiiﬁin karboksyylipddte on suojattu ryhmidlld, joka voidaan pois-
taa sarkosiinin suojaryhmdn (Z) lésnéolléssa ilman, ettd 7z tai
L—lysiinin N € —shojaryhmé (z') poistuu, voidaan ndin suojatut
sarkosiini ja L-lysiini liittd& yhteen ilman etukdteen suoritettua
sarkosiinin aktivointia. ' '
Voidaan kdyttdd mitd tahansa sarkosiinin suojattua esterid,
edullinen aktiivinen esteri on kuitenkin hydroksisukkinimidin
kanséa'muodostettu esteri. Suojatun sarkosiinin aktiivinen esteri
valmistetaan saattamalla suojatun sarkosiinin ja aktiivisen eéteri—
reagenssin ekvivalenttiset mddrdt reagoimaan sopivassa orgaaﬁisessa
livottimen liuoksessa, kuten tetrahydrofuraanissa, dioksaanissa,
dimetyyliformamidissa, pyridiinissd ym. Tdhdn liuokseen lisdtdén
sitten ekvivalenttinen mddra kytkentéainetﬁa, tavallisesti disYklo—
‘heksyylikarbodi—imidié. My8s muut kytkentdaineet ovat sopivia -
:kéytettéviksi, disykloheksyylikarbodi-imidi on kuitenkin efityisen
sopiva, koska kytkentdreaktion sivutuote‘liukenée huonosti kdytet-
tyihin liuottimiin ja on siten helposti poitettavissa suodattamalla,

- jolloin kytketty tuote jdd liuokseen.



L-lysiini, jonka ¢-aminoryhmd@ on suojattu, on kaupallises-
ti saatavana oleva tuote (esim. firmasta Sigma Chemical Company,
St. Louis, MO) tai se voidaan valmistaa kéyttéméllé edella esitetyt
kriteerit tayttdvid suojaryhmis (2').
| Fragmentin I valmistuksen viimeisessd valmistusvaiheessa
jonkin verran ylim3&rin kdytetty suojattu L-lysiini saatetaan
reagoimaan suojatun sarkosiinin aktiiviesterin kanssa, jolloin
reaktiossa on ldsnd kaksi ekvivalenttia suolaa muodosta&aa ainet-
ta, kuten orgaanista terti&8ristd amiinia. Voidaan kdyttda mitd
tahansa orgaanista tertiddristd amiiﬁia, edullisimmin kdytetddn
~kuitenkin trietyyliamiinia. Liuottimena on sopivasti sellainen
orgaaninen liuotin, joita edelld kdsiteltiin. Vaikka yksi ekviva-
lentti suolan muodostavaa tertiddristd amiinia suojaa ¢-amino
suojatun L-lysiinin karboksyyliryhmdn, voidaan myds kdyttdd muita
karboksyyliryhmédn suojaryhmid edelld mainitun yhden ekvivalentin
sijasta. Reagoimattomat aminohépot poistetaan kdsittelemdlld
reaktioseosta hapolla (esim. kloorivetyhapolla) jé erottamalla
ne uuttamalla veden kanssa sekoittumattomalla orgaanisella liuotti-
mella, kuten edelld kuvattiin.

Esimerkkejd sopivista karboksyylisuojaryhmistd ovat bentsyyli
ja bentsyyli, jonka fenyyliryhmd on substituoitu 1-3 halogeenilla

(esim. kloori tai bromi), nitro-, alempialkoksi- (esim. métoksi)
tai alempialkyyliryhméllé (esim. metyyli). Edelld mainitussa
‘McOmie'm teoksessa on esitetty lisdd nditd ryhmid. |

Fragmentin II valmistus alkaa syntetisoimalla suojattu
L-glutamiiniamidi, joka voidaan valmistaa usealla eri tavalla
kdyttien ldhtdaineena joko L-glutamiinia tai L-glutamiinihappoa.
Edullisessa menetelmdssd esteréidéén L-glutamiinihapon mclemmat
karboksyyliryhmdt alemmalla alkanolilla, ja yhdistettd kdsitell&dn
sitten aminoryhmédn suojaamiseen kdytetylld reagenssilla edelld ku-
vatulla tavalla L-glutamiinihappodiesterin o/ -aminoryhmédn suojaa-
miseksi. Saattamalla saatu suojattu L-glutamiinihappodiesteri rea-
goimaan ammoniakin kanssa saadaan suojattu L-glutamiiniamidi. Tamd
menetelmd on kuvattu julkaisussa J. Biol. Chem., 165, 333 (1946).
Timdn menetelmdn muunnoksessa L-glutamiinihapon of-aminoryhmd voi-

daan suojata ennen esterdintireaktiota. Erddssd vaihtoehtoisessa,
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uudessa menetelmdssa L—glutamiinin.d—aminoryhmé suojataan ensin

edelld kuvatulla tavalla. Suojattu L-glutamiini muutetaan sitten

suojatuksi L-glutamiiniamidiksi esimerkiksi muodostamalla aktii-

vinen esteri Jja kdsittelemdlla sitd sitten ammoniakilla alemmassa
;alkanolissa (esim. metanolissa) .

Suojatun L-glutamiiniamidin muodostamisen jdlkeen cﬁ—amino—
ryhmén'Suojaryhmé poistetaan ja suojaamaton L-gluramiiniamidi
saatetaan reagoimaan o -aminosuojatun sarkosiinin kanssa, joka
on aktivoitu edelld kuvatulla tavalla (esim. muuttamalla aktiivi-
seksi estériksi). L-glutamiiniamidin suojaryhm&n poistaminen suori-
-tetaan edullisesti pelkistémélié vedyn kanssa Pd/C-katalysaattorin
ldsndollessa sopivassa liuottimessa, kuten dimetyyliformamidissa,
etikkahapossa, alemmassa alkanolissa (esim. metanolissa) tms.
Saadun ilman suojaryhmdd olevan L-gluramiiniamidin reaktio suojatun
sarkosiinin aktiivisen esterin kanssa suoritetaan sopivasti myd&s
samassa liuottimessa, edullisesti metanolissa. Kdyttdmdlld t&tid
suojaryhmdn poistamismenetelmdd ja liuotinta saadaan erityisid
etuja, silld sekd suojattu L-gluramiiniamidi ettd saatu suojattu
vsarkosiini—L;glutamiiniamidi ovat liukenemattomia metanoliin, kun
taas suojaryhmad vailla oleva L-glutamiiniamidi liukenee hyvin
metanoliin. Reagoimaton L-glutamiiniamidi, jossa ei ole suojaryhmii,
voidaan helposti erottaa suodattamalla reaktiotuotteesta, joten
tdssd vaiheessa saanto on sangen hyva.

Suojaryhmd poistetaan tdstd suojatusta dipeptidista sopivas-
ti hydraamalla Pd/C-katalysaattorin l&sndollessa sopivassa pelkis-
tysliuottimessa (edullisesti dimetyyliformamidissa), jolloin saa-
daan fragmenttia II. | ' ‘

Fragmentti I ja II liitetd&8n yhteen suojatuksi tetrapepti-

diksi, Z-SAR- € -Z'-LYS-SAR-GLN-NH, saattamalla niiden ekvivalent-

tiset mddradt reagoimaan sopivassazaproottisessa livottimessa, kuten
dimetyyliformamidissa kytkentdaineen, kuten disykloheksyylikarbodi-
imidin ldsndollessa, jota kdytetddn jonkin verran ylimddrin. On
myés'edullista suorittaa tdmid reaktio sellaisen aineen ldsndolles-’
sa, joka minimoi rasemaatin muodostumista fragmentti I:n L-lysiini-
“osan karboksyyliryhm3n viereisen hiilén_suhteen ja lisdd reaktio-

nopeutta, kuten l-hydroksibentsotriatsolin ldsndollessa. Saadun
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tetrapeptidiamidin jdljelld olevat suojaryhmdt poistetaan sitten
edullisesti hydraamalla Pd/C—katalysaattorin ldsndollessa sopivas-
sa pelkistysliuottimessa (edullisesti vesipitoisessa etikkahapos-
sa), kuten edelld kuvattiin. Vedyn paineen ei tarvitse ylittdi
normaalia ilmakehdn painetta, vaikkakin korotettu paine on edulli-
nen; kdska se nopeuttaa pelkistyéreaktiota. Epdpuhtaan tuotteen
eristdminen ja puhdistaminen Voidaan suorittaa yhdistetylld kitey-
tys— ja ioninvaihtokromatografiamenetelmdlld (edullisesti kdyttd- |
mélld eluenttina ammoniumasetaattia, pH 5) ja identifioimalla
ohutkerroskromatografialla kunkin fraktion aineet. Vaikka seuraa-
vissa esimerkeissd esitetddn useita eristys- ja puhdistusmenetel-
mid, on selvad, etfé my&s muita menetelmid voidaan kdyttdid.

Edelld valmistettu suojattu tetrapeptidi voidaan haluttaessa
puhdistaa ennen pelkistysvaihetta. T&116in puhdistus voidaan suo-
rittaa poistamalla liuotin suojatun tetrapeptidin liuoksesta,
liuottamalla jd&nn®s dikloorimetaaniin, suocdattamalla liuocs ja
haihduttamalla suodos. Uuttamalla haihdutusjddnnds kuumalla etyyli-
asetaatilla saadaan puhdas suojattu tetrapeptidi, joka voidaan
. pelkistdd ja edelleen puhdistaa edelld kuvatulla tavalla;FVaith—
ehtoisesti epdpuhdas suojattu tetrapeptidi voidaan puhdistaa
kiteyttdmdllid uudelleen sopivasta liuotinsysteemisté‘(esim. etyyli-
asetaatti-metanoliseoksesta 10:1) .

Menetelmidn edullista toteutusmuotoa kuvataan seuraavassa

kuviossa 2:

Fragmentti I Fragmentti II

SAR
LYS SAR . GLN
CBZ CBZ —| NH,
HOSu; | DCC H,; |Pd/C
CBZ | CBZ ___ 0su NH,
HOSu; | DCC CB3% , '

CBZ _ osu —§¢ CBZ NH,

CBZ Hy; Pd/C
CBZ _ : NH,

: : CBZ
CBZ HOBT; |DCC NH
, 2
Hy; Pd/C

NH
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Edelld olevassa kuviossa 2 lvyhenteilld on seuraavat

merkitykset:
’ CBZ: bentsyylioksikarbonyyli
DCC: disykloheksyylikarbodi-imidi

HOSu: hydroksisukkinimidi
OSu: oksisukkinimidi
Pd/C: palladium-hiili

H2: .vety

"HOBT: 1l-hydroksibentsotriatsoli

Tdmd edullinen toteutus kuvataan yksityiskohtaisemmin seu-
raavissa, esillé olevaa keksintbd valaisevissa esimerkeisséd.

Esimerkki 1 '

Fragmentti I:n valmistus: CBZ-SAR-¢& -CBZ-LYS-OH

A. N-fenyylimetoksikarbonyylisarkosiinin (CBZ-SAR-OH) synteesi

‘Témé vhdiste valmistettiin menetelm#lli, jonka ovat kuvan-
neet R.S. Tipton ja B.A. Pawson (J. Org. Chem., 26, 4648, 1961).
Sarkosiini (8,90 g, 1,0 mol) liuotettiin 500 ml:aan 2-n natrium-
hydroksidia, joka oli jddhdytetty jddhauteessa. Liubkseen lis&dttiin
~samanaikaisesti voimakkaasti sekoittaen 550 ml 2-n natriumhydroksi-
dia ja‘bentsyyliklooriformiaattia (196 g 95-%:ista, 1,095 mol) tun-
nin kuluessa. Saatua seosta sekoitettiin huoneen l&mpdtilassa noin
18 tuntia, sitten se uutettiin kolme kertaa 250 ml:lla dietyyli-
eetterid. Vesifaasiin lis&dttiin etyyliasetaattia (500 ml) ja sitten
varovasti 200 ml vdkevad kloorivetyhappoa. Orgaaninen kerros ero-
tettiin, pestiin kahdella 500 ml:n annoksella vettd ja sitten
300 ml:1lla kylldstettyd natriumkloridiliuosta ja kuivattiin
vedettbméllé magnesiumsulfaatilla;.Haihduttamalla magnesiumsulfaa-
tin poissuodattamisen jdlkeen liuotin alennetussa paineessa‘saatiin
213 g (95 &) 6ljymdista N-fenyylimetoksikarbonyylisarkosiinia,
joka idenfioitiinvNMR—spektrillé. Sitd kdytettiin sellaisenaan
puhdistamatta seuraaviin reaktioihin. '

NMR: (CDCl,) &: 3,02 (s, 3H, -N-CHj), 4,05 (leved, 2H,
~N—Cgu), 5,15 (s, 2H, bentsyyli), 7,35 (s. 5H, aromaattinen), 10,4
(s, 1H, happo). '
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B. N~-fenyylimetoksikarbonyylisarkosiinin N-hydroksisukkin-

imidiesterin (CBZ-SAR-0Su) synteesi

Esimerkissd 1A valmistettua N-fenyylimetoksikarbonyyli-
sarkosiinia (146 g, 0,6547 mol) ja N-hydroksisukkinimidia .
(77,6 g 97—%:ista, 0,6547 mol) liuotettiin 1500 ml:aan jddhautees-
sa jdidhdytettyd tetrahydrofuraania. Liuokseen liSéttiin nopeasti
sekoittaen ja jaddhdyttd@en disykloheksyylikarbodi-imidin (134,9 g,
0,6547 mol) liuos 500 ml:ssa kuivaa tetrahydrofuraania. Saatua
liuosta sekoitettiin noin 18 tuntia huoneen lampdtilassa. Kiinted
aine suodatettiin, ja suodos haihdutettiin alennetussa paineeésa,
saatu 81jy kiteytettiin 2 litrasta absoluuttista etanolia, jolloin
'saatiin valkeana kiintednd aineena 160 g (76,3 %) N-fenyylimetoksi-
karbonyylisarkosiini-N-hydroksisukkinimidiesterid, sp. 69-78°C.
NMR (CDCl,) : 2,7 (s. 4H, -CH,-CH,-), 2,06 (s. 3H, -N-CH,),
4,3 (s. 2H, —N*C§2), 5,08 (s. E?, bentsyyli), 7,3 (s. SH,karomaat_
tinen); IR (KBr): 2940-3070 cm (alifaattinen ja aromaattinen
C-H), 1830 cm ' (imidi);
Analyysi, laskettu kaavalle C15H10N206: C 56,25 H 5,03 N 8,75

Saatu: ¢ 55,93 H 5,06 N 8,85.

C. N—fenyylimetoksikarbonyyli—sarkosyyli-—N6 —-fenyylimetoksi-

karbonyyli-L-lysiinin (CBZ-SAR- £ ~-CBZ~-LYS-0OH) synteesi

Esimerkissd 1B valmistettua N~fenyylimetoksikarbonyylisarko-
'siini~N-hydroksisukkinimidiesterid (25 g, 0,0744 mbl), NE-—fenyyli—
metoksikarbonyyli-L~lysiinid (ostettu firmasta Sigma Chemical
Compény,'St. Louis, MO) (22 g, 0,0786 mol) ja trietyyliamiinia
(22 ml, 16 g, 0,158 mol)Aliséftiin.450 ml:aan kuivaa tetrahydrofu-
raania ja seosta sekoitettiin huoneen ld&mpdtilassa 18 tuntia.
Liuotin haihdutettiin alennetussa paineessa, Jja jddnnds jaettiin

etyyliasetaatin (500 ml) ja 2-n kloorivetyhapon (400 ml) kesken.
Vesikerros erotettiin ja uutettiih 100 ml:11la etyyliasetaattia.
Yhdistetyt etyyliasetaattiffaktiot pestiin sitten kahdella 200
ml:n annoksella 2-N kloorivetyhappoa, 200 ml:lla vettd ja kahdella
2-0 ml:n annoksella kylldstettyd natriumkloridiliuosta, ja kuivat-
tiin vedettéméllé magnesiumsulfaatilla. Magnesiumsulfaatin pois-
suodattamisen jdlkeen liuotin haihdutettiin alennetussa paineessa,

ja jéénnésté trituroitiin 900 ml:ssa asetoni-heksaaniseosta (1:3),
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bjblloin saatiin 29,9 g (82,8 %) valkeata kiintedtd N-fenyylimetok-
sikarbonyylisarkosyyli—Nﬁ —fenyylimetoksikarbonyyli—Lilysiinié.
Trituroinnin sijasta tuotteen puhdistaminen voitiin suorittaa

kiteyttdmdlld 500 ml:sta tolueenia.

NMR (TFA) : 1,3-2,2 (m. 6H, lysiinin C-CH,~CH,-CH,-C), 3,08
(s+m, .5H, lysiinin -N-C_Ii2 ja sarkosiinin C§3—N—), 4,25 (s. 2H,
-N-CH,-C-), 4,75 (m, 1H, O ', 5,2 (s. 4H, bentsyyli), 7,3
| o} -N-CH,~C- |
(s+m, 12H, aromaattinen + -N-H); IR (KBr): 3330 cm_; (amidi N-H),
'1650-1750 cm_l, amidi (hapon ja uretaanin C=0) ; /@719,9 = 2°
‘(¢ = 1,00, HOAC). D
Analyysi, laskettu kaavalle C25H31N3C7 : C 61,84 H 6,44 N 8,65

saatu : C 61,03 H 6,47 N 8,61.

Esimerkki 2

Fragmentti II:n valmistus: H—SAR—GLN—NHZ-

A. N-fenyylimetoksikarbonyyli-L-glutamiiniamidin (CBZ—GLN—NHZ)

synteesi
L-glutamiinihappoa (44 g, 0,3 mol) suspensoitiin 250 ml:aan

absoluuttista metanolia, ja suspensiota kuumennettiin palautusj&ddh-
‘ dyttden 0,5 tuntia samalla johtaen siihen kuivaa HCl—kaaéua,ﬂjol-
loin saatiin kirkas liuos. Kuumennusta palautusjddhdyttden jatket-
._tiin vield noin 18 tuntia, sitten liuotin haihdutettiin alennetus-
sa pailneessa. Jddnndkseen liséttiin 200 ml vetté‘ja 300 ml kloro-
formia, ja seosta sekoitettiin voimakkaasti huoneen lémpétilaséa
samalla lisiten 5 g magnesiumoksidia ja 18 g bentsyliklooriformi-
aattia, ja sekoitusta jatkettiin vield 10 minuuttia. Aina 10 minuu-
tin vdliajoin lisdttiin vield kolme eri kertaa magnesiumoksidia ja
bentsyyliklooriformiaattia, Jjoiden kokonaismddrat olivat: edellisen
20:g~(0,496 mol) ja jdlkimmdisen 72 g (0,423 mol). Viimeisen: li- |
sdyksen jdlkeen reaktioseosta sekoitettiin 15 minuuttia 10 minﬁutin
sijasta. Orgaaninen kerros.erotettiin ja pestiin kahdella 200

ml:n annoksella vettd, kahdella 200 ml:n annoksella 0,5-n kloorive-
tyhappoa, kahdella 200 ml:n annoksella vettd, kahdella 200 ml:n
~annoksella 0,5-n natriumhydroksidia ja kahdella 200 ml:n annoksella

vettd ja kuivattiin vedettSm&lld magnsiumsulfaatilla.
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Magnesiumsulfaatti suodatettiin, ja liuotin haihdutettiin
.alennetussa paineessa. Jéannéksené saatu 6l1ljy liuotettiin ammo-
niakilla kyllastettyyn metanoliin (500 ml), ja liuos sai seista
huoneen lampo&tilassa 6 vrk. Saatu kiinted aine suodatettiin ja
kiteytettiin EtOH:sta, jolloin saatiin valkeata kiinte&td ainetta
(19,35 g, 23 %), sp. 189-195°C. |
NMR (CD,CO,D) §: 4,3 (m, 1H, metyyli), 5,1 (s, 2H, bentsyyli), 7,3

(s, 5H, aromaattinen) ; - -

IR (KBr): 3440 cm_l, 3320 cmnl ja 3200 cm_l (amidin ja uretaanin

N-H), 1650 — (amidi), 1540 — (amidi) .

27 g274- = +6° (c = 2,012, DMF),
Analyysi, laskettu kaavalle Cl3Hl7N3O4: C 55,91 H 6,14 N 15,04

saatu : C 56,76 H 6,24 N 14,88.

Vaihtoehtoinen mehetelmé_CBZ—GLN—NHZ:n valmistamiseksi

"1) Bentsyylioksikarbonyyli-L-glutamiinin (8,41 g, 30 mmol)
ja hydroksisukkinimidin (3,45 g, 30 mmol) jddhdytettyyn liuokseen
100 ml:ssa tetrahydrofuraania lis&dttiin sekoittaen 6,18 g (30 mmol)
disykloheksyylikarbodi-imidid. Seosta sekoitettiin sitten 18 tuntia
ja sen annettiin.ldmmetd huoneen ldmpdtilaan. Liuos suodatettiin,
suodos haihdutettiin kuiviin ja j&4dnnds kiteytettiin etyyliasetaa-
tista. Saatu kiintea aine liuotettiin sitten kuumentaen 75 ml:aan
ammoniakilla kylldstettyd metanolia, ja liuoksen annettiin seista
huoneen lédmp&tilassa 18 tuntia. Kiinted aine suodatettiin, pestiin
lemallé metanolilla ja kiteytettiin kahdesti 95-%:isesta etanolis-
ta, jolloin saatiin 1,8 g kiinte#td ainetta, sp. 191;5—195,50C;
Tuote identifioitiin ja sen puhtaus todettiin NMR-spektrin, IR-
spektrin, optisen kiertokyvyn ja alkuaineanalyysin avulla.

-~ 2) L-glutamiinihapon (220 g, 1,495 mol) suspensiota
1250 ml:ssa absoluuttista metanolia kuumennettiin palautusjddhdyt-—
tden samalla johtaen siihen HCl-kaasua 7 tunnin ajan, jolloin saa-
~tiin kirkas liuos. Liuosta kﬁumeﬁnettiin palautusjéd&dhdyttden vield
18 tuntia, sitten se haihdutettiin alennetussa paineessa, jolloin
‘saatiin L-glutamiinihapon hydrokloridisuoia. Hydrokloridisuola
liuotettiin 1 litraan deionoitua vettd ja liuckseen lis&dttiin
1,5 litraa kloroformia. Sitten lis&dttiin sekoittaen 1,25 tunnin
‘aikana 360 g (2,11 mol) bentsyylioksikarbonyylikloridia ja 120 g

(3 mol) magnesiumoksidia), ja sekoitusta jatkettiin vield 0,5 tun-
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tia. Seos sucdatettiin liukenemattoman magnesiumoksidin poistami-
seksi, ja suodokéen orgaaninen kerros erotettiin. Orgaaninen ker-
ros pestiin'kahdesti 1,0 litralla deionoitua vettd, kahdesti 1,0
litralla 0,5-n NaOH-vesiliuosta ja lopuksi 4 kertaa 1,0 litralla
deionoitua veﬁté. Pesty orgaaninen kerros kuivattiin magnesium-
sulfadtilla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin, jolloin saa-
tiin 500 g raakatuotetta. Se liuotettiin metanolin (2,0 1) ja
ammoniumhydroksidin (500 ml) seokseen, ja liuos sai seistd huoneen
limpdtilassa 10 vrk ja sitten jddhdytettynd 3 vrk. Saatu kiintea
aine suodatettiin, pestiin metanolilla, kuivéttiin tyhjdssd ja ki-
teytettiin uudelleen 15 litrasta isopropanolia, jolloin saatiin
198 g puhdasta tuotetta. Se identifioitiin ja sen puhtaus todettiin
NMR-spektrin, IR-spektrin, optisen kiertokyvyn ja alkuaineanalyy-
sin avulla. |

B. N-fenyylimetoksikarbonyylisarkosyyli-I,~glutamiiniamidin

(CBZ—SAR-GLN—NHZ) synteesi

Esimerkissd 2A valmistettua N-fenyylimetoksikarbonyyli-IL-
glutamiiniamidia (13,6 g, 0,0473 mol) suspendoitiin 300 ml:aan _
metanolia. Suspensioon lisattiin Pd/C—kataleaattoria (10-%:ista,
1,1 g) ja sitd ravistéltiin 310 kPa:n Hz—paineessa. 0,5 tunnin
ravistelun jdlkeen Hz-paine oli laskenut 31 kPa:iin, joka vastaa
noin 0,05 mol sitoutunutta vetyd. Katalysaattori suodatettiin ja
pestiin 50 ml:1la metanolia. Yhdistettyihin metanoliliuoksiin
lisdttiin esimerkissd 1B valmistettua N-fenyylimetoksikarbonyyli-
sarkosiini-N-hydroksisukkinimidiesterid (19,36 g, 0,0605 mol), ja
reaktioseosta sekoitettiin huoneen ldmpoOtilassa 18 tuntia. Kiinted
aine suodatettiin, péstiin metanolilla ja kuivattiin, jolloin
saatiin 14,9 g (90 %) N-fenyylimetoksikarbonyylisarkosyyli-L-glu-
"tamiiniamidia} sp. 186-196°C. - '
NMR (CD,CO,D) 8: 2,3 (m. glutamiinin 1H, -CH

)

-N-CH,), 4,1 (s. 2H, -N-CH,=C-), 4,6 (m, 1H, -N-CH

(s, 2H, bentsyyli), 7,7 (s, 5H, aromaattinen);

-CH,), 3,0 (s. 3H,

3 2

Z-C-), 5,15

IR (KBr): 3410 em ¥, 3290 cm ™t ja 3220 em™ ! (amidin ja uretaanin
' 1

‘—N—H),'l7QO cm—l (uretaanin karbonyyli), 1650 cm-l jé 1625 cm

(amidikarbonyylit) ;

J&] ;2'6 = +23,3° (c = 1,032, DMF).
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Analyysi laskettu kaavalle C10H22N4O5: C 54,85 H 6,33 N 15,99

saatu : C 54,62 H 6,23 N 15,56.

C. Sarkosyyli-L-lysyylisarkosyyli-L-glutamiiniamidin

(H—SAR—LYS—SAR—GLN—NHZ) synteesi .

Esimerkissd 2B valmistettua N-fenyylimetoksikarbonyylisar-
kosyyli-L-glutamiiniamidia (17,4 g, 0,0497 mol) suspendoitiin
370 ml:aan dimetyyliformamidia, suspensioon lisdttiin 2 g 10-%:ista
Pd/C;katalysaatﬁoria jéwéiiheh jbﬁdéttiiﬂ'véty5 6 tﬁnhin ajénw
Katalysaattori suodatettiin ja suodokseen lisdttiin l1-hydroksi-
bentsotriatsolia (13,4.g,.0,l mol) ja esimerkissd 1D valmistettua
'N—fenyylimetoksikarbonyylisarkosyyli—Ni—fenyylimetoksikarbonyyli—L—
lysiinid (24 g, 0,0497 mol), ja saatua liuosta jddhdytettiin jd&-
hauteessa. Sitten lisdttiin disykloheksyylikarbodi-imidid (10,24 g,
0,0505 mol) ja seosta sekoitettiin y®n yli jdidhdyttimdttid, jolloin
sen ldampotila vdhitellen kohosi huoneen ldmpdtilaan.

| Suspensio suodatettiin ja suodos haihdutettiin alennetussa
paineessa. Jddnn®ts liuotettiin metyleenikloridiin, liuocs jddhdy-
tettiin -20°C:een. se sai seisti jddhdytettynd 18 tuntia, se
suodatettiin, ja suodos haihdutettiin alennétussa paineessa, jblloin~
saatiin aminosuojattu tetrapeptidiamidi.

Séatu vhdiste liuotettiinv300 ml:aan 50-%:ista etikkahapon
vesiseosta ja hydrattiin 276.kPa:n vedyn paineessa Pd/C-kataly-
saattorin (2,5 g 10-%:ista) ldsndollessa, kunnes vedyn paine oli
noin 41 kPa. Katalysaattori suodatettiin, suodos lyofilisoitiin,
jolldinlsaatiin raakatuotetta, joka puhdistettiin seuraavasti:

Raakatuote kromatografoitiin 0,5-m ammoniumasetaattiin 
(pH 5,50) pakattua SP-C-25 hartsia sisdltdvdlla kolonnilla
(5 x 80. cm) (tyhjd tilavuus 560 ml) ja eluoitiin 0,5-m ammoniumase-
taatin (pH 6,50) ja 0,8-m ammoniumasetaatin (pH 6,50) (2 1) line-
aariéella gradientilla. Virtausnopeus oli 150 ml/tunti, ja kefét—
tiin 15 ml:n fraktioita. Fraktiot 160-200 yhdistettiin ja lyofili-
» soitiin, saatu tuote kromatografoitiin uudelieen samoiésa olosuh-
teissa, ja saadut fraktiot 81-320 yhdistettiin ja-lyofilisoitiin.

' Saatu tuote kromatografoitiiﬁ‘partitiokolonnissa} joka si-
+sdlsi hienoa G—25 hartsia n-butanolin, etikkahapon ja veden 4:1:5-

seoksen alemmassa faasissa, ja eluoitiin t&min seoksen ylemmdlli
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faasilla. Kolonnin koko oli 5 x 85 cm, virtausnopeus oli 100 ml/tun-
£i ja fraktiot olivat 20 ml. Fraktiot 51-240, 241-340 ja 341~520
Yhdistettiin érikseen ja haihdutettiin, jolloinAsaatiin vastaavat .
haihdutusjddnndkset, 4 g, 5,4 g ja 3,8 g. Jokainen niistd kroma-
tografoitiin uudelleen erikseen edelld kuvatussa partitiokolonnis-
sa, ja saaduista fraktioilsta mddritettiin tuotetta sisdltdvat
fraktiot ohutkerroskromatografialla (TLC) silikageelilevyillé

- liuotinsyteemilld n-butanoli/etikkahappo/vesi/pyridiini (4:2:3:1).
Ne kunkin kolmen tubtteen fraktiot (noin 340-420), Jjotka sisdlsi-
vit puhdasta tuotetta, yhdistettiin ja haihdutettiin. ’ )

Saatu haihdutusj&dnnds liuotettiin 500 ml:aan HCl-kyll&s-
tettyd absoluuttista etandlia,vliuokseen lisdttiin 500 ml vedet&n-
ts eetterid. Kiinted aine suodatettiin, peétiin'eetterillé ja kui-
vattiin alennetussa paineessa, jolloin saatiin 7,8 g valkeata
kiinteété‘sarkosyyli—L—lysyylisarkosyyli—Lfglutamiiniamididihydro—
kloridia. '

TLC (silikageelilevyt):

Liuotin ‘ Rf
N-butanoli/HOAc/H,0/pyridiini 4/2/3/1 0,48
CHCl3/MeOH/NH4OH (vikeva) 30/25/10 0,42
N—butanoli/HOAc/HZO/pyridiini 15/3/12/10 0,27
N—butanoli/NOAc/EtOAC/HzO 1/1/1/1 0,12
N—butanoli/HOAc/Hzo (ylempi) 4/1/5 | 0,02

Aminohappoanalyysi: SAR (2,19),-GLU (1,03), LYS (1,00) % , N,
(2,01, 80,4 % peptidii. ‘ '

Analyysi: Cl1 : 14,89 g, HZO: 4,92 %
fe7%?'t = -14,8° (¢ = 0,2022, 0,1-n HCL).
D

Vaihtoehtoisesti puhdistus suoritettiin kdyttden korkea-
suorituskykyisté kddnteisfaasi nestekromatografiaa ja alkyylisilaa-—
nisubstraattia. Yksinkertaisimﬁassa puhdistusmenetelmédssd kromatog-
rafoitiin silikageelilli kéyttéen eluenttina edelld kuvattua ali-
faattista alkoholia, alempaa alkaanihappoa (my®s muurahaishappo
tulee kysymykseen) ja vettd sisdltdvdd liuotinseosta. Edullinen

seos oli n-butanoli/etikkahappo/vesi (10:2:5), jolla puhdistettiin
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- 10 g epdpuhdasta tetrapeptidid 100 g:n kolonnissa Malenkrodt
Silicar CC7-silikageelilld. Koottiin 15 ml:n fraktioita. Fraktiot
50-95 sisdlsivdt puhdasta tetrapeptidid, mikad todetﬁiin TLC:11&
silikageelilevyilld kdyttden kloroformi/metanoli/ammoniumhydrok-
sidielenttia 30:25:10 ja kehittdmiseen ninhydriinii.

- Tetrapeptidi voidaan saada puhtaana kiteyttdmdlld suojattu
tétrapeptidi ennen suojaryhmien poistamista. 28 g:n ndyte epdpuh-
dasta suojattua tetrapeptidid puhdistettiin kiteyttdmdlld etyyli-
ésetaatin (600 ml) ja metanolin (70 ml) seoksesta. Tuote oli
olennaisesti puhdaSta TLC:n (kloroformi/metanoli,.9:l, Rf =0,72)

ja alkuaineanalyysin mukaan. NMR—spektrilvastasi odotettua raken-

vnetta.

Esimerkki 3 v

Esimerkissd 2C valmistettua tetrapeptidiamidia H-SAR-LYS-
SAR-GLN-NH kokeiltiin FI-patenttihakemuksen no. 783760 esimér—

2
kissd 2 kuvatussa induktiokokeessa hiirilld. T&dlld esimerkeissda

1 ja 2 valmistetulla tetrapeptidiamidilla oli sama aktiviteetti
"kuin edelld mainitussa patenttihakemuksessa Merrifield-kiinted-

faasisynteesilld valmistetulla tetrapeptidiamidilla.
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Patenttivaatimukset

1. Kaavan H-SAR—LYS-SAR-GLN—NH2 mukaisen tetrapeptidin
valmistuksessa vdlituotteena kdyttdkelpoinen, kaavan Z-SAR—£‘—
Z2'-LYS-0OH mukainen dipeptidi, t unnet tu siitd, etti
Z ja Z2' valitaan kumpikin erikseen seuraavista:

a) R,-0C-. , jossa R, on fenyyli, tolyyli, ksylyyli,

0

adamantyyli, allyyli,(@-syaanietyyli, fluorenyylimetyyli, bent-
syyli, substituoitu bentsyyli, jonka fenyylirenkaassa on 1-3
halogeeni-, nitro-, alempialkyyli- tai alempialkoksisubsti-
tuenttia, di-isopropyylimetyyli, difenyylimetyyli, sykloheksyy-
li, syklopentyyli, vinyyli, tert.-butyyli, tert.-amyyli, dime-
tyylitrifluorimetyylimetyyli tai dimetyylibifenyylimetyyli,

b) R,C- r Jjossa R2 on 2-4 C-atomia sisdltdvd alempi-
[}]

1 1

2
0

alkyyli tai 1-4 C-atomia sisdltdvd alempialkyyli, jossa on subs-

tituenttina 1-5 halogeenia,

X
c) R3O-P- , jJossa X on S tai O, ja R3 ja R4 ovat kumpi-
1
OR4
kin bentsyyli- tai alempialkyyliryhmid.
d) ,,—R5 , Jjossa R5 ja R6 ovat kumpikin erikseen
L4 ]
//,47C_ alempialkyyliryhmid tai muodostavat yhdes-
) " .o _ e _ . .
\CH\\ sd ryhmdn CHZ/C\CH2 y Jjossa R7 ja R8
\ C=0
SOt R.7 R8
R6 ovat kumpikin erikseen vetyjd tai alempi-
alkyyliryhmid, ja
o
R9 " _
C~ jossa R9 on vety, metyyli, halogeeni tai
e) _ nitro, edellyttden, ettd Z on monodentaat-
C
" tinen.
0o

2. Kaavan H-SAR-LYS-SAR-GLN-NH, mukaisen tetrapeptidin

valmistuksessa vdlituotteena kdyttdkelpoinen, kaavan
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H—SAR—GLN-NH2 mukainen dipeptidi.

3. Kaavan H-SAR—LYS--SAR-GLN-NH2 mukaisen tetrapeptidin
valmistuksessa vdlituotteena kdyttdkelpoinen, kaavan
Z—SAR—&-Z'-LYS—SAR-GLN—NH2 mukainen suojattu tetrapeptidi,
tunnettu siitd, ettd Z ja Z2' valitaan kumpikin erikseen
seuraavasti:

a) R,-0C- + jossa R, on fenyyli, tolyyli, ksylyyli,

0
adamantyyli, allyyli, ﬁb—syaanietyyli, fluorenyylimetyyli, bent-
syyli, substituoitu bentsyyli, jonka fenyylirenkaassa on 1-3
halogeeni-~, nitro-, alempialkyyli- tai alempialkoksisubstituent-
tia, di-isopropyylimetyyli, difenyylimetyyli, sykloheksyyli,
syklopentyyli, vinyyli, tert.-butyyli, tert.-amyyli, dimetyyli-
trifluorimetyylimetyyli tai dimetyylibifenyylimetyyli.-

b) R2C- , Jossa R2 on 2-4 C-atomia sisdltdvd alempi-
”

0
alkyyli tai 1-4 C-atomia sis#dltidvid alempialkyyli, jossa on subs-

1 1

tituenttina 1-5 halogeenia,

X
c) R3O—P— r jossa X on S tai O, ja R, ja R4 ovat kum-
]
OR4
pikin bentsyyli~ tai alempialkyyliryhmid.
d) /--R5 r Jjossa R5 ja R6 ovat kumpikin erikseen
v 1]
/ %yc— alempialkyyliryhmid tai muodostavat yh-
(
 CH dessd ryhmin —CHZ—C-CH - ovat kumpikin
N \ 2 .
\ C=0 /
A Y ] R7 R8
erikseen vetyjd tai alempialkyyliryhmis,
ja
0]
Rg " o |
Co , jossa R” on vety, metyyli, halogeeni tai
e) P nitro, edellyttden, ettid Z on monoden-
S taattinen,
0

4. Menetelmi kaavan Z-SAR—E—Z'-LYS—SAR-GLN—NH2 mukaisen
suojatun tetrapeptidin valmistamiseksi, jolloin Z ja 2Z2' valitaan

kumpikin seuraavista:
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a) R -OS- , jossa R1 on fenyyli, tolyyli, ksylyyli,
o
adamantyyli, allyyli,l?—syaanietyyli, fluorenyylimetyyli, bent-
syyli, substituoitu bentsyyli, jonka fenyylirenkaassa on 1-3
halogeeni-, nitro-, alempialkyyli- tai alempialkoksisubsti-
tuenttia, di-isopropyylimetyyli, difenyylimetyyli, syklohek-
syyli, syklopentyyli, vinyyli, tert.-butyyli, tert.-amyyli,
dimetyylitrifluorimetyylimetyyli tai dimetyylibifenyylimetyyli,_
b) R E— ; jossa R2 on 2-4 C-atomia sisdltdvd alempi-

1

2
0

alkyyli tai 1-4 C-atomia sis&ltdvd alempialkyyli, jossa on subs-

tituenttina 1-5 halogeenia,

c) X
R;0-P~ ;, jossa X on S tai O, ja R3 ja R4 ovat kumpi-
1
OR4
kin bentsyyli tai alempialkyyli,
d) .—R5 ; Jjossa R5 ja R6 ovat kumpikin erikseen
]
//4%¢C- alempialkyyli tai muodostavat yhdessd ryh-
(CH mdn -CH,-C-CH_,- jossa R, ja R, on
\ \\\C-O é/ N2 ¢ 7 8
o5 7 Rg
‘—R6 kumpikin erikseen vety tai alempialkyyli,
ja
R9 0]
é\~ ¢ Jjossa R9 on vety, metyyli, halogeeni tai
e
) nitro, edellyttden, ettd Z on monodentaat-
e
S tinen,
0

tunnettu siitd, ettad

a) valmistetaan fragmentti I, joka on Z-SAR- & -7'-LYS-OH,

i) suojaamalla sarkosiinin aminoryhmd reaktiossa yhdis-
teen, kuten happokloridin kanssa, jolla siihen saadaan liitetyk-
si suojaryhmid Z,

ii) aktivoimalla vaiheessa i) valmistettu suojattu sar-
kosiini siten, ettd amiini pystyy nukleofiiliseen reaktioon kar-

boksiryhmidn kanssa, jolloin muodostuu karboksiaktivoitu suojattu

sarkosiini, ja
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iii) saattamalla karboksiaktivoitu suojattu sarkosiini
reagoimaan Z'-suojaryhmdlli <£—suojatun L-lysiinin kanssa,
jolloin saadaan fragmentti I,

b) valmistetaan fragmentti II, joka on H-SAR—GLN—NHZ,

i) wvalmistamalla Z“—GLN—NHZ, jossa Z" tarkoittaa samaa
kuin 2 ja 2°',

ii) poistamalla suojaryhmd Z"—GLN—NHZ:sta, jolloin saa-
daan suojaamaton L-glutamiiniamidi,

iii) saattamalla suojaamaton L-glutamiiniamidi reagoi-
maan vaiheessa a) ii) valmistetun karboksiaktivoidun sarko-
siinin kanssa, jolloin saadaan Z—SAR-GLN—NHZ, ja

iv) poistamalla suojaryhmd Z-SAR-GLN-NH,:sta, jolloin
saadaan fragmentti II,

c) fragmentti I ja fragmentti II yhdistetd&n suojatuksi
tetrapeptidiksi, Z-SAR- £-2'-LYS-SAR-GLN-NH,.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd

a) valmistetaan fragmentti I, joka on CBZ-SAR—EL-CBZ—LYS—OH,

i) esterdimdlld CBZ-SAR-OH reaktiossa ekvivalenttisen
midrdn kanssa N-hydroksisukkinimidia disykloheksyylikarbodi-
imidin l&sndollessa, jolloin saadaan CBZ-SAR-0OSu, ja

ii) saattamalla lievédnd mooliylimddrdnd kdytetty
CBZ&-LYS—OH reagoimaan CBZ-SAR-OSu:n kanssa tietyyliamiinin lds-
nidollessa, jota kdytetddn 2 ekvivalenttia, jolloin saadaan
CBZ-SAR- £ -CBZ-LYS~OH (fragmentti )),

b) valmistetaan fragmentti II, joka on H-SAR—GLN—NH2

i) valmistamalla CBZ-GLN—NHZ,

ii) poistamalla bentsyylioksikarbonyyliryhmd katalyytti-
sesti hydraamalla, jolloin saadaan H—GLN—NHZ,

iii) saattamalla GLN-NH.,, reagoimaan mooliylimd&drand
kdytetyn CBZ-SAR-OSu:n kanssa, jolloin saadaan CBZ—SAR—GLN—NHZ,
ja

iv) poistamalla bentsyylioksikarbonyyliryhmd katalyytti-
sesti hydraamalla, jolloin saadaan H-SAR-GLN-NHz, (fragmentti I1),

c) fragmentti I karboksyylipddteryhmd ja fragmentin II
aminopddteryhmd liitetddn yhteen sekoittamalla kumpaakin frag-
menttia ekvivalenttiset mddrdt 1-hydroksibentsotriatsolin ja
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disykloheksyylikarbodi-imidin l&sndollessa, jolloin viimeksi-

mainittu kdytetddn lievdnd mooliylimd&rdni.
6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, €t un -

nettu siitd, ettd vaiheessa b) i) valmistetaan CBZ—GLN-NH2

a) saattamalla L-glutamiini reagoimaan bentsyylioksikar-

bonyylikloridin kanssa, jolloin saadaan CBZ-GLN,
b) saattamalla CBZ-GLN reagoimaan hydroksisukkinimidin

kanssa, jolloin saadaan CBZ-GLN-OSu, ja
c) kédsittelemdlld CBZ-GLN-OSu:a ammoniakilla alemmassa

alkanolissa, jolloin saadaan CBZ—GLN-NHZ..
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