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Témd keksintd koskee syklisid peptidijohdannaisia, jotka ovat kdyt-
t8kelpoisia veren hyytymist¥ estdvii aineita ja joilla on kaava

co _—AS —-As —-—-NR1'

—o —
X-A1-Ar-A3 - N(R1)-C-R L R'-C-CO - Ag-Ag-A1g-Y

Alkq B Alky

jossa X on aminoterminaalinen tdhde, joka on vety, 1 tai 2 alkyy-
liryhmdd, 1 tai 2 asyyliryhm#i, karbobentsyylioksi tai t-butyyli-
oksikarbonyyli; A, on sidos tai peptidi, jossa on 1-5 aminohappo-
tihdetty; A, on Phe, SubPhe, pA-(2- ja 3-tienyyli)alaniini, MH=(2-
ja 3-furanyyli)alaniini, p-(2-, 3- ja 4-pyridyyli)alaniini,

P~ (bentsotienyl-2~ ja 3-yyli)alaniini, fB-(1- ja 2-naftyyli)-
alaniini, Tyr tai Trp; A3 on Glu tai Asp; As on Ile, Val, Leu, Nle
tai Thr; A6 on Pro, Hyp, 3,4-dehydroPro, tiatsolidiini-4-karboksy-
laatti, Sar, NMePgl tai aminochappo, jolla on D-konfiguraatio;

Ag on Glu tai Asp; A9 on lipofiilinen aminohappo, joka on Tyr,
Tyr(SO3H], Trp, Phe, Leu, Nle, Ile, Val, His tai Pro tai se on
dipeptidi, jossa on ainakin yksi n¥isti lipofiilisist¥ aminohapois-
ta; A1o on sidos tai peptidifragmentti, jossa on 1-5 aminohappo-
téhdettd; Y on karboksiterminaalinen tihde, joka on OH, alkoksi,
amino, mono- tai dialkyylill3 substituoitu amino tai bentsyyli-
amino; R, R', R, ja Rl' ovat kukin vety tai alkyyli, B on -S-,
-S$~8~ tai -S-A1k3-s—; Alkl, Alk2 ja Alk3 ovat kukin metyleeni-

tai etyleeni; ja "D" ja "L" ilmaisevat, ett¥ osoitetun hiilen

stereokemia vastaa D-kysteiinin ja L-kysteiinin stereokemiaa.



Uppfinningen avser cykliska peptidderivat, vilka dr anvidndbara

som antikoaguleringsmedel och har formeln

€O — As — Ag — NRy'

| —o
X-A1-A3-Az - N(R1)-C-R t R'-C-CO - Ag-Ag-At0-Y

Alky —B Alka

vari X 8r en aminoterminal rest som valts bland vite, en eller
tvd alkylgrupper, en eller tvd acylgrupper, karbobensyloxi eller
t-butyloxikarbonyl; A1 %r en bindning eller en peptid, vilken
innehdller 1-5 aminosyrarester; Az dr Phe, SubPhe, ﬁ -(2- och
3-tienyl)alanin, p-(Z- nch 3-furanyl)alanin, B3 -(2-, 3- och
4-pyridyl)alanin, /S-Ibensotienyl-2- och 3-yl)alanin, A -(1- och
2-naftyl)alanin, Tyr eller Trp; A3 dr Glu eller Asp; AS 4r Ile,
val, Leu, Nle eller Thr; A6 4r Pro, Hyp, 3,4-dehydroPro, tiazolidin-
4-karboxylat, Sar, NMePgl eller en aminosyra med D-konfiguration;
Ag 4r Glu eller Asp; A9 8r en lipofil aminosyra vald bland Tyr,
Tyr(SOJH), Trp, Phe, Leu, Nle, Ile, Val, His och Pro eller
bildar en dipeptid som innehdller Atminstone en av dessa amino-
syror, A, 4r en bindning eller ett peptidfragment som innehdl-
ler 1-5 aminosyrarester, Y 8r en karboxiterminal rest vald bland
OH, alkoxi, amino, med mono- eller di-alkyl substituerad amino
eller bensylamino, R, R', R, och R,' dr var och en vite eller
alkyl, B dr -S-, -5-S- eller -S-Alk3-s-, A1k1, A1k2 och Alk3

ir var och en metylen eller etylen, och "D" och "L" anger att
stereokemin hos den indikerade kolatomen motsvarar stereockemin
hos D-cystein och L-cystein.
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Mentelmd syklisten veren hyytymisti estdvien hirudiinin
peptidijohdannaisten valmistamiseksi

Tamd keksintd koskee uusien syklisten peptidien
valmistamiseksi, jotka ovat kdyttdkelpoisia veren hyyty-
mistd estdvid aineita (antikoagulantteina).

Veren hyytymistd est8vdt aineet ovat kiyttskelpoi-
sia terapeuttisia aineita esimerkiksi akuutin syvdn las-
kimotukoksen, keuhkoveritulpan, raajojen akuuttien valti-
motukosten, syd#ninfarktin ja sairauden, jossa veri hyy-
tyy useassa elimist6n kohdassa yht#aikaa (DIC), farmako-
logisessa hoidossa. Antikoagulanttien ennaltaehk#disevidn
antamisen uskotaan estdvdn veritulpan uusiutumisen poti-
lailla, joilla on reumaattinen tai verisuonten kalkkiutu-
misesta johtuva syd#nsairaus, ja estdvén kirurgian yhtey-
dessd tiettyjd, veren hyytymisestd muodostuvien tulppien
aiheuttamia komplikaatioita. Veren hyytymist# estdvien
aineiden antaminen on myts ollut aiheellista sepelvalti-
mon ja aivoverisuonien sairauksien hoidossa. Valtimotu-
kos, erityisesti syddénlihasta ja aivoja ravitsevissa val-
timoissa, on huomattava kuoleman aiheuttaja.

Hirudiini on 65 aminohappot#hdetts sis#ltdvid poly-
peptidi, joka on eristetty verijuotikkaiden sylkirauha-
sista. Se on veren hyytymistd estdvd aine ja trombiinin
spesifinen estdjd. Verijuotikasuutteista eristetyn hiru-
diinin, vaikka se onkin melko tehokasta, kliininen k&yttd
ndyttdd epdtodenndkdiseltd, koska sitd on vdhsdn, se on
kallista ja aiheuttaa allergisia reaktioita niin kuin ta-
vallisesti minkd tahansa t4m#n kokoisen vieraan proteii-
nin antaminen.

Hakijat ovat ldytdneet hirudiinistid tarkoin maara-
tyn alueen, joka saa aikaan, ainakin osaksi, sen veren
hyytymistd estdvidn vaikutuksen. Tdmi3 alue on syntetisoitu
kemiallisesti ja erdat sen syklisistd analogeista n&yttd-
vat sitoutuvan trombiinin tunnistamiskohtaan, mutta eivit
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entsymaattiseen pilkkomiskohtaan, joka on avaruudellises-
ti erillsd8n. Synteettisten peptidien sitoutuminen kil-
paillen (kompetitiivisesti) est#s fibrinogeenin sitoutu-
misen trombiinin tunnistamiskohtaan, mik# on edellytys
fibriinin tuotannolle ja hyytym#n muodostumiselle. T&#m&n
keksinndn peptideilld on merkittdvid veren hyytymisti es-
tdvdd vaikutusta, ja niiden ep#tavallinen kyky sitoutua
trombiinin tunnistamiskohtaan ilman, etti ne sitoutuvat
sen pilkkomiskohtaan, saattaa antaa tieteellisesti mie-
lenkiintoisen ja terapeuttisesti merkittdvidn avun veren
hyytymistd estdvdin hoitoon.

Té&md keksintd koskee hirudiinin johdannaisten val-
mistamista, joilla on rakennekaavat A, B tai C:

A €O — As — Ag —— NR¢’
X-A1-A2-A3 — N(R1)-C-R L R’-C-CO - Ag-Ag-A1p-Y
Alkq B Alky
B. CO — As — Ag — NRy'
X-A1-A2-A3 — N(R1)-C-R R’-C-CO - Ag-Ag-A10-Y
| |
Alk4 Alka
| I
B B
I |
Alkz Alk4q
=L  p—
Y-A19-Ag-Ag —CO-C-R R-C-N(R1) — A3-Az-A1-X

NRy — Ag — A5 —CO ..
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C. CO — As — Ag — NR¢’
7D | —
X-A1-A2-A3 — N(R1)-C-R R'-C-CO - Ag-Ag-A10-Y
| |
Alkq Alk3
| |
B B
I |
Alk4 Alkz
I“ D L"—\\l
X-A1-A2-A3 — N(R¢)-C-R R'-C-CO — Ag-Ag-A10-Y
I I
CO —— As — Ag — NRy¢’
jossa

X on aminoterminaalinen t#hde, joka valitaan ve-

dystd, 1l:std

6:een hiiliatomia sis#ltdvdstd, yhdestd tai

kahdesta alkyyliryhméstd, 2:sta 10:een hiiliatomia sis&dl-
tdvéstd, yhdestd tali kahdesta asyyliryhmdstd, karbobent-

syylioksista
A, on
A, on
A, on
A, on
A, on
A; on

A, on

tai t-butyylioksikarbonyylisté:;
sidos tai Gly-Asp:;

Phe;

Glu;

Ile;

Pro;

Glu;

Tyr-Leu;

A, on sidos tai Gln;
Y on karboksiterminaalainen t&hde, joka valitaan

OH:sta, (C, )-alkoksista, aminosta, mono- tai di-~(C,_,)-

alkyylilla substituoidusta aminosta tai bentsyyliaminos-

ta;

R, R',

R, ja R,' valitaan jokainen vedystd tai

(C,..)-alkyyliryhméstd;
B valitaan -S-:std, -S-S-:std tal S-Alk,-S-:st4;
Alk,, Alk, ja Alk, valitaan jokainen (C, ,)-metylee-

niryhmédstd;
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ja jossa "D" ja "L" ilmaisevat, ettd osoitetun
hiilen stereokemia vastaa D-kysteiinin ja L-kysteiinin
stereokemiaa, tdssd jarjestyksessd.

Keksinndn mukaiselle menetelmdlle on tunnusomais-
ta, ettda kaavan A, mukainen, sopivasti suojattu amino-
happo sidotaan aktivoituun hartsikantajaan, mydhemmin
kaavojen A,-A,, mukaiset muut alfa-aminosuojatut aminoha-
pot sidotaan kasvavan peptidiketjun, josta on silld v&dlin
poistettu sen aminon suojaryhmd, terminaaliseen aminoryh-
m8&n, ja lopuksi lineaarinen peptidi altistetaan hapetta-
valle kytkennidlle.

Koko tamédn patenttiselityksen ajan aminohapoista
kdytetddn seuraavia yleisid lyhenteité;

Gly - glysiini

Ala - alaniini

val - valiini

Leu - leusiini

Ile - isoleusiini

Pro - proliini

Phe - fenyylialaniini

Trp - tryptofaani

Met - metioniini

Ser - seriini

Thr - treoniini

Cys - kysteiini

Tyr - tyrosiini

Asn - asparagiini

Gln - glutamiini

Asp - asparagiinihappo

Glu - glutamiinihappo

Lys - lysiini

Arg - arginiini

His - histidiini

Nle - norleusiini

Hyp - hydroksiproliini
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3,4-dehydroPro - 3,4-dehydroproliini

Tyr(SO,H) - tyrosiinisulfaatti

Pgl - fenyyliglysiini

NMePgl - N-metyylifenyyliglysiini

Sar -~ sarkosiini (N-metyyliglysiini)

pSubPhe -~ para-substitutoitu fenyylialaniini

SubPhe -~ orto-, meta- tai para- mono- tai disubs-
tituoitu fenyylialaniini

DAla - D-alaniini

Ac - asetyyli

Suc - sukkinyyli

pClPhe - para-kloorifenyylialaniini

PNO,Phe - para-nitrofenyylialaniini

Pen - penisillamiini (B,B-dimetyylikysteiini)

DCys - D-kysteiini

Alkyyliryhmé8n ja alkoksiryhm&n alkyyliosan katso-
taan kdsittdvan suorat, haarjoittuneet tai sykliset al-
kyyliryhmédt, esimerkiksi metyyli, etyyli, propyyli, iso-
propyyli, butyyli, isobutyyli, tert-butyyli, pentyyli,
isopentyyli, sec-pentyyli, syklopentyyli, heksyyli, iso-
heksyyli, sykloheksyyli ja syklopentyylimetyyli. 2:sta
10:een hiiliatomia sis#ltdvédn asyyliryhmdn katsotaan ké&-
sittdvén suorat, haaroittuneet, sykliset, tyydyttyneet ja
tyydyttym&ttdmdt asyyliryhmdt, joissa on ryhmd8 kohti 1
tai 2 karbonyyliosaa, esimerkiksl asetyyli, bentsoyyli ja
sukkinyyli. Termi "(C,_,)-metyleeniryhmd" merkitsee kaksi-
arvoista ryhmd#8, joka on saatu avoketjuisesta tai sykli-
sestd, tyydyttyneestd tai tyydyttymdttOmdstd alkyyliryh-
mdstd, jossa on l:std 8:aan hiiliatomia, poistamalla k&-
sitteellisesti alkyyliryhméstd kaksi vetyatomia yhdesta
hiiliatomista tai kahdesta vierekk#disestd hiiliatomista.
Tédm8n keksinndén (C, ;)-metyleeniryhmis ovat esimerkiksi
metyleeni tai metylideeni (-CH,-), etylideeni (CH,CH<),
l-metylietylideeni (CH,C(CH,)<), l-metyylipropylideeni
tai sec-butylideeni (CH,CH,C(CH,;)<), 2,2-dimetyylipropyli-
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deeni tail neopentylideeni (CH,C(CH,),CH<), etyleeni tai
dimetyleeni (-CH,CH,-), metyylietyleeni (-CH,CH(CH,)-),
etyylietyleeni (-CH,CH(CH,)-), etenyleeni tai vinyleeni
(-CH=CH-), 1,l-etenylideeni (CH,=C<), 1,1-sykloheksyli-
deeni (CH,,<) ja 1,2-syklopentylideeni (C,Hg<). Halogeeni-
ryhmd on fluori-, kloori-, bromi- tai jodiryhm&.

T4ssd8 k#ytetty termi "mik# tahansa aminohappo" k&-
sitt33 luonnossa esiintyvédt aminohapot, samoin kuin muut-
kin "ei-proteiini"-a-aminohapot, joita peptidikemian
asiantuntijat tavallisesti kdyttdvdt valmistaessaan luon-
nossa esiintyvien peptidien synteettisis analogeja. Luon-
nossa esiintyvii aminohappoja ovat glysiini, alaniini,
valiini, leusiini, isoleusiini, seriini, metioniini,
treoniini, fenyylialaniini, tyrosiini, tryptofaani, kys-
teiini, proliini, histidiini, asparagiinihappo, aspara-
giini, glutamiinihappo, glutaniini, arginiini, ornitiini
ja lysiini. "Ei-proteiini"- a-aminohappoja ovat esimer-
kiksi norleusiini, norvaliini, alloisoleusiini, homoargi-
niini, tiaproliini, dehydroproliini, hydroksiproliini
(Hyp), homoseriini, sykloheksyyliglysiini (Chg), a-amino-
n-voihappo (Aba), sykloheksyylialaniini (Cha), aminofe-
nyylivoihappo (Pba), fenyylialaniinit, jotka on mono- tai
disubstituoitu fenyyliosan orto-, meta- tai para-asemasta
(C,.,)-alkyyli-, (C, ,)-alkoksi-, halogeeni- tai nitroryh-
milli tai metyleenidioksiryhm#ll¥, B-(2~ ja 3-tienyyli)-
alaniini, B8-(2 ja 3-furanyyli)alaniini, B-(2-, 3- ja 4-
pyridyyli)alaniini, B-bentsoetienyl-2- ja 3-yyli)alanii-
ni, B-(1l- ja 2-naftyyli)alaniini, seriinin, treoniinin
tai tyrosiinin O-alkyloidut johdannaiset, S-alkyloitu
kysteiini, tyrosiinin O-sulfaattiesteri, 3,5-dijodityro-
siini ja luonnossa esiintyvien aminohappojen D-isomeerit.

Termi "lipofiilinen aminohappo”" sis#&ltdd Tyr:n,
Tyr(SO,H):N Phe:n, Leu:n, Nle:n, Ile:n, Val:n, His:n ja
Pro:n.
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Luonnon aminohapoissa on, glysiini# lukuunottamat-
ta, kiraalinen hiiliatomi. Ellei nimenomaan toisin maini-
ta, tidssd késiteltdvills optisesti aktiivisilla aminoha-
poilla on L-konfiguraatio. Esimerkiksi mill& tahansa ryh-
mén A, tai A,, aminohapolla voi olla D- tai L-konfiguraa-
tio. Téssd peptidien rakenne esitetésn, kuten tavallista,
niin, ettd aminoterminaalinen osa on ketjun vasemmalla
puolella ja karboksiterminaalinen osa on ketjun oikealla
puolella.

Termin "dimeerit" tarkoitetaan merkitsevdn niita
peptideja, jotka saadaan, kun kaksi erillistd lineaaris-
ta peptidid liittyy yhteen syklisointivaiheen aikana joko
"head to head"- tai "head to tail" -tavalla. "B"-ryhmén
kautta tapahtuvan halutun sisdisen syklisoinnin suoritta-
misen aikana joku lineaarinen l#&htdainepeptidi liittyy
mieluummin toiseen lineaariseen l8httailnepeptidiin kuin
itseensd. Saatu tuote on "dimeeri"” siind mielessd, ettd
se on muodostunut kahdesta lineaarisesti ldhtopeptidists,
mutta se ei ole dimeeri siinid mielessd, ettd dimeerin mo-
lekyylikaava on tdsmidlleen kaksi kertaa monomeerin mole-
kyylikaava. Tamdn keksinndn peptidijohdannaisten dimee-
rilld on rakennekaava:

CO — As — Ag — NRy'

X-A1-A2-A3 - N(R1)-C-R R’-C-CO - Ag-Ag-Aq0-Y
| |
Alk, Alk
I |
B B
I |
Alky Alk4
| L 0
Y-A10-Ag-Ag —CO-C-R R-C-N(Ry) — A3A2-A1-X

NRy' = Ag — As — CO
"Head to tail"-dimeeri
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CO — As — Ag — NR;’

A4 D
X-A1-A2-A3 - N(R4)-C-R R'-C-CO - Ag-Ag-A10-Y
| |
Alk4 Alk2
| |
B B
! I
Alkq Alk
| 0
X-A1-A-A3 — N(R¢)-C-R " R'-C-CO — Ag-Ag-A10-Y

CO —— As — Ag — NRy’
"Head to head"-dimeeri

joissa substituentit ovat samoja kuin edelld on m##ri-
telty rakenteelle 1. Koko t#m#n selityksen ajan viit-
taus peptidijohdannaisiin sis#dltd4 dimeerit ja seokset
ellei lauseyhteys edellyt# toisin. Vaikka syklisointi-
valheesta saatavat monomeerin ja dimeerin seokset voi-
daan erottaa helposti alan asiantuntijoille tunnetuin
keinoin, t#mén keksinndn mukaisissa veritulppia ehk#i-
sevissd koostumuksissa voidaan k3ytt#44 seoksia niiti
erottamatta.

Kaavan 1 mukaiset polypeptidit voivat muodostaa
farmaseuttisesti hyvdksytt#ivid suoloja mink# tahansa
myrkyttémén, orgaanisen tai ep#orgaanisen hapon kanssa.
Valaisevia esimerkkej# ep#orgaanisista hapoista, jotka
muodostavat sopivia suoloja, ovat vetykloridi-, vety-
bromidi-, rikki- ja fosforihappo ja happamat metalli-
suolat, kuten esimerkiksi natriummonovetyortofosfaatti
ja kaliumvetysulfaatti. Sopivia suoloja muodostaviin
orgaanisiin happoihin kuuluvat esimerkiksi mono-, di-
ja trikarboksyylihapot. Valaisevia esimerkkejd t#llai-
sista hapoista ovat etikka-, hydroksietikka-, maito-,
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palorypédle-, maloni-, meripihka-, glutaari-, fumaari-,
omena-, viini-, sitruuna-, askorbiini-, maleiini-, hyd-
roksimaleiini~, bentsoe-, hydroksibentsoe-, fenyyli-
etikkakaneli-, salisyyli~-, 2-fenoksibentsoe- ja sulfo-
nihapot, kuten esimerkiksi metaanisulfonihappo ja 2-
hydroksietaanisulfonihappo. Aminohappo-osan terminaali-
nen karboksiryhm8n suoloihin kuuluvat myrkyttdmdt kar-
boksyylihapposuolat, jotka ovat muodostuneet minkd ta-
hansa sopivan epdorgaanisen tal orgaanisen emdksen
kanssa. Ndihin suoloihin kuuluvat kuvaavasti alkalime-
tallien, esimerkiksi natriumin ja kaliumin suolat; maa-
alkalimetallien, kuten kalsiumin ja magnesiumin suolat;
ryhmdn IIIA kevytmetallien suolat aluminium mukaan lu-
kien; ja orgaanisten primaaristen, sekundaaristen ja
tertiddristen amiinien suolat, esimerkiksi trialkyyli-
amiinien suolat, trietyyliamiinin, prokaiinin, dibent-
syyliamiinin, l-etenamiinin, N,N'-dibentsyylietyleeni-
diamiinin, dihydroabietyyliamiinin, N-(alempi)alkyyli-
piperidiinin ja mink# tahansa sopivan amiinin suolat
mukaan lukien.

Kuten kemiallisten yhdisteiden mink& tahansa
yleisen ryhmén kohdalla tietyt ryhmdt ovat edullisia.
Hakijat pitdvat edullisina niitd kaavan 1 mukaisia pep-
tidijohdannaisia, joissa

X on vety, asetyyli taili sukkinyyli.

Edullisia ovat my®s ne kaavan 1 mukaiset yhdis-
teet, joissa

A, on -Gly-Asp-,

Y, OH tai NH,; ja

B on -S-S-.
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Tdmdn keksinn®n mukaiset peptidit voidaan valmistaa
eri menetelmilld, jotka alan asiantuntijat ilman muuta
tuntevat. Tdllaisiin menetelmiin kuuluvat kiintedn faa-
sin jaksolliset ja "block" synteesit, geenikloonaus ja
ndiden tekniikkojen yhdistelmdt. Kiintedn faasin jaksol-
linen menetelmd voidaan suorittaa vakiintuneita auto-
matisoituja menetelmil, kuten automatisoitua peptidin
syntetisointilaitetta kdyttden. Tdss¥d menetelmdssd
d-aminosuojattu aminohappo sidotaan hartsikantajaan.
Kdytettdvd hartsikantaja voi olla mit#d tahansa sopivaa
hartsia, Jjota kdytetd88n tavanomaisesti alan piirissd
polypeptidien kiinte8n faasin valmistamisessa, edulli-
sestli se on polystyreenid, joka on ristiinsidottu
0,5:std noin 3:een prosentilla divinyylibentseenid, ja
se on joko kloorimetyloitu tai hydroksimetyloitu, jot-
ta on saatu kohtia, jotka muodostavat esterin alussa tuo-
tetun «-aminosuojatun aminohapon kanssa.

Esimerkin hydroksimetyylihartsista esittdvét
Bodanszky et al., Chem. Ind (London) 38 (1966) 1597-98.
Kloorimetyloitua hartsia on kaupallisesti saatavilla
Bio Rad Laboratories'ista, Richmond, Kalifornia, ja
tdllaisen hartsin valmistamisen kuvaavat Stewart et al.,
"Solid Phase Peptide Synthesis" (Freeman & Co., San
Francisco 1969), luku 1, s. 1-6. Suojatut aminohapot
voidaan sitoa hartsiin Gisin'in, Helv. Chem. Acta, 56
(1973) 1476, menetelmdlld. Monia hartsiin sidottuja
suojattuja aminohappoja on kaupallisesti saatavilla.
Esimerkiksi t&m#dn keksinndn mukaisen polypeptidin, jossa
karboksiterminaalinen pd8 on Thr-tdhde, valmistamisessa
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voidaan kdyttdd tert-butyylioksikarbonyylilld (Boc)
suojattua Thr:d, joka on sidottu bentsyloituun, hydroksi-
metyloituun fenyyliasetamidometyyli (PAM)-hartsiin, ja
sitd kaupallisesti saatavilla.

o-aminosuojatun aminohapon hartsiin kytkemisen
jdlkeen suojaryhmd poistetaan mitd tahansa sopivaa me-
netelmdd k&dyttden, esimerkiksi k&yttidmilli trifluori-
etikkahappoa metyleenikloridissa, trifluorietikkahappoa
yksinddn tai HCl:a dioksaanissa. Suojaus poistetaan l&m-
pbtilassa, joka on 0 ®c:n ja huoneen l&mpdtilan vdlilli.
Erityisen o~aminon suojaryhmien poistamiseen voidaan kiyt-
tdd muita lohkaisevia perusreagensseji ja olosuhteita.
A-aminon suojaryhmdn poistamisen jdlkeen muut aminosuo-
jatut aminohapot kytket#in asteittain halutussa jirjes-
tyksessd. Vaihtoehtoisesti monet aminohapporyhmit voi-
daan kytked liuosmenetelm#lld ennen kytkemistd hart-
siin, joka pitdd ylld aminohappojidrjestyksen.

K-aminon suojaryhmd, jota kdytetddn jokaisessa
polypeptidijonoon tuodussa aminohapossa, voi olla miki
tahansa tdllainen alan piirissd tunnettu suojaryhmi.
Mahdollisena pidettdvid suojaryhmid A -aminon suojaryhmi-
luokista ovat (1) asyylityyppiset suojaryhmit, kuten
esimerkiksi: formyyli, trifluoriasetyyli, ftalyyli,
tolueenisulfonyyli (tosyyli), bentseenisulfonyyli, nitro-
fenyylisulfenyyli, trityylisulfenyyli, o-nitrofenoksi-
asetyyli ja A-klooributyryyli; (2) aromaattiset uretaa-
nityyppiset suojaryhmdt, kuten esimerkiksi bentsyyli-
oksikarbonyyli ja substituoitu bentsyylioksikarbonyyli,
kuten p-klooribentsyylioksikarbonyyli, p-nitrobentsyyli-
karbonyyli, p-bromibentsyylioksikarbonyyli, p-metoksi-
bentsyylioksikarbonyyli, 1-(p-bifenylyyli)-l-metyyli-
etoksikarbonyyli, «,4-dimetyyli-3,5~dimetoksibentsyyli-
oksikarbonyyli ja bentshydryylioksikarbonyyli; (3) ali-
faattiset uretaanisuojaryhm#t, kuten esimerkiksi tert-
butyylioksikarbonyyli (Boc), di-isopropyylimetoksi-
karbonyyli, isopropyylioksikarbonyyli, etoksikarbonyyli
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ja allyylioksikarbonyyli; (4) sykloalkyyliuretaanityyp-
piset suojaryhmdt, kuten esimerkiksi syklopentyylioksi-
karbonyyli, adamantyylioksikarbonyyli ja sykloheksyyli-
oksikarbonyyli; (5) tiouretaanityyppiset suojaryhmdt,
kuten esimerkiksi fenyylitiokarbonyyli; (6) alkyylityyp-
piset suojaryhm8t, kuten esimerkiksi trifenyylimetyyli
(trityyli) ja bentsyyli; ja (7) trialkyylisilaaniryhmét,
kuten esimerkiksi trimetyylisilaani. Edullinen « -aminon
suojaryhmd on tert-butyylioksikarbonyyli.

Sopivan kytkentdreagenssin valitseminen on alan
asiantuntemuksen piiriss¥. Erityisen sopiva kytkentd-
reagenssi silloin, kun lisdttdvd aminohappo on Gln,

Asn tai Arg, on N,N'-di-isopropyylikarbodi-imidi ja
l1-hydroksibentsotriatsoli. Ndiden reagenssien kdyt81l1ld
estet¥8n nitriilin ja laktaamin muodostuminen. Muita
kytkentireagesseja ovat (1) karbodi-imidit (esim. N,N'-
disykloheksyylikarbodi-imidi ja N-etyyli-N'-(y-dimetyyli-
aminopropyylikarbodi-imidi); (2) syanamidit (esim. N,N-
dibentsyylisyanamidi); (3) keteniimiinit; (4)isoksat-
soliumsuolat (esim. N-etyyli-S5-fenyyli-isoksatsolium-
3'-sulfonaatti); (5) aromaattisluontoiset monosykliset
typped sisdltlvit heterosykliset amidit, joiden ren-
kaassa on yhdestd neljd8n typpiatomia, kuten esimerkik-
si imidatsolidit, pyratsolidit ja 1,2,4-triatsolidit.
Erityisiin k8ytt8kelpoisiin heterosyklisiin amideihin
kuuluvat N,N'-karbonyyl9idi-imidatsoli ja N,N-karbo-
nyyli-di-1,2,4-triatsoli; (6) alkoksiloitu asetyleeni
(esim. etoksiasetyleeni); (7) reagenssit, jotka muodos-
tavat seka-anhydridin aminohapon karboksyyliosan kans-
sa (esim. etyyliklooriformaatti ja isobutyylikloori-
formaatti) tai kytkett8v&n aminohapon symmetrinen
anhydridi (esim. Boc-Ala-0-Ala-Boc) ja (8) typped si-
sdltdvit heterosykliset yhdisteet, joissa on hydroksi-
ryhmd yhdess¥ rengastypess8 (esim. N-hydroksiftaali-
imidi, N-hydroksisukkinimidi ja l-hydroksibentsotriat-
soli). Kapoor, J. Pharm. Sci. 59 (1970) s. 1-27, esit-
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t84 muita aktivointireagenssejd ja niiden k&ytt&& peptidi-
kytkenndssd. Hakijoista kytkentdreagenssina on edullista
kdyttdd symmetristd anhydridi&d kaikkiin muihin amino-
happoihin paitse Arg:iin, Asn:iin ja Gln:iin.

Jokaista suojattua aminohappoa tai aminohappo-
jonoa pannaan kiintedn faasin reaktoriin noin nelinker-
tainen ylim8&rd, ja kytkentd suoritetaan vdliaineessa,
jossa on dimetyyliformamidia ja metyleenikloridia (1:1)
tai pelkdstdidn dimetyyliformamidia tai edullisesti pel-
kdstddn metyleenikloridia. Tapauksissa, joissa kytkey-
tyminen on epdtdydellistd, kytkentdmenettely toistetaan
ennen py—-aminon suojaryhmdn poistamista, ennen seuraavan
aminohapon kytkemistd kiinte#dn faasin reaktorissa. Kyt-
keytymisreaktion onnistumista tarkkaillaan synteesin
jokaisessa vaiheessa ninhydriinireaktiolla kuten
E. Kaiser et al., Analyt. Biochem. 34 (1970) 595, ovat
esittdneet. ]

Sen jdlkeen kun haluttu aminohappojdrjestys on
saatu, peptidi poistetaan hartsista. Se voidaan suorit-
taa hydrolyysill&d, kuten esimerkiksi kdsittelemdlld
hartsia, johon polypeptidi on sidottu, liuoksella, jos-
sa on dimetyylisulfidia, p-kresolia ja tiokresolia
laimeassa vetyfluoridihapon vesiliuoksessa.

Niin kuin kiintedn faasin peptidisynteesin alal-
la tiedetddn, monissa aminohapoissa on funktionaalisia
ryhmid, jotka tdytyy suojata ketjun valmistuksen aika-
na. Sopivan suojaryhmdn kdyttd&minen ja valitseminen kuu-
luu alan asiantuntijoiden taidon piiriin ja riippuu
suojattavasta aminohaposta ja peptidissd olevista muis-
ta suojatuista aminohappot&hteistd. Tdllaisen sivu-
ketjua suojaavan ryhmdn valitseminen on tdrkedd siksi,
koska ryhmdn tdytyy olla sellainen, ettd se ei poistu
lohkaisemalla «-amino-osan suojaryhm&n lohkaisun aikana.
Lysiinin sivuketjun sopivia suojaryhmid ovat esimerkik-
si bentsyylioksikarbonyyli ja substituoitu bentsyyli-

oksikarbonyyli, mainittu substituentti valitaan halo-
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geenista (esim. kloori, bromi, fluori) ja nitrosta (esim.
2-klooribentsyylioksikarbonyyli, p-nitrobentsyylioksi-
karbonyyli, 3,4-diklooribentsyylioksikarbonyyli), to-
syyli, t-amyylioksikarbonyyli, t-butyylioksikarbonyyli ja
di-isopropyylimetoksikarbonyyyli. Treoniinin ja seriinin
alkoholinen hydroksyyliryhmd voidaan suojata asetyyli-,
bentsoyyli-, tert-butyyli-, trityyli-, bentsyyli-,
2,6-diklooribentsyyli- tai bentsyylioksikarbonyyliryh-
mdlld. Bentsyyli on edullinen suojaryhmi.

Ndmd ryhm8t voidaan poistaa alan piirissd tunne-
tuin menetelmin. Suojaryhmd poistetaan tyypillisesti sen
j&lkeen, kun peptidiketjun synteesi on valmis, mutta
suojaryhmit voidaan poistaa mind muuna sopivana ajankoh-
tana tahansa.

Syklisoidut peptidit valmsitetaan tavallisesti
sopivasta lineaarisesta johdannaisesta joko ennen li-
neaarisen peptidin poistamista kiintedstd kantajasta
tai sen jidlkeen. Rakenteen 1 mukaiset yhdisteet, joissa
B on -S~S- -ryhmd, valmistetaan vastaavista vapaan sulf-
hydryylin sis8ltdvistd lineaarisista peptideist&d tunne-
tuiolla hapettavilla kytkent8menetelmill¥d, esimerkiksi
hapettamalla lineaarinen peptidi kaliumferrisyanidilla,
kuvattu esimerkiksi teoksessa Stewart et al., "Solid
Phase Peptide Synthesis"” (Freeman & Co., San Fransisco
1969), luku 1, s. 95. Rakenteen 1 mukaiset yhdisteet,
joissa B on -S-Alk3-S— -ryhmd ja Alk3 on (C1_8)—etylee-
niryhm#, voidaan valmistaa vapaan sulfhydryylin sisdl-
tdvistd lineaarisista peptideistd antamalla niiden
reagoida sopivan avoketuisen tai syklisen, tyydyttyneen
tai tyydyttymdttSmdn alkyylin 1,2-dibromijohdannaisen
kanssa vastaavalla tavalla kuin H.I. Mosberg ja J. R.
Omnaas, J. Amer, Chem. Soc, 107 (1985) 2986-2987,ovat
esittidneet. Rakenteen 1 mukaiset yhdisteet, joissa B

on -S-Alk3-S- -ryhmd ja Alk3 on (C1_8)-metyleeni-
ryhmd, valmsitetaan antamalla vapaan sulfhydryylin
sis¥ltlvidn lineaarisen peptidin reagoida sopivan avo-
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ketjuisen tai syklisen, tyydyttyneen tai tyydyttymdttdmé&n
alkyyliketonin tai -aldehydin kanssa vastaavalla tavalla
kuin julkaisussa J. Amer. Chem. Soc. 76 (1954) 1945 on
esitetty. Niiden rakenteen 1 mukaisten yhdisteiden,
joissa B on -S- -ryhmd, valmistaminen voidaan toteuttaa
tavalla, joka on esitetty julkaisussa K. Jost, Collect.
Czech. Chem. Commun. 36 (1971) 218 ja US-patentissa nro

4 161 521.

Tdm8n keksinndn peptidijohdannaisen hyytymistd
estdvd annos on pdivdssd 0,2 mg:sta 250 mg:aan potilaan
kehonpainokiloa kohti riippuen potilaasta, veritulppaan
liittyvdn hoidettavan tilan vaikeudesta ja valitusta
peptidijohdannaisesta. Tietylle potilaalle sopiva annos
voidan middrittdd helposti. Pdivittdiset annokset, joita
on edullisesti l:std 4:88n, annetaan annoksina, joissa
on tyypillisesti 5 mg:sta 100 mg:aan vaikuttavaa yh-
distettd.

Veren hyytymistd estdvd hoito on aiheellista eri-
laisten veritulppaan liittyvien tilojen, erityisesti se-
pelvaltimon ja aivoverisuonten sairauksien hoidossa ja
ennaltaehkdisyssd. Alan asiantuntijat ovat ilman muuta
selvills8 niist& olosuhteista, jolloin hyyvytmist&d estd-
vd hoito on tarpeen. Tdssd kdytetyn termin "potilas"
katsotaan tarkoittavan nisdkk&itd kuten esimerkiksi
k&ddellisid, ihmiset, lampaat, hevoset, nautakarja,
siat, koirat, kissat, rotat ja hiiret mukaan lukien.

Vaikka jotkut peptidijohdannaisista saattavat
sdilyd kuljettuaan suoliston ldpi oraalisen antamisen
jdlkeen, hakijat pitdvdt muuta kuin oraalista anta-
mista edullisena, esimerkiksi subkutaanista, intrave-
noosia, intramuskulaarista tai intraperitoneaalista
antamista; pitkdvaikutteisena ruiskeena antamista;
implantoitavana valmisteena antamista; tai limakal-
voille asettamista, kuten esimerkiksi nendn, kurkun ja
keuhkoputkien limakalvolle, esimerkiksi aerosolina,
joka voi sisdltdd t&mdn keksinndn peptidijohdannaista

suihkeen tai kