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SERIINIPROTEAASIEN INHIBIITTOREITA

Keksintd koskee seriiniproteaasien, kuten
trombiinin, tekijd Xa:n, kallikreiinin ja plasmiinin,
sekd muiden seriiniproteaasien, kuten prolyyliendopep-
tidaasin ja Ig AI-proteaasin, inhibiittoreita (est&-
jid). Trombiini, joka on viimeinen entsyymi koagulaa-
tiojdrjestelmdssd (hyytymisjdrjestelmd), katkoo 1liu-
koisen fibrinogeenin fibriiniksi, Jjoka sitten ris-
tisitoutuu ja muodostaa liukenematonta geelid matrii-
siksi veritukosten (trombi) muodostamista varten. Suo-
nen vaurioituessa edelld esitetty prosessi on valtta-
mdtdén vuodon pysdyttdmiseksi. Normaaliolosuhteissa
plasma ei sisdlld mitattavia mddrid trombiinia. Trom-
biinipitoisuuden kasvu voi aikaansaada hyytymien muo-
dostumisen, mik3d voi johtaa tromboemboliatautiin (veri-
tukkotulppaumatauti), joka on aikamme yleisin wvakava
lddketieteellinen ongelma. '

Trombiini myotdvaikuttaa hemostaattiseen
kontrolliin useiden biologisten reaktioiden wvdlityk-
selld. Primaarisen toiminnon, so. fibrinogeenin konver-
sion fibriiniksi, lisdksi trombiini aktivoi tekijd XII-
I:aa, joka vastaa fibriinin ristisitoutumisesta. Trom-
biini vaikuttaa my®s positiivisen feed back-mekanismin
vdlitykselld kdsittden tekijdiden V ja VIII aktivoimi-
sen, jotka ovat molemmat vdlttdmdttdmid trombiinin
omaan muodostumiseen protrombiinista. Trombiinilla on
toinenkin oleellinen tehtdvd: sen sitoutuminen veri-
hiutaleisiin aikaansaa verihiutaleiden vapautumisen ja
aggregoitumisen, joka tapahtuma on primaarinen veren-
vuodon tyrehdyttédmistoiminto.

Trombiinin reaktioita kontrolloivat edelleen
plasman sisdltdmdt luonnon omat inhibiittorit. N&distd
tdrkeimmdt ovat antitrombiini III ja hepariini. Ndm&
kaksi yhdistettd on eristetty ja niitd kdytetddn tera-
peuttisesti ja profylaktisesti (ennalta ehkdisevdsti)

tiloissa, joissa hyytymisjdrjestelmdssd vallitsee epa-
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tasapaino siten, ettd on olemassa riski protrombiinin
aktivaatiolle.

Synteettiset trombiinin inhibiittorit, joilla
olisi oraalista aktiivisuutta, olisivat hyoddyllisii
vaihtoehtoja n&dille parenteraalisesti annettaville
luonnon inhibiittoreille. Laajojen tdlle alueelle
liittyvien tutkimuksien tuloksena on aikaansaatu syn-
teesi hyville trombiinin inhibiittoreille in vitro,
mutta tdhdn mennessd ei ole kehitetty todella hyvdad
ehdokasta oraalista terapeuttista kdytt6d varten. Jdl-
jittelemdlld trombiinille tdrkedn luonnon oman subst-
raatin, fibrinogeenin, aminohapposekvenssia trom-
biinille on saatu useita hyvid lyhyitd peptidisubst-
raatteja. Nditd peptidisubstraatteja on myds muutettu
entsyymin inhibiittoriksi. Siten kromogeeniset subst-
raatit, D-Phe-Pro-Arg-pNA ja D-Phe-Pip-Arg-PNA, jdl-
jittelevdt sekvenssid, joka edeltdd trombiinilla ta-
pahtuvaa sidoksen katkaisukohtaa. Vastaavat reversii-
belit ja irreversiibelit inhibiittorit, D-Phe~-Pro-Ar-
ginaali ja D-Phe-Pro-Arg-CHCl osoittavat in vitro 10°°
M suuruusluokkaa olevaa inhibitiota.

Kloorimetyyliketonit ovat tavallisesti liian
epdspesifisesti reaktiivisia ollakseen ideaalisia te-
rapeuttiseen kdyttddn, ja edelld esimerkkind esitetylld
peptidialdehydilld on jokseenkin alhainen LD -arvo.

Tekijd Xa on koagulaatioentsyymi, joka vastaa
trombiinin muodostumisesta sen zymogeenistd, protrom-
biinista, rajoitetulla proteolyysilld. Painoon perus-
tuen tekijd Xa on ainakin 10 kertaa trombogeenisempi in
vivo kuin trombiini. T&md johtuu siitd, ettd tekijd Xa
on yhtd vaihetta trombiinia ylempdnd voimistuvassa
kaskadijdrjestelmdssd siten, ettd yksi tekija Xa -
molekyyli voi muodostaa useita trombiinimolekyyleja
tdmdn prekursorista. Tekijd Xa:n teho voi johtua my0Os
sen jokseenkin hitaasta poistumisesta elimistdstd.
Vastakkaisesti tekijd Xa:lle trombiini hdvidd nopeasti

verenkierrosta suonen seindmdssd sijaitseviin suuren
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affiniteetin omaaviin kohtiin. Tekijd Xa:n sisi- ja
ulkosyntyisten jdrjestelmien vyhtymikohdassa olevan
keskeisen paikan ansiosta se olisi sopiva kohde hyyty-
mismekanismin muuntamiselle.

Kallikreiinia muodostuu prekallikreiinista
tekijd XII:n vaikutuksesta, kun se sijaitsee negatiivi-
sestl varatulla pinnalla. Kallikreiini voi puolestaan
katkaista tekijd XII:n tekijd XIIa:ksi muodostaen tdl-
18in kddnteisen aktivaatiojédrjestelmdn. Tekijd XIIa on
koagulaatiojdrjestelmdn sisdsyntyisen jdrjestelmén
ensimmdinen entsyymi. Kontaktijdrjestelmdn merkitys
liittyy luultavasti pintavdlitteisend puolustusme-
kanismina, ja jdrjestelmd aktivoituu tavallisesti suu-
ressa mittakaavassa shokin tai hajapesdkkeisen suonen-
sisdisen koagulaation (disseminated intravascular coa-
gulation, DIC) aikana. Kallikreiinin teht&dvdnd tdssa
vaiheessa on katkoa suuren molekyylipainon omaavaa
kininogeenia verisuonten laajentajan, bradykiniinin
vapautuessa. Myds bradykiniini aiheuttaa lisddntynyttd
verisuonen léapdisyvyyttd, kipua Jja neutrofiilisten
leukosyyttien migraatiota (vaeltamista). Kiniinimuo-
dostuksen inhibiittorit ovat osoittautuneet hyddylli-
siksi tietyn tyyppisissd inflammaatioissa, joihin kuu-
luu niveltulehdus ja haimatulehdus, ja ne voivat olla
hyddyllisid mySs astman hoidossa. Ainoa aine, jolla on
ollut merkitystd kliinisessd mielessd kallikreiinin
inhibiittorina, on aprotiniini (Trasyloli). Aprotiniini
on molekyylipainoltaan 6 500 suuruinen polypeptidi ja
se muodostaa stabiilin kompleksin proteaasien kanssa
sitoutumisvakion ollessa 107 - 107" M.

Fibrinolyysi on prosessi, jossa fibrinogeeni
ja fibriinihyytymdt liuotetaan entsymaattisesti. Plasma
sisdltdd erdstd proteiinia, plasminogeenia, joka muut-
tuu erilaisten aktivaattoreiden vaikutuksesta
plasmiiniksi, proteolyyttiseksi entsyymiksi, jonka
aktiivisuus muistuttaa trypsiinin aktiivisuutta. Plas-

miini hajoittaa fibrinogeenid ja fibriinid fibrii-
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ni/fibrincgeeni-pilkkoutumistuotteeksi.

Normaaliolosuhteissa fibrinolyysijdrjestelmd
on tasapainossa koagulaatiojdrjestelmdn kanssa. Veri-
virrassa muodostunut pieni tukos voidaan liuottaa ent-
symaattisesti ja verenkierto verisuonissa voidaan pa-
lauttaa aktivoimalla kehon fibrinolyyttinen jérjestel-
md. Mikdli fibrinolyyttinen aktiivisuus on liian voi-
makasta, se voi aiheuttaa verenvuotoa tai wvuotaminen
voi pitkittyd. Aktiivisuutta voidaan inhiboida veressd
olevilla luonnon omilla inhibiittoreilla.

Prolyyliendopeptidaasi katkoo peptidisidoksia
proliinité&hteiden peptidiketjussa karboksyylipuoclelta.
Juuri seriiniproteaasi hajoittaa helposti 1lukuisia
neuropeptidid, joihin kuuluu aine P, neurotensiini,
tyrotropiinia vapauttava hormoni ja luteinisoivaa hor-
monia vapauttava hormoni, ja se on liitetty solun ky-
kyyn tuottaa interleukiini 2:ta (IL-2). Entsyymi inhi-
boituu bentsyylioksikarbonyyli-prolyyliprolinaalilla
Ki-arvon ollessa 14 nM. Huomioimatta seikkaa, etta
prelyyliendopeptidaasin fysiologisesta tehtdvdstd ei
oikeastaan tiedetd mitddn, silld voi olla huomattava
osa erilaisten neuropeptidien biologisten aktiivisuuk-
sien sddtelyssa.

Ig A:n, joka on vallitseva vasta-ainemuoto
ollen ensisijainen puolustautumiskeino infektiota vas-
taan, Ig A proteinaasi-katalysoisoitu katkaisu erottaa
Fc:n molekyylin antigeeni-sitovista Fab-alueista. Tdl-
laisen katkaisun voisi olettaa huonontavan tai poista-
van sen antimikrobista aktiivisuutta. Kaikki identifi-
oidut Ig A proteinaasit suorittavat siten katkaisun
proliinitdhteen jdlkeen ihmisen Ig A:n sarana-alueessa
(hinge region). Peptidiprolyyli-boorihapot inhiboivat
Neisseria gonorrhoeasta ja Hemophilus influenzaesta
saatuja Ig A 1 proteinaaseja, mikd viittaa ndiden ent-
syymien kuulumiseen proteolyyttisten entsyymien se-
riiniproteaasiperheeseen.

Koska trombiini osallistuu 1lukuisiin erilai-
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siin fysiologisiiin prosesseihin, jotka liittyvit pa-
tologisiin hdiridihin, kuten sydpdidn, inflammaatioon ja
hermostolliseen toimintaan, trombiini-inhibiittoreilla
voisi olla potentiaalista kdytt6d monissa indikaatiois-
sa, Jjotka eivdt 1liity suoranaisesti syddn-verisuoni-
jdrjestelmddn.

Monien kasvainsolujen on osoitettu aikaansaa-
van trombiinin muodostumisen kanssa yhteydessd olevaa
prokoagulanttiaktiivisuutta. Tdmdn seurauksena ilmenee
paikallista fibriinin sakkautumista ja koaguloitumista,
minkd arvellaan olevan tédrkedd kasvaimen kasvulle.
Lisdksi, johtuen trombiinin vaikutuksista endoteeli-
soluihin, trombiini voi helpottaa kasvainsolujen pur-
kautumista metastaasivaiheen aikana. Trombiini-inhi-
biittorit voivat siten osoittautua hyddyllisiksi tiet-
tyjen sySpien hoidon lisdksi myds hyperkoaguloituvuuden

vdhentdmisessd, jota havaitaan usein kemoterapeuttisil-

'la aineilla hoidettavilla potilailla.

Endoteelisolujen trombiiniaktivaatio indusoi
lukuisia esi-inflammatorisia muutoksia, kuten inter-
leukiini-1:n, prostaglandiinien ja verihiutaleita ak-
tivoivan tekijidn synteesid ja vapautumista. Trombiini
indusoi lisdksi kahden adhesiivisen molekyylin, Jjotka
vastaavat leukosyyttien kiinnittymisestda endoteelipin-
taan, so. GMP-140:n ja CD63:n, esiin paljastumisen.
Trombiini 1isdd edelleen verisuonten ldpdisevyyttd
proteiineille, mikd on neutrofiileihin 1liittyvd toi-
minto, ja katkaisee interleukiini-8-prekursoriproteii-
nia, joka on peptidi, jonka oletetaan olevan osallisena
respiratorisissa (hengitykseen liittyvissd) hdiritissd,
nivelreumassa ja haavaisessa koliitissa.

Trombiinin osallistuminen kaikkiin ndihin esi-
inflammatorisiin prosesseihin tekee sen potentiaalisek-
si kohteeksi inflammaatioon 1liittyvien patologisten
hdirididen terapeuttiseen hoitoon trombiini-inhibiitto-
reilla.

Neksiini-l-proteaasin, joka on hermokasvun
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modulaattori ja spesifinen luonnon oma trombiinianta-
gonisti, aktiivisuus on vdhentynyt merkittdvdsti ja
spesifisesti Alzhaimerin tautia sairastavilla poti-
lailla. Tdmd& sekd havainto, ettd trombiinin kaltainen
aktiivisuus lisd&ntyi Alzhaimer-aivoissa, viittaa sii-
hen, ettd trombiinin inhibiittorit voivat olla tehok-
kaita rajoittamaan tai kumoamaan trombiinin hyperak-
tiivisuuden kanssa yhteydessd olevia hermostoon liit-
tyvid patologisia muutoksia.

Boorihappoja on  tutkittu erilaisten se-
riiniesteraasien ja -proteaasien inhibiittoreina. En-
simmdinen proteaasi-inhibiittorina kdytettdvd boori-
happoa sisdltdvd aminohappoanalogi oli N-asetyyli-L-
fenyylialaniinin boorihappoanalogi, jota kdytettiin
kymotrypsiinin ja subtilisiinin inhibiittorina. Pepti-
diboorihappoja on kdytetty kymotrypsiinin, subtilisii-
nin ja elastaasien inhibiittoreina.

Boorihappojen vuorovaikutus proteaasien kanssa
biologisissa jdrjestelmissd on tunnettua, ja erilaisten
yksinkertaisten boorihappojen on osoitettu olevan riit-
tdvdn toksittomia ihmiskdyttodn. Elastaasin peptidiboo-
rihappoinhibiittoreita on kdytetty viimeaikoina eldin-
kokeissa ilmapShon yhteydessd. Peptidikloorimetyylike-
toneille vastakkaisesti biologisesti vaikuttavia annos-
tasoja ei ole todettu toksiseksi.

Eurooppalainen patenttihakemus 293 881 kuvaa
peptidien valmistusta, jotka sisdltdvdt lysiinin, or-
nitiinin ja arginiinin C-terminaalisia boorihappojoh-
dannaisia, ja niiden kdyttdéd trypsiinin kaltaisten
seriiniproteaasien inhibiittoreina. Peptidien muut
aminohapot ovat joko D- tai L-muotoja 20 luonnossa
tavattavasta aminohaposta.

Nyt on havaittu, ettd saadaan yhdisteitd,
joilla on muita paremmat ominaisuudet trypsiinin kal-
taisten seriiniproteaasien inhibiittoreina, kun peptidi
sisdltdd ainakin yhden luontoon kuulumattoman, hydrofo-

bisen sivuketjun omaavan a-aminohapon.
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Siten esilld oleva keksintd tuo esiin yhdis-
teitd, joilla on kaava I,

Ql
* /
W-Y-N-CH-B I
L \
f14 fi5 (22

jossa W = H tai N-suojaryhmd;

Y on n aminohapon sekvenssi, joka valitaan siten, etta
n+l aminohapon peptidilld, Y-Lys tai Y-Arg, on af-
finiteettia trypsiinin kaltaisen proteaasin aktiiviseen
kohtaan, ja jolloin n on kokonaisluku 1-10, edullisesti
1-4 ja jossa ainakin yksi aminohappo on luontoon kuulu-
maton, hydrofobisen sivuketjun omaava aminohappo;

Q, ja Qs jotka voivat olla samoja tai erilaisia, vali-
taan ryhmdstd, johon kuuluu -OH, -COR, -CONRR, -NRR,
ja -OR,; tai Q Jja Q, muodostavat yhdessd diolitdhteen;
R, R, ja R,, jotka voivat olla samoja tai erilaisia,

2

tarkoittavat C, _ alkyylia, C. ,,aryylid, C,  .aralkyyliad
tai fenyylid substituoituna korkeintaan kolmella ryh-
mdlld, joka/jotka voivat olla C _alkyyli, halogeeni tai
CL4alkoksi;

R, on vety tai C, ,alkyyli;

R, on ryhmd -A-X, jossa A on -(CH,) -, jossa z on 2,3,4
tai 5; -CH(CH,)-(CH,),~; -CH,-CH(CH,) -CH,~; -(CH,) -
CH(CH,)-; -(CH,),-C(CH,),~; -CH(CH,)~(CH,) ,-; -CH,-CH(CH,) -
(CH)),; -CH,-CH-CH(CH,)-CH,; (CH,),-CH(CH,)-;

-(CH,),-C(CH,),: C,  aryyli, C aralkyyli; ja

6-10 6-10

X on -NH,, -NH-C(NH)-NH,, -S-C(NH)-NH,, -N,, dealkoksi,

C,_,alkyylitio tai Si(CH,),;

tai R, ja R, muodostavat yhdessd trimetyleeniryhmdn ja

*-merkitty asymmetrinen hiiliatomi voi olla D- tai L-

konfiguraatiossa, tai mind tahansa ndiden seoksena.
Luontoon kuulumattomalla aminohapolla tarkoi-

tetaan mitd tahansa muuta aminohappoa kuin D- tai L-
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Ala, Arg, Asp, Cys, Gln, Glu, Gly, His, Ile, Leu, Lys,
Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr tai Val.

N-suojaryhmdlld W on edullisesti kaava
H(CHJH%O)F-, jossa p = 3-30; R.CO-; R, OCO- tai RSO, -,
jolloin R, on C _alkyyli; R, on C _alkyyli, fenyyli,
bentsyyli tai naftyyli; ja R, on fenyyli, naftyyli tai
C, ,alkyylifenyyli; joista ROCO- on edullisin. Kaikkein
edullisimpia ovat suojaryhmdt, joilla on kaava R '0CO-,
jossa R,' on tert-butyyli (merkitddn Boc) tai jossa R’
on bentsyyli (merkitd&dn 2Z).

R, on edullisesti R;', jolloin R,' on —-(CH,) .-
X', jossa X' on -NH,, -NH-C(NH)-NH,, -N, tai -Si(CH,), ja
z' on 2, 3 tai 4.

Edullisia yhdisteitd ovat yhdisteet, joilla on

kaava Ia,

OR,
* /
W-Y-N-CH-~- B Ia
| \
R, R OR,,

jossa W, Y, R, ja R, tarkoittavat samaa kuin edelld ja R,
ja R, tarkoittavat dihydroksiyhdistetdhdettd.

Edullisia esimerkkejd ovat 2,3-butaanidioli;
katekoli; 2,3-dimetyylibutaanidioli-2,3; syklohek-
saanidioli; etyleeniglykoli; 1,2-heksaanidioli; 2,3-
heksaanidioli; dietanoliamiini tai alifaattiset tai
aromaattiset yhdisteet, joissa hydroksiryhmdt on subs-
tituoitu vierekkdisiin hiiliatomiin tai toisilla hii-
liatomeilla substituoituihin hiiliatomiin.

Erityisen edullisia ovat yhdisteet, joissa Q,
ja Q, tarkoittavat yhdessd ryhm&d OPin, jolla on kaava

a), tai ryhmad, jolla on kaava b),
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Y:n muodostavat aminohapot ovat a-aminohappo-
ja, jotka voidaan valita proteiinien luonnossa tavat-
tavista L-aminohapoista, ndiden vastaavista enan-
tiomeerisistd D-aminohapoista tai kemiallisesti muun-
nelluista alfa-aminohapoista, kuten glutamiinihappo-

-
gamma-piperidiini (Glu N ) tai pipekoolihappo

(Pip), edellyttden, ettd ainakin yksi aminohappo on
luontoon kuulumaton aminohappo, jossa on hydrofobinen
sivuketiju.

Edullisia luontoon kuulumattomia aminohappoja

ovat aminohapot, joilla on kaava II,

R

11

- NH - CH - C - II

|

0

jossa R, on hydrofobinen ryhmd. Edullisista hydrofobi-
sista ryhmistd mainittakoon metyleeniryhmd, joka on
liitetty valinnaisesti polaarisella ryhmdlld substitu-
oituun aromaattiseen ryhmddn tai alisykliseen ryhmdén,
jossa on ainakin kaksi rengasta ja ei ole polaarisia
substituentteja, tai tert-butyyli- tai trimetyy-
lisilyyliryhmddn. R, on edullisesti R,', jolloin R ' on
ryhmd, jolla on kaava c), d), e), £f), g), h) tai i)
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~CH,-Si(CH; ),
CcH
— 7 CH™

C) d) e)

N @CHZ‘
-CH, -C(CHj) 3 HO

0 CeHs

N A
-

GHS

Kaavan II mukaiset luontoon kuulumattomat
aminohapot voivat olla D- tai L-muodossa tai mind ta-
hansa ndiden seoksena, kuitenkin edullisesti D-muodos-
sa.

Edelleen edullisempia yhdisteitd ovat kaavan I
mukaiset trombiinin inhibiittorit, joissa Y tarkoittaa
kahden aminohapon sekvenssid, joista N-terminaalinen
aminohappo on luontoon kuulumaton aminohappo ja toinen

aminohappo on L-proliini (Pro), jolla on kaava,

OH

VAN
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Ndilld edullisemmilla yhdisteilld on kaava i,

Q
* /
W - NH - CH(R,) - CO - Pro - N - CHR, - B I
| \
R, Q,

jossa W, R,/ R., R, Q, ja Q, tarkoittavat samaa kuin
edella.
Erityisen edullisia ovat yhdisteet, joilla on

kaava 1'"',

* -0

WV - NE - CH(R;;) - CO - Pro - N - CHRs' - B 177
l 0

R4

jossa W, R,, RS' ja R11 tarkoittavat samaa kuin edelld.
Kaikkein edullisimpia ovat yhdisteet, joilla

on kaava III,

X)I\ ': . /°
0 N/\I——N N B 111
EH 0 & l/ \g/\o
0 1 NE
E\J*Nﬂz
H

yhdiste, jolla on kaava 1V,
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g A
\ : ,
() >(o ﬁ/\IgN%n\é/aig H

ja yhdiste, jolla on kaava V

XO/\N/\,_ ? V
P ‘4@

NH/\\NH2

Peptidilld katsotaan olevan affiniteettia trypsiinin
kaltaisten proteaasien aktiiviseen kohtaan, mikdli
tdmédn erityisen peptidin dissosiaatiovakion arvo on 107
M tai tdtd alhaisempi.

Kaavan I mukaiset yhdisteet, joissa X on -NH-
C(NH)-NH, voidaan valmistaa antamalla kaavan I mukaisen
yhdisteen, jossa X on -NH,, reagoida syanamidin kanssa
orgaanisessa liuottimessa vahvasti happamissa olosuh-
teissa. Yhdisteet, joissa X on -NH,, voidaan puolestaan
valmistaa hydraamalla kaavan I mukainen yhdiste, jossa
X on N,. Hydraus voidaan suorittaa standardiolosuhteissa
kdyttden esimerkiksi Pd/C-katalyyttia.

Kaavan I mukaiset yhdisteet, joissa X on -N,,
voidaan valmistaa antamalla kaavan VI mukaisen yhdis-

teen,
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W-Y-NH-CH - B VI
I \
RlZ QZ

jossa W, Y, Q ja Q, tarkoittavat samaa kuin edelld ja
R12 on -A-Br, jossa A tarkoittaa samaa kuin edelld,
reagoida natriumatsidin kanssa polaarisessa aprootti-
sessa liuottimessa kuten dimetyylisulfoksidissa. Kaavan
I mukaiset yhdisteet, joissa X on alkyylitioryhmi,
voidaan valmistaa antamalla kaavan VI mukaisen yhdis-
teen reagoida tiolin kanssa orgaanisen emdksen kuten
guanidiinin l&dsn&dollessa.

Kaavan VI mukaiset vdlituotteet sekd kaavan I
mukaiset yhdisteet, joissa X on -Si(CH,), tai alkoksi-
ryhmd, voidaan valmistaa antamalla kaavan VII mukaisen

yhdisteen,
Ql
/
Cl -CH-B VII
| \
Ry, Q

jossa Q, ja Q, tarkoittavat samaa kuin edelld ja R, on -
A-Br, A-Oalkyyli tai -A-Si(CH,),, jolloin A tarkoittaa
samaa kuin edelld, reagoida LiN[Si(CH,),],:n kanssa, ja
sitten suorittamalla hydrolyysi 3 mooliekvivalenttisen
happomddridn kanssa ja liittdminen suojattuun peptidiin,

jolla on kaava VIII,
0

V-Y-0-XN VIIT
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jossa W ja Y tarkoittavat samaa kuin edelli.

Reaktio suoritetaan edullisesti kuivassa ap-
roottisessa polaarisessa liuottimessa, esim. tetrahyd-
rofuraanissa, lamp6tilassa -78°C - huoneenldmp&tila.

Kaavan VII mukaiset vdlituotteet voidaan saada
julkaisussa, Matteson et al, Organometallics 3 1284-8
(1984), kuvatun menetelmdn avulla.

Kaavan VIII mukainen suojattu peptidi voidaan
valmistaa peptidikemiassa tunnetulla menetelmdlld l&h-
tien halutusta luontoon kuulumattomasta aminohaposta.
Tdllaiset aminohapot ovat joko kaupallisesti saatavilla
(esim. aminohappo, jossa R, on ryhmd c), tai ne voidaan
valmistaa menetelmilld, jotka ovat analogisia kirjalli-
suudessa, esim. Angew. Chem. 93, 793 (1981) ja J. Am.
Chem. Soc. 109, 6881 (1987), kuvattujen menetelmien
kanssa.

Kaavan I mukaiset yhdisteet ovat kdyttdkel-
poisia trypsiinin kaltaisten proteaasien inhibiitto-
reina ja niitd voidaan kdyttdd in vitro ndiden entsyy-
mien diagnostisissa ja mekanistisissa tutkimuksissa.
Edelleen, niiden inhiboivasta toiminnasta johtuen niitd
ehdotetaan kédytettdvdksi estdmddn ja hoitamaan sai-
rauksia, jotka aiheutuvat sddtelyjadrjestelmdssd ole-
vasta ylimddrdisestd entsyymimddrdstd, niitd voidaan
kdyttdd esim. kontrolloimaan fibinolyysijdrjestelmdn
koagulaatiota.

Esilld olevan keksinnén mukaisilla yhdisteil-
14, jotka ovat trombiinin tai tekijd Xa:n inhibiitto-
reita, on anti-trombogeenisid ominaisuuksia ja niita
voidaan kdyttdd tarvittaessa anti-trombogeenistd ai-
netta. Nditd yhdisteitd annetaan isdnndlle tavallisesti
oraalisesti tai parenteraalisesti anti-trombogeenisen
vaikutuksen aikaansaamiseksi. Suurempien nisdkkadiden
kuten ihmisten tapauksessa vyhdisteitd voidaan antaa
yksin tai yhdistettynd farmaseuttisiin kantajiin tai
laimennusaineisiin annosten vaihdellessa 0.02-5 mg/Kg

kehonpaino ja edullisesti 1-10 mg/Kg anti-trombogeeni-
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sen vaikutuksen aikaansaamiseksi, ja ne voidaan antaa
yhtend annoksena tai jaettuina annoksina tai hitaasti
vapautuvassa muodossa. Kun potilas tarvitsee kehon
ulkopuoleista verenkiertosilmukkaa, antomddrd voi olla
0.1-1 mg/Kg laskimonsisédisesti. Koko verimddrdid varten
antomddrd@ voi olla 1-10 mg per litra koaguloitumisen
estdmiseksi. Farmaseuttiset laimennusaineet ovat hyvin
tunnettuja ja niihin kuuluu sokerit, tdrkkelykset ja
vesi, joita voidaan kdyttdd tablettien, kapseleiden,
injektoitavien liuosten ja vastaavien valmistamiseksi.
Keksinndn mukaisia vyhdisteitd voidaan 1lis&td vereen
veren koaguloitumisen estdmistarkoituksessa verenke-
rdys- tai -jakelusdilidissd, putki- tai implantoitavas-
sa laitteessa, joka saatetaan kosketuksiin veren kans-
sa.

Keksinndn mukaisten yhdisteiden eduista mai-
nittakoon oraalinen aktiivisuus, aktiivisuuden nopea
kdynnistyminen ja alhainen toksisuus. Lisdksi ndma
yhdisteet ovat erityisen kdyttdkepoisia sellaisten
yvksildiden hoitoon, jotka ovat yliherkkid esim. hepa-
riineille ym.

Seuraavissa esimerkeissd kdytetyt symbolit

tarkoittavat:

Z = bentsyylioksikarbonyyli
Boc = t-butyylioksikarbonyyli
Ac = asetyyli

MeOH = metyylialkoholi

EtOAc = etyyliasetaatti

DCC = disykloheksyylikarbodi-imidi
HONSu = N-hydroksi-sukkini-imidi
OPin‘ = pinaanidioli

THF = tetrahydrofuraani

n-Bu = n-butyyli

Np = p-nitrofenyyli

TLC = ohutlevykromatografia
Bzl = bentsyyli

Baa = -NH-CH-(CH,CHCH Br)B-
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TMSal = trimetyylisilyylialaniini
Adal

1

adamantyylialaniini

Nafal = 2-naftyylialaniini

booriOrn = -NH-CH-(CH,CH,CH NH,6)B-

booriArg = -NH-CH-[CH,CH,CH NHC(NH)NH,6]B-

Adgly = l-adamantyyliglysiini

booriPro- = proliinianalogi, jossa rymd -COOH on kor-
OPin vattu B-OPin:lla

boorilLys = -NH—CH—(CHZ—CH{{HE—CH2~NH2)B—

booriMpg = -NH-CH-(CH,CH,CH,CHNHC(NH)NH, )B-

booriMpg = -NH-CH-(CH,CHCH,-OCH,)B-

p-OH-Me-Phal
p-TBDPS-0-Me-Phal

p-hydroksimetyylifenyylialaniini

p-tert-butyyli-difenyylisilyyliok
simetyylifenyylialaniini

Kineettiset parametrit K, k  ja k ., mddrite-
tddn peptidi-arg-pNA:n entsyymikatalysoidun hydrolyysin
inhibitiolla. Tdmd hydrolyysi tuottaa p-nitroaniliinia
ja sen ajasta riippuva vapautuminen, joka mddritetd&n
kvantitatiivisesti optisen tiheyden avulla aallonpituu-
della 405 nm, mdd&rittdd inhiboitujen ja inhiboimattomi-
en reaktioiden nopeudet.

Kineettiset mittaukset suoritetaan 96-mikro-
kuopan levylld yhdessd yksisolu-kineettiselld lukijal-
la. Ihmisen trombiini, jonka aktiivinen kohta on tit-
rattu, liuotetaan 0.1 M fosfaattipuskuriin, pH 7.4,
joka sisdltdd 0.1 M NaCl:a ja 0.1 % naudan seerumialbu-
miinia, 400 nM aktiivista entsyymid sisdltdvdksi va-
rastoliuokseksi. Kromogeenista mddritystd varten tdma
liuos liuotetaan samaan puskuriin 0.4 nM pitoisuuteen.
Substraatti, 2AcOH-H-D-sykloheksyyli-ala-arg-pNA, liu-
otetaan samaan puskuriin 0.5 mM pitoisuuteen. Inhibiit-
torit liuotetaan ensin kremofoori/etanoliin 1:1 ja
sitten laimennetaan tislatulla vedelld 1 mM varastoliu-
okseksi. Muut laimennukset suoritetaan edelld kuvatulla
fosfaattipuskurilla.

Mddritykset aloitetaan lisdamdlla 100 ul ent-
syymiliuosta seokseen, joka sisdltdd 100 pl inhibiit-



10

15

20

25

30

35

17

tori- ja 50 pul substraattiliuosta. p-nitrecalaniinin va-
pautumista peptidyyli-p-nitroanilidisubstraattien hyd-
rolyysistd seurataan 30 min - 1 h mittaamalla optisen
tiheyden lisddntyminen allonpituudella 405 nm. Saatuja
tuloksia kdytetddn kineettisten parametrien laskemiseen
inhibiittoreiden 1ldsndollessa ja puuttuessa. Vaikka
muita toimintamekanismeja ei suljetakaan pois, té&mén
trombiinien inhibiittoriluokan karakterisointi rajoite-
taan havaittuun kahteen pdamekanismiin, so. nopeaan,
reversiibeliin sekd hitaaseen, tiukasti sitovaan kompe-
titiiviseen inhibitioon. Niiden inhibiittoreiden, jotka
osoittavat nopeaa, reversiibelid sitomismekanismia, eli
nopeaa sitomista (alkunopeus kontrollin tapauksessa v,
> v, inhibiittorin tapauksessa), kun I_ >> E_ (koko-
naisinhibiittoripitoisuus/kokonaisentsyymipitoisuus),
kineettiset vakiot lasketaan lineaarisella regressiolla
kdyttden 1/v - inhibiittoripitoisuus [I] -kuvaajia. K -
arvo lasketaan vaakasuorasta leikkaajasta KLam,yhtélﬁllé

(1),

1,200 = K, (1 + S/K)) (1)

Mikdli vuorovaikutusnopeus entsyymin kanssa on hidas
(inhibiittori ei vaikuta v :aan) ja tiukasti pysyvéd (K,
ldhelld tai alhaisempi kuin E) siten, ettd inhiboitu
tasapainotila (steady state) -nopeus saavutetaan vain
hitaasti, pNA-muodostuksen etenemissuuntaa kuvataan

yhtdls114,

(V,-v))
P=vVt+—— [l-exp(-k, t)] (2)

obs

jossa P on muodostunut pNA-m&&drd aikana 't', V, on al-
kunopeus, V_, on nopeus tasapainotilassa (steady-state)
ja k, on ndenndinen kokonaisreaktionopeus E :n, I :n,

Kiawzn ja inhibiittorin ja entsyymin vuorovaikutukselle
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havaitun toisen asteen nopeusvakion (k') funktiona.
Tulokset hitaista, tiukasti sitovista inhibitiomittauk-
sista sovitetaan yhtdl6dn (2) ei-lineaarisella regres-
siocanalyysilld, jolloin saadaan k —arviot. k'm—, k“{-
ja KLaw—arvot saadaan sitten k - [I] -kuvaajasta. k_ -
arvo saadaan pystysuorasta leikkauksesta, kun taas k'_-
ja K,-arvot lasketaan kulmakertoimesta ja vast. vaa-

kasuorista leikkauksista kdyttden yhtdloa (1).

Esimerkki 1: Boc-TMSal-Pro-NH-CH[(CH,) N ]BOPin
A. Boc-D-TMSal-OH

Julkaisussa, Angew. Chem. 93, 793 (1981),
kuvatun menetelmdn mukaisesti valmistettu D-TMSal-
etyyliesteri (21.5 g, 113.7 mMol) 1liuotetaan CHJLCI, -
liuokseen ja joukkoon lisdtddn ylimddrd Boc,0:n CHCIL, -
liuosta. Huoneenldmpdtilassa 15 h pitdmisen Jjélkeen
seokseen lis&tddn 500 ml jddkylmdd 0.25N suolahappoa.
Orgaanista kerrosta pestddn 5 % NaHCO,-liuoksella ja
suolavedelld, sitten se kuivataan Na,S0O,:11d ja konsen-
troidaan vakuumissa.

Raakamateriaalia kdytetddn vdlittdmdsti saip-
puoimisvaiheessa. Se liuotetaan metanoliin, jddhdyte-
td3n 0°:een, sekoitetaan 510 ml 1IN NaOH-liuokseen ja
seosta sekoitetaan 0° 3 h ajan. Sen jdlkeen kun seos on
tehty happamaksi, pH 1, 1N HCl-liuoksella, seosta uu-
tetaan useita kertoja eetterilld. Orgaaniset kerrokset
yhdistetddn, pestddn suolavedelld, kuivataan Na?SO4:llé
ja konsentroidaan vakuumissa. Tuote (29.7 g 6l1jy) kay-

tetddn seuraavassa vaiheessa ilman lisdpuhdistamista.

B. Boc-D-TMSal-Pro-0ONSu

Boc-D-TMSal-OH (29.7 g, 113.7 mMol) ja p-nit-
rofenoli (19.0 g, 136.3 mMol) liuotetaan EtOAc:hen.
Jiadhdytyksen 0° ldmpdtilaan jdlkeen seokseen lisdtddn
DCC (23.4 g, 113.6 mMol) ja seosta sekoitetaan 1 h ajan
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0° ldmpdtilassa ja sitten 15 h huoneenldmp&tilassa.
Sakka suodatetaan ja pestddn EtOAc:11d ja suodos kon-
sentroidaan vakuumissa. Saatu 61jy puhdistetaan flash-
kromatografisesti (9:1 heksaani/EtOAc) halutun Boc-D-
TMSal-ONp:n saamiseksi valkoisina kiteind.
Boc~-D-TMSal-ONp (51.6 g, 113.7 mMol) liuote-
taan THF:838n ja joukkoon lisd&tddn ekvivalenttiset mdi-
rdt proliinia ja Et N:d4 vesiliuoksessa. Huoneenldmps-
tilassa 20 h pitdmisen jadlkeen THF poistetaan wvakuu-
missa ja vesipitoinen jddnnds laimennetaan vedelld ja
sitten uutetaan useita kertoja EtOAc:11d. Vesikerroksen
pPH sovitetaan arvoon 3 lisdamdlld 10 % sitruunahappoa.
Saatua ©ljyistd tuotetta uutetaan useita kertoja EtO-
Ac:1lda. Yhdistetyt orgaaniset kerrokset pestddn suola-
vedelld, kuivataan Na,SO,:118 ja konsentroidaan vakuu-
missa. Varitodn 061ljy uudelleenkiteytetddn eetteri/hek-

saanista saaden dipeptidid, Boc-D-TMSal-Pro-OH:ta,

.valkoisena kiteisend yhdisteend, sp: 176°C.

Saatu dipeptidi (26.0 g, 72.5 mMol) liuotetaan
EtOAc:iin. 0° ladmpdtilaan jddhdytyksen jdlkeen liuck-
seen lisdtddn HONSu:a (9.8 g, 85.5 mMol) ja DCC:ta
(14.9 g, 72.3 mMol). Seosta sekoitetaan 3 h ajan 0°
lampodtilassa ja vield 15 h huoneenldmpdtilassa. Seos
jddhdytetddn uudelleen 0° lampdtilaan, disykloheksyy-
liurea suodatetaan pois ja pestddn useita kertoja EtO-
Ac:11d. Suodosta pestd&dn 0.1M Na,O,-vesiliuoksella ja
sitten 2 % KHSO,-vesiliuoksella.

Na,SO,:11d& kuivaamisen ja vakuumissa konsent-
roinnin jdlkeen saadaan Boc-D-TMSal-Pro-ONSu:a val-

koisena vaahtona.

C. Boc-D-TMSal-Pro-Baa-0OPin

Tdmd menetelmd8 on yhdessd astiassa tapahtuva
3-vaiheinen menetelmd, joka sisdltdd kiraalisen a-(bis-
trimetyylisilyyli)amidoboronaatin in situ muodostuksen,
kahden trimetyylisilyyliryhmdn hydrolyysin ja ndin
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mucdostuneen a-aminoboronaatin liitt&misen vaiheessa B
valmistettuun (Boc-D-TMSal-Pro-ONSu)-aktiiviseen este-
riin. Kaikki reaktiovaiheet suoritetaan argonatmosfd&d-
rissd. Kiraalinen a-klooriboronaatti ((+)-Pinaanidioli-
(S)-1-kloori-4-bromi-butaani-l-boronaatti) (1.75 g, 5.0
mMol) liuotetaan 2.5 ml THF:4dn ja lisdtdadan esijdahdy-
tettyyn (-78°) litiumheksametyylidisilatsaaniliuokseen
(5 mlI 1.0M heksaaniliuos, 5.0 mMol). -78° ldmpdtilassa
30 min sekoituksen jdlkeen liuos lammitetd&dn y6n aikana
huoneenlé@mpdtilaan. Liuos jadhdytetddn uudelleen
-78°:een ja joukkoon lisdtddn 3 mooliekvivalenttia HC1l-
dioksaaniliuosta. Seos ldammitetddn huoneenlampdtilaan
ja sitd sekoitetaan 2 h ajan tdssd lampdtilassa. Uudel-
leen -20° lampdtilaan jaahdyttamisen jadlkeen joukkoon
lisatdaédn 6 ml CHCl -liuoksessa vaiheesta B saatua ak-
tiivista esterid (2.28 g, 5.0 mMol), jonka jdlkeen 1.39
ml (10.0 mMol) trietyyliamiinia.

Seosta sekoitetaan 1 h ajan -13° lampdtilassa,
ldmmitetddn huoneenldmpbtilaan ja sekoitetaan 2 h ajan
tdssd lampdtilassa. Seos suodatetaan, suodos konsent-
roidaan vakuumissa, jddnnds laimennetaan eetterilld ja
pestddn 2N HCl-liuoksella, 5 % NaHCO,-liuoksella ja
suolavedelld. Orgaaninen kerros kuivataan Na,50,:11d ja
konsentroidaan vakuumissa. Jddnnds kiteytetddn seisot-
tamalla saaden haluttua kiraalista peptidiboronaattia

valkoisena kiteisend yhdisteend.

D. BOC-D—TMSal—Pro—NH-CH[(CH}lQL]BOPin

Boc~D-TMSal-Pro~-Baa-0OPin, vaiheen C tuote (804
mg, 1.2 mMol), liuotetaan 13 ml DMSO-liuokseen ja jouk-
koon lisdtddn natriumatsidia (156 mg, 2.4 mMol). Seosta
sekoitetaan 3 h ajan huoneenldmpdtilassa. Eetteri/jda-
vesi-seosta lisdtdidn, jolloin seoksesta saostuu vdlit-
tomdsti valkoisia kiteitd. Valkoinen sakka suodatetaan

ja sitd pestddn eetterilld saaden 0.6 g atsidia val-
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koisena kiteisend yhdisteeni.

Esimerkki 2: Boc-D-TMSal-Pro-booriOrn-0OPin

Esimerkin 1 mukainen atsidi (569 mg, 0.9 mMol)
liuotetaan 25 ml EtOAc:hen ja hydrataan 0.5 g 10 % Pd/C
ldsndollessa. 2.5 h kuluttua katalyytti poistetaan ja
liuos konsentroidaan vakuumissa saaden valkoista vaah-
toa, joka uudelleenkiteytetddn EtOAc/eetteristd, jol-
loin saadaan haluttua tuotetta valkoisena kiteisend

yhdisteend, sp: 200 - 202°, [«a] * = -11.6° (c = 0.5,
MeOH) .
Esimerkki 3: Boc~-D-TMSal-Pro-booriArg-0QPin (bent-

seenisulfonaatti)

Esimerkin 2 mukainen Boc-D-TMSal-Pro-booriOrn-
OPin (250 mg, 0.412 mMol) liuotetaan 2 ml etanoliin.
Bentseenisulfonihappoa (65.2 mg, 0.412 mMol) lis&t&&n
joukkoon. Huoneenldmpdtilassa 15 min sekoituksen jal-
keen seokseen lisdtddn syanamidia (86.6 mg, 2.06 mMol)
ja seosta kuumennetaan refluksoiden. Reaktion etenemi-
std@ seurataan RP-TLC avulla, jolloin havaitaan amiini-
ldhtOmateriaalin ninhydriinitdpldn havidminen ja tuot-
teen Sakaguchi-juovan ilmaantuminen. 7 pdivadn kuluttua
amiinia ei voida endd@ havaita ja liuos konsentroidaan
vakuumissa. Jddnnds liuotetaan MeOH-liuokseen ja kro-
matografoidaan 5 x 55 cm Sephadex LH-20 -pylvddssa
kdyttden MeOH-liuosta.

Haluttu tuote saadaan valkoisena vaahtona,
[a],® = -45.3° (c = 1, CHCL,).

Esimerkki 4: Boc—D—TMSal—Pro—NH—CH((CH}lgh)B—OPin
A, (+)-pinaanidioli-(S)-1-kloori-5-bromi-pentaani-1-

boronaatti

4-Bromi-1l-buteenin (20.8 ml, 203.3 mMol) an-
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netaan reagoida katekoliboraanin kanssa (24.4 g, 203.3
mMol) 100°C ldmpdtilassa 16 h ajan. Raakatuote tisla-
taan vakuumissa saaden 4-bromi-butaani-l-boronaattia
valkoisena kiteisend yhdisteens.

(+)-pinaanidioli (27.7 g, 163 mMol) liuotetaan
THF-liuokseen ja joukkoon lisd@tddn edelld syntetisoitu
4-bromi-butaani-1l-boronaatti (41.6 g, 163 mMol). Huo-
neenldmpotilassa 1 h pitdmisen jdlkeen THF poistetaan
vakuumissa ja jadnnds puhdistetaan flash-kromatografi-
sesti (90:10 heksaani/EtOAc) saaden (+)-pinaanidioli-4-
bromi-butaani-1-boronaattia varittémand 61jynd.

Haluttu (+)-pinaanidioli-(S)-1-kloori-5-bromi-
pentaani-l-boronaatti valmistetaan julkaisussa, Or-
ganometallics 3, 1284 (1984), esitetyn menetelmdn mu-
kaisesti. Tdtd tarkoitusta varten metyleenikloridi (9.8
ml) jd&8hdytetddn -100°C la@mpdtilaan ja joukkoon lisa-
tdan n-butyylilitiumia (71.6 ml 1.6M liuos, 114.5 mMol)
20 min aikana. -100°C ldmpdtilassa 15 min pitdmisen
jdlkeen  joukkoon lisdtddn kylmd (-78°C) (+)-pi-
naanidioli-5-bromi-pentaani-l-boronaatin (32.8 g, 104.1
mMol) THF-liuos. -100°C lampodtilassa vield 15 min pitéa-
misen jdlkeen reaktioseos ldmmitetddn huoneenldmpdti-
laan ja sitd sekoitetaan 2 h ajan tdssd lampdtilassa.
Liuotin poistetaan vakuumissa, jddnnds laimennetaan
heksaani/vedelld ja laimennosta uutetaan useita kertoja
heksaanilla. Na, SO, :118 kuivauksen ja vakuumissa liuot-
timen poiston jdlkeen saadaan (+)-pinaanidioli-(S)-1-
kloori-5-bromi-pentaani-l-boronaattia keltaisena 6ljy-
nd, joka kdytetddn seuraavassa vaiheessa ilman lisd-

puhdistamista.

B. Boc-D—TMSal—Pro-NH—CH((CHQ4Br)B—OPin

LiN(SiMe,),:n (65.2 ml 1.0M liuos, 65.2 mMol)
THF-liuos jadhdytetddn -78°C:een. Joukkoon lisdtddn
vaiheesta A saatu a-kloori-boronaatti (23.7 g, 65.2
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mMol) THF-liuoksessa. -78°C ldmpdtilassa 1 h sekoituk-
sen jdlkeen seosta sekoitetaan 15 h huoneenldmpdtilas-
sa. Tdmdn jakson jdlkeen reaktioseos jadhdytetdidn uu-
delleen -78°C:een, HCl:n dioksaaniliuos (29.8 ml 6.56N
liuos, 196 mMol) lisdtddn, liuosta sekoitetaan 45 min -
78°C:ssa ja sitten 2 h huoneenldmpdtilassa. Seos ja&h-
dytetddn -15°C:een, joukkoon lisdtddn esimerkin 1 mu-
kaisen Boc-TMSal-Pro-ONSu:n (29.7 g, 65.2 mMol) CHCI -
liuos, ennen kuin trietyyliamiini (18.1 ml, 130.4 mMol)
lisdtddn liittymisreaktion kdynnistédmiseksi. -15°C l&m-
pbtilassa 1 h sekoittamisen jdlkeen seosta sekoitetaan
2 h ajan huoneenlampdtilassa. Seos suodatetaan Hyflon
ldpi ja konsentroidaan vakuumissa. Jddnnds laimennetaan
eetteri/vedellda ja laimennosta uutetaan useita kertoja
eetterilld. Na,50,:1la kuivaamisen ja vakuumissa kon-
sentroinnin jdlkeen saadaan haluttua Boc-D-TMSal-Pro-
NH—CH((C&%)4Br)B—OPin:a,eetteri/heksaanilla.kiteytykses—

td valkoisena kiteisend yhdisteend, sp: 74°C.

C. Boc-D-TMSal-Pro-NH-CH((CH,) N )B-OPin

Vaiheesta B saatu tuote (33.3 g, 48.6 mMol)
liuotetaan DMSO-liuokseen ja joukkoon 1lisdtddn nat-
riumatsidia (6.3 g, 97.2 mMol). Seosta sekoitetaan 6 h
ajan huoneenld3mpdtilassa. Eetteri/jddvettd lisdtdan ja
seosta uutetaan useita kertoja eetterilld. Na;ﬂ%:llé
kuivaamisen ja vakuumissa konsentroinnin jdlkeen saatu
81jy kiteytetddn saaden Boc-D-TMSal-Pro-NH-CH( (CH,) N,)B-
Pin:d valkoisena kiteisend yhdisteend, sp.:69-70°C; a
= -74.4° (c = 1.0, MeOH).

Esimerkki 5: Boc-D-TMSal-Pro-boorilLys-OPin

Esimerkin 4 mukainen atsidi (22.0 g, 34.0
mMol) liuotetaan EtOAc:hen ja hydrataan 4.0 g 10 %
Pd/C:n ldsndollessa. Katalyytti poistetaan 9 h kuluttua

ja liuos konsentroidaan vakuumissa. Saatu vaahto liuo-
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tetaan EtCAc:hen ja kiteytetddn saaden haluttua Boc-D-
TMSal-Pro-booriLys-OPin:d valkoisina kiteini, sp.: 128-
129°C; a, = -59.6° (c = 1.0, MeOH).

Esimerkki 6: Boc-D-TMSal-Pro-booriHArg-OPin (bent-

seenisulfonaatti)

Esimerkin 5 mukainen Boc-D-TMSal-Pro-booriLys-
OPin:n bentseenisulfonaatti (800 mg, 1.03 mMol) liuote-
taan etanoliin. Joukkoon lisdtddn syanamidia (210 mg,
5.0 mMol) ja seosta kuumennetaan refluksoiden. Reaktion
etenemistd seurataan RP-TLC:n avulla, jolloin havaitaan
amiinildhtOmateriaalin ninhydriinitdpldn h&dvidminen ja
tuotteen Sakaguchi-juovan ilmaantuminen. 7 pdivédn ku-
luttua amiinia ei voida endd havaita ja liuos konsent-
roidaan vakuumissa. Jddnnds liuotetaan MeQOH-liuokseen
ja kromatografoidaan 5 x 55 cm Sephadex LH-20 -pylvads-
sd MeOH-liuoksella. '

Haluttu tuote saadaan valkoisena vaahtona, «a
= -40.8° (¢ = 0.5, CHLCL)).

Esimerkit 7 - 29:

Esimerkeissd 1-6 esitettyjen menetelmien
kanssa analogisesti voidaan valmistaa yhdisteita, joil-

la on kaava,

Q,

/
W-NH-CH-CO-AA-N--CH-B
| | \

Rll R4 RS' Q2

jossa R,, R', R, Q + Q ja AA on mddritelty seuraa-

vassa taulukon I mukaisesti
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TAULUKKO I

Ex ¥ R, Ry Rg’ Q;+Q,  AA [«]p2° ¢  Liuotin
Boc ¢) H -(CH; )3-NH; é) Pro -27,8° 0,5 EtOH
8 Boc ¢) H ~(CHy );NHC(NH)NH, a) Pro -75,0° 1,0 CH,Cl,
v Boc e) H ~(CH; ) 4Ny a) Pro -64,7° 0,51 CH,Cl,
10 Boc e} H -(CH; ), S1iMe; a) Pro -57,0° 0,5 CH,Cl,
11 Boc d) H ~-(CHy),SiMe; a) Pro -59,3° 1,0 CH,Cl,
12 Ac <) H  -(CH,);NHC(NH)NH, a) Pro  -80,2° 0,5 CH,Cl,
13 Boc e) H  -(CH,);NHC(NH)NH, a) Pro  -42,3° 0,5 CH,Cl,
14 Boc ¢) H -(CH,),NHC(NH)NH, a) Pro -18,8° 0,5 EtOH
15 Boc e) H -(CH, ) NHC(NH)NH, a) Pro -61,7° 0,41 CH,Cl,
16 Boc e) H -(CH; ) 4NH, a) Pro  -52,4° 0,54 CH,Cl,
17 Boc d) H  -(CH,);NHC(NH)NH: b) Pro -35,8° 1,0 EtOAc
18 Boc e) H ~(CHy )3 =NH; a) Pro  -10,0° 0,5 CH,Cl,
19 Boc d) H  -(CH,);NHC(NH)NH, b) Gly + 8,8° 0,5 EtOAc
20 Ac ¢) H  -(CHy);-NH, a) Pro -78,6° 0,75 CH,Cl,
21 Boc e) H -(CH; )3 -~NH, b) Gly -4,4° 0,5 CH,Cl,
22 Boc £) B —(CHy)3-Nj 2) Pro  -76,0° 0,5 CH,Cl,
23 Boc f) H -(CH,)3-NH; a) Pro -25,4° 0,5 CH,Cl,
24 Boc f) H  —(CHy);NHC(NH)NH, a) Pro -34,8° 0,5 CH,Cl,
25 Boc d) H ~(CH;)(NHC(NH)NH, a) Gly -14,7° 1,0 MeOH
26 Boc d) H - (CH; ) 4 NH; 2) Gly -30,6 0,5 EtOH
27 Boc d) H  -(CH;)NH; a) Asp  -18,4° 0,5 HeOH
28 H d) H  -(CHp)3NH a) Pro -53,6 0,32 MeOH
29 Boc d) H  -(CHy),0C;Hs 2) Pro  -34,2 0,5 HMeOH

Esimerkki 30:

A.

(+)—Pinaanidioli—(S)-1—kloori—4—metoksi-butaani—1—

Boc-D-TMSal-Pro-booriMpg-OPin

boronaatti

3-metoksi-1l-propeenin (6.0 g, 83.3 mMol) an-
netaan reagoida katekoliboraanin kanssa (10.0 g, 83.3
mMol) 100°C ldmpétilassa 24 h ajan. Raakatuote tisla-

taan vakuumissa saaden 3-metoksi-propaani-l-boronaattia
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varittdmdnd S1ljyni.

(+)-pinaanidioli (10.6 g, 62.5 g mMol) liuo-
tetaan THF-liuokseen ja joukkoon lisdtddn edelld syn-
tetisoitu 3-metoksi-propaani-1l-boronaatti (12.0 g, 62.5
mMol). Huoneenldmpdtilassa 1lh pitdmisen jidlkeen THF
poistetaan vakuumissa ja jddnnds puhdistetaan flash-
kromatografisesti (80:20 heksaani/EtOAc) saaden (+)-
pinaanidioli-3-metoksi-propaani-l-boronaattia varittd-
mand Sljyné.

Haluttu (+)-pinaanidioli-(S)-1-kloori-4-me-
toksi-butaani~l-boronaatti valmistetaan julkaisussa,
Organometallics 3, 1284 (1984), kuvatun menetelmdn
mukaisesti. T&td8 tarkoitusta varten metyleenikloridin
(2.2 ml) THF-liuos jddhdytetddn -100°C:een ja joukkoon
lisdtddn n-butyylilitiumia (13.8 ml 1.6M liuos, 22.0
mMol) 20 min aikana. -100°C lampodtilassa 15 min pita-
misen jdlkeeen joukkoon 1lis&dtddn (+)-pinaanidioli-3-
metoksi-propaani-l-borohaatin (5.04 g, 20 mMol) THF-
liuos, jonka jdlkeen lisdtddn vedetSntd ZnCl,:ta (1.42
g, 10.0 mMol). -100°C ldmpdtilassa vield 15 min pitd-
misen jdlkeen reaktioseos l&mmitetddn huoneenldmpoti-
laan ja sitd sekoitetaan 2 h ajan tdssd lampotilassa.
Liuotin poistetaan vakuumissa, jddnn6s laimennetaan
eetterilld ja sitd pestddn vedelld. Orgaaninen kerros
kuivataan NaYSO4:llé ja konsentroidaan saaden 0O1ljyd,
joka puhdistetaan flash-kromatografisesti (9:1 heksaa-
ni/EtOAc) saaden haluttua (+)-pinaanidioli-(S)-1l-kloo-
ri-4-metoksi-butaani-l-boronaattia varittdmédnd &ljyna.

B. Boc-D-TMSal-Pro-booriMpg-OPin

LiN(SiMe,) :n (5 ml 1.0M liuos, 5.0 mMol) THF-
liuos jddhdytetddn -78°C:een. Joukkoon lisdtddn vaiheen
A mukaista a-kloori-boronaatin (1.53 g, 5,0 mMol) THF-
liuvosta. -78°C lampdtilassa 1 h sekoituksen jédlkeen
seosta sekoitetaan 15 h huoneenldmpdtilassa. T&aman
aikajakson jdlkeen reaktioseos jddhdytetddn uudelleen
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-78°C:een, Jjoukkoon 1lis#tddn HCl:n dioksaaniliuosta
(2.7 ml 5.65N liuos, 15.0 mMol), liuosta sekoitetaan 30
min ajan -78°C:ssa ja sitten 2 h huoneenlimpbtilassa.
Seos jddhdytetddn -15°C:een, joukkoon lisdtddn esimer-
kin 1 mukaisen Boc-TMSal-Pro-ONSu:n (2.28 g, 5.0 mMol)
CH,Cl,~liuos, ennen kuin trietyyliamiini (1.39 ml, 10.0
mMol) lisdtdan 1liittymisreaktion kdynnistdmiseksi.
-15°C laémpodtilassa 1 h sekoittamisen jdlkeen seosta
sekoitetaan 2 h ajan huoneenl&mpdtilassa. Seos suoda-
tetaan Hyflon ldpi ja konsentroidaan vakuumissa. Jdan-
nds laimennetaan EtOAc:11d ja laimennosta pestddn 0.2N
HCL-liuoksella, 5 % NaHCO,-liuoksella ja lopuksi suo-
lavedelld. Liuottimen poiston jd@lkeen saadaan 08ljyd,
joka puhdistetaan flash-kromatografisesti (EtOAc) saa-
den Boc-D-TMSal-Pro-booriMpg-OPin:a valkoisena vaah-
tona, a, = -48.8° (¢ = 0.25, CHCIl,)).

Esimerkki 31: Boc-D-{p-(TBDPS-O)metyyli)Phal-Pro-boo-
riorn-OPin

A. Boc-D-(p-((1l,1-dimetyylietyyli)difenyyli-silyyli)ok-
si)metyylifenyylialaniini

Substraatin atsidoryhmdn selektiivisesti pel-
kistdmiseksi SnCl,:n (3.12 g, 16.5 mMol) ja CHCl,;:n
suspensioon lis#tddn tiofenolia (7.27 g, 66.0 mMol).
Joukkoon lis&#tdidn trietyyliamiinia (6.8 ml, 49.5 mMol),
jolloin saadaan keltainen liuos. Boc-anhydridi (4.8 g,
22.0 mMol) lisdt#&n ennen (3 (2S), 4S-3-(2-atsido-3-(p-
((1,l—dimetyyli)difenyyli—silyyli)oksi—metyyli)fenyyli—
1—okso—propyyli)—4—(fenyylimetyyli)—2-oksatsolidinonin
(%de>95; 6.8 g, 11.0 mMol), joka on valmistettu jul-
kaisussa, J. Am. Chem. Soc. 109 6881 (1987), kuvatun
menetelmdn mukaisesti, CHgﬂj—liuoksen lisddmistd. Huo-
neenlidmpdtilassa 2.5 h sekoittamisen jdlkeen seos lai-
mennetaan EtOAc/2N NaOH-liuoksella ja suodatetaan Hyf-
lolla. Orgaanista kerrosta pestddn 2 % NaHSO,-vesiliuok-
sella, 5 % NaHCO,-vesiliuoksella ja lopuksi suolavedel-
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14. Na,SO,:11& kuivauksen ja vakuumissa konsentroinnin
jdlkeen saatu keltainen ©ljy puhdistetaan flash-kroma-
tografisesti saaden (3(2S),48)-3-(2-(((tert-butyyliok-
si)karbonyyli)amino)—3—(p—(((l,l—dimetyylietyyli)di—
fenyyli-silyyli)oksi)metyyli)fenyyli-1-oksopropyyli)-4-
(fenyylimetyyli)-2-oksatsolidinonia valkoisena vaahto-
na. Tdmd yhdiste (2.0 g, 2.88 mMol) liuotetaan THF/ve-
teen ja hydrolysoidaan in situ muodostetulla LiOOH:1lla
(5.76 mMol) 0°C lampdtilassa. 0°C ldampodtilassa 1.75 h
pitamisen jdlkeen joukkoon lisdtddn Na,SO,:n (1.25 gq,
9.9 mMol) vesiliuosta. THF poistetaan vakuumissa, jd&n-
noksen pH sovitetaan arvoon 1-2 ja seosta uutetaan 3
kertaa EtOAc:11ld. Yhdistettyjd orgaanisia kerroksia
pestddn vedelld, kuivataan Na,SO,:114 ja ne konsentroi-
daan vakuumissa. Heksaani/eetteristd kiteytyksen jal-
keen saadaan oksatsolidinonia valkoisina kiteind. Suo-
dos konsentroidaan vakuumissa saaden haluttua otsikon

mukaista yhdistefté valkoisena vaahtona.

B. Boc-D-(p-(((1l,1-dimetyylietyyli)difenyyli-silyy-
li)oksi)-metyyli)-fenyylialaniini-Pro-ONSu

Vaiheen A otsikon mukaisen yhdisteen (1.6 g,
2.88 mMol) ja p-nitrofenolin (0.43 g, 3.12 mMol) EtOAcC-
seokseen lisdtddn 0°C ldmpbtilassa DCC:td (0.59 g, 2.88
mMol). Reaktioseosta sekoitetaan 16 h ajan huoneenlém-
pétilassa. 0°C ldmpotilaan jddhdyttémisen jdlkeen sakka
suodatetaan ja sitd pestddn kylmd@lld EtOAc:1lld. Suodos
konsentroidaan vakuumissa. Saatu (Boc-D-(p-TBDPS-0-Me)-
Phal-ONp)-81jy kdytetddn seuraavassa vaiheessa ilman
lisdpuhdistamista.

Boc-D- (p-TBDPS-0O-Me)-Phal-ONp (2.2 g, 2.88
mMol) liuotetaan THF-liuokseen joukkoon lisdtdén L-
proliinin (365 mg, 3.17 mMol) ja Et,N:n (0.88 ml, 6.33
mMol) vesiliuos. Huoneenldmpdtilassa 15 h pitdmisen
jdlkeen THF poistetaan vakuumissa. pH sovitetaan arvoon

3 lisddmdlld 10 % sitruunahappoa. Saatua 6ljyistd tuo-
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tetta uutetaan useita kertoja EtOAc:114. Yhdistettyja
orgaanisia kerroksia pestddan suolavedelld, kuivataan
Na,S0,:11a ja ne konsentroidaan vakuumissa. Vdritén 61jy
puhdistetaan flash-kromatografisesti (9:1 CHC1l,/EtOH p-
nitrofenolin eluoimiseksi, sitten 80:20 CHCl,/EtOH)
saaden Boc-D~(p-TBDPS-0-Me)-Phal-Pro-OH valkoisena
vaahtona.

Tdmd dipeptidi (1.3 g, 2.06 mMol) 1liuotetaan
EtOAc:hen. 0°C l&mpotilaan jddhdytyksen jdlkeen jouk-
koon lisdtddn HONSu:a (220 mg, 2.47 mMol) ja DCC:ta
(330 mg, 2.06 mMol). Seos Jjddhdytetddn uudelleen
0°C:een, disykloheksyyliurea suodatetaan pois ja sakkaa
pestdin useita kertoja kylmdlld EtOAc:lld. Suodosta
pestdédn 0.1M Na CO,-vesiliuoksella, 8 % NaHSO,-vesiliuok-
sella ja sitten suolavedelld. Na,SO,:11d kuivauksen ja
vakuumissa konsentroinnin jdlkeen saadaan otsikon mu-
kaista yhdistettd, Boc-D-(p-TBDPS-0O-Me)-Phal-Pro-ONSu:-
a, valkoisena vaahtona. '

C. Boc-D-(p-TBDPS-0O-Me)-Phal-Pro-Baa-OPin

Otsikon mukaista yhdistettd saadaan kadyttd-
milli analogista yhdessd astiassa tapahtuvaa 3-vai-
heista menetelmdd, kuin on kuvattu esimerkissa 1/C Boc-
D-TMSal-Pro-Baa-OPin:n valmistamiseksi. Siten a-amino-
pboronaattividlituotteen, joka saadaan kiraalisen a-kloo-
ri-boronaatin ((+)—pinaanidioli—(S)—l—kloori-4—bromi—
butaani-l-boronaatti) (659 mg, 2.0 mMol) ja LiN(Si-
Me,),:n (2.0 mMol) reaktiosta ja hydrolyysisté HC1l:114,
annetaan reagoida vaiheesta B saadun aktiivisen esterin
(1.45 g, 2.0 mMol) kanssa Et,N:n (4.0 mMol) ldsndollessa
otsikon mukaisen yhdisteen saamiseksi, joka puhdiste-
taan flash-kromatografisesti (1:1 heksaani/EtOAc) .

D. Boc—D—(p-TBDPS-O—Me)—Phal—Pro—booriOrn—OPin

Vaiheesta C saatu tuote (680 mg, 0.72 mMol)
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liuotetaan DMSO-liuokseen ja joukkoon 1lisit#En nat-
riumatsidia (94 mg, 1.44 mMol). Seosta sekoitetaan 4 h
ajan huoneenldmpdtilassa. Seokseen lisitdin eette-
ri/jddvettd, jolloin seoksesta saostuu vdlittSmisti
valkoisia kiteitd. Valkoinen sakka suodatetaan pois ja
sitd pestddn vedelld saaden Boc-D-(p-TBDPS-O-Me)-Phal-
Pro-NH-CH( (CH,),N,)B-OPin:d valkoisena kiteisend yhdis-
teend.

Tamda atsidi (272 mg, 0.3 mMol) 1liuotetaan
EtOAc:hen ja hydrataan Lindlar-katalyytin ldsndollessa.
Katalyytti poistetaan 8 h kuluttua ja liuos konsentroi-
daan vakuumissa. Raakatuote puhdistetaan flash-kromato-
grafisesti (EtOAc, sitten EtOH) saaden haluttua otsikon
mukaista yhdistettd valkoisena vaahtona, a, = -32.4° (c
= 0.25, MeOH).

Esimerkki 32: Boc-D~(p-OH-Me)-Phal-Pro-booriOrn-OPin

Esimerkin 31 mukainen boori-ornitiini (132 mqg,
0.15 mMol) 1liuotetaan THF-liuokseen ja sen annetaan
reagoida n-Bu NF:n (0.3 ml 1.1M liuvos, 0.3 mMol) kanssa.
Huoneenldmpdtilassa 45 min pité@misen j&dlkeen seokseen
lisdtddn jadvettd ja saatua seosta uutetaan useita
kertoja EtOAc:114. Yhdistetyt orgaaniset kerrokset
kuivataan NaSO :114 ja konsentroidaan vakuumissa. Saatu
6ljy puhdistetaan lyhytkromatografisesti (EtOAc, sitten
EtOH) saaden otsikon mukaista yhdistettd valkoisena
vaahtona, a = ~34.0°C (¢ = 0.1, MeOH).

Esimerkki 33: Boc-D-TMS-al-Adgly-booriPro-0OPin
A. L-l1-Adamantyyliglysiini

(3(2S),4S)-3-(2-atsido-2-adamant-1-yyli-1-
oksoetyyli)-4-(fenyylimetyyli)-2-oksatsolidoni (% de >
95; 9.86 g, 25.0 mMol), joka valmistetaan julkaisussa,
J.Am. Chem. Soc. 109, 6881 (1987), esitetyn menetelmdn
mukaisesti, liuotetaan 320 ml THF/HO-seokseen (3:1),
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jddhdytetddn 0°C:een, seostetaan 4 ekvivalentin vety-
peroksidia ja 2.0 ekvivalentin LiOH:n kanssa. Saatua
seosta sekoitetaan 0°C ldmpStilassa kunnes substraatti
on kulutettu (30 min) ja peroksidi (perkarboksylaatti)
sammutetaan 0°C:ssa 1.5N Na SO,-vesiliuoksen 10 % yli-
madrdlld. NaHCO,-vesiliuoksella (pH 9-10) puskuroinnin
jdlkeen seosta uutetaan useita kertoja EtOAc:114 yli-
mddrdisen kiraalisen oksatsolidinonin poistamiseksi.
Karboksyylihappotuote eristet&dn happamaksi tehdyn (pH
1-2) vesifaasin EtOAc-uutolla, Na,SO,~kuivauksella ja
vakuumissa konsentroinnilla. Haluttu (S)-atsido-ada-
mant-1l-yyli-etikkahappo eristetddn valkoisina kiteind
(5.29 g) ja se kdytetddn seuraavassa vaiheessa ilman
lisdpuhdistamista. 2(S)-atsido-adamant-1l-yylietikkahap-
po (5.29 g, 22.5 mMol) liuotetaan 110 ml EtOH- ja 11.3
ml 2N HCl-liuokseen ja hydrataan 0.7 g 10 % Pd/C:n
l4sndollessa. Katalyytti poistetaan 2.5 h kuluttua ja
liuos konsentroidaan vakuumissa saaden haluttua amino-’
happoa hydrokloridisuolan muodossa. Saatu hydrokloridi
suspendoidaan 40 ml HOhon ja sitd kdsitellddn 1.9 g
kiintedlld NaHCO,:1la. Saatu aminohappo suodatetaan pois
ja sitd pestddn useita kertoja vedelld. Vakuumissa
kuivauksen jdlkeen saadaan L-1l-adamantyyli-glysiinid

valkoisena kiteisend yhdisteend, [a]*’ = +3.0 (c = 1.0,

MeOH) .

B. Boc-D-TMSal-Adgly-ONSu

Esimerkin 1 mukainen Boc-D-TMSal-ONp (7.71 g,
20.2 mMol) liuotetaan THF-liuokseen joukkoon lis&t&ddn
ekvimolaariset mddrdt l-adamantyyli-glysiinid jaINGN:éé
vesiliuoksessa. HuoneenlidmpStilassa 20 h sekoituksen
jdlkeen THF poistetaan vakuumissa ja vesipitoinen jaan-
nés laimennetaan 150 ml 0.1N HCl-liuoksella ja sitten
liuosta uutetaan useita kertoja EtOAc:11&. Yhdistettyjd
orgaanisia kerroksia pestddn suolavedelld, kuivataan
Na,S50,:114 ja konsentroidaan vakuumissa. Oljyinen tuote



10

15

20

25

30

35

32

kromatografoidaan silikageelilli (CH,Cl)) saaden dipep-
tidid, Boc-D-TMSal-Adgly-OH:ta, &ljyn muodossa. Boc-D-
TMSal-Adgly-OH (6.9 g, 15.2 mMol) 1liuotetaan 80 ml
EtOAc:iin. 0°C:een jddhdytyksen jdlkeen joukkoon lisa-
tddn HONSu:a (2.1 g, 18,0 mMol) ja DCC:td (3.1 g, 15.2
mMol). Seosta sekoitetaan 3 h ajan 0°C ldmp&tilassa ja
sitten vield 15 h huoneenlédmpdtilassa. Seos jddhdyte-
tddn uudelleen 0°C:een, disykloheksyyliurea suodatetaan
pois ja sitd pestddn EtOAc:11d. Suodosta pestddn 0.1M
NaHCO,-vesiliuoksella ja sitten 2 % KHSO,-vesiliuoksel-
la. Na,SO,:11& kuivauksen ja vakuumissa konsentroinnin
jadlkeen saadaan Boc-D-TMSal-Adgly-OnSu:a (7.2 g) val-
koisena vaahtona.

C. Boc-D-TMSal-Adgly-booriPro-OPin

Otsikon mukainen yhdiste saadaan kdyttdmdlléd
analogista yhdessé astiassa tapahtuvaa 3-vaiheista
menetelmidd, kuin on kuvattu esimerkissd 1/C Boc-D-
TMSal-Pro-Baa-OPin:n valmistamiseksi. Steerisesti es-
tyneen vaiheen B mukaisen aktiivisen esterin (2.7 g,
5.0 mMol) alhaisesta reaktiivisyydestd johtuen a-ami-
noboronaattivdlituote, joka saadaan kiraalisen a-kloo-
riboronaatin ((+)-pinaanidioli-(S)~1l-kloori-4-bromi-
butaani-l-boronaatti) (1.7 g, 5.0 mMol) ja litiumhek-
sametyylidisilatsaanin (5.0 mMol) reaktiosta ja hydro-
lyysistd HCl:d84 k&dyttden, syklataan booriproliinijoh-
dannaiseksi, joka sitten reagoi vaiheesta B saadun
aktiivisen esterin kanssa, jolloin saadaan odottamatto-
masti Boc-D-TMSal-Adgly-booriPro-OPin:d pddasiallisena
tuotteena. Raakatuotteen flash-kromatografia (2:1 hek-
saani/EtOAc) tuottaa otsikon mukaista yhdistettd (0.48
g) valkoisena vaahtona, joka puhdistetaan edelleen
uudelleenkiteyttdmidllid eetteri/heksaanista saaden ha-
luttua Boc-D-TMSal-Adgly-booriPro-OPin-tuotetta val-
koisena kiteisend yhdisteend.
sp.: 187-188°C, [a] * = +2.8° (c = 1.0, CHCL).
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PATENTTIVAATIMUKSET
1. Menetelma kaavan I mukaisen yhdisteen val-

mistamiseksi,

Ql
* - /
W-Y-N-CH-B (1)
| \
R, R, Q,

jossa W on vety tai N-suojaava ryhma;

Y on kahden aminohapon sekvenssi, joista N-terminaali-
nen aminohappo on ei-luonnollinen kaavan II mukainen
aminohappo

(11)

jossa Ryy on ryhma, jolla on kaava (c), (d), (e), (f),
(g), (h) tai (1)

@@ RmRER vt
CHj 2

e)

-

c) d)

~CH,-C(CH3 )3
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ja toinen aminohappo on L-proliini;
Q, ja Q, ovat -OH, tai Q; ja Q, muodostavat yhdessa kaa-
van (a) mukaisen ryhman;

-0
(a)

Ry, on vety tai Cy_jgalkyyli;
Ry on ryhma -A-X, jossa A on -(CH;),-, jossa z on 2,3,4

tai 5 ’ —CH(CH3)—(CH2 ) 2—,‘ —CHZ—CH(CH3 )—CHZ; —(CHZ ) 2=
CH(CH3)—; —(CHz)Z—C(CH3)2—,’ *CH(CH3)—(CH2)3—; ~CHy—-
CH(CH3)—(CH;3)2; —~CH,-CH,~CH(CH5)-CH,; (CH,)3-CH(CHj3)-

tai —(CH2)3—C(CH3)2 ja
X on -NH;, -NH-C(NH)-NH,, -S-C(NH)-NH,, -N3, Cy_jalkoksi
tai Si(CHj3)3;

tunnettu siita, etta

i) kun X on -NH-C(NH)-NH», kaavan I mukaisen yhdisteen,
jossa X on -NH,, annetaan reagoida syanamidin kanssa,
ii) kun X on -NH;, hydrataan kaavan I mukainen yhdiste,
jossa X on -Nj;

iii) kun X on -N;, kaavan VI mukaisen yhdisteen,
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W —-YY - NH — CH — B (V1)
| \
Ry Q:

jossa W, Y, Q; ja Q; ovat kuten edelld on maaritelty ja
Ry on —A-Br, jolloin A on kuten edelld on midaritelty,
annetaan reagoida natriumatsidin kanssa;

iv) kun X on -Si(CH3)3 tai O-alkyyli, kaavan VII mukai-

sen yhdisteen,

Cl -CH - B (VII)

jossa Q; ja Q; ovat kuten edelld on madritelty ja Ry3 on
—A-O-alkyyli tai -A-Si(CH3)3, annetaan reagoida LiN[Si(-
CH3)3], kanssa, jonka jalkeen suoritetaan happohydrolyy-
si ja liittaminen suojattuun peptidiin, jolla on kaava
VIII,

VIII
V-Y-0-N (VIII)

jossa W ja Y ovat kuten edella on maaritelty.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, etta W on H(CH,CH,0) -, RgCO-,
R;0CO- tai RgS0O,-, jossa
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P
i+

(9]
[}

3 - 30

C;_zalkyyli

Rs= Cy_galkyyli, fenyyli, bentsyyli tai naftyyli; ja

Rg

fenyyli, naftyyli tai Cy_jalkyylifenyyli.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma
kaavan III, IV tai V mukaisen yhdisteen valmistamiseksi

KAAVAT III, IV ja Vv

0
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E 0 & “/ A
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III
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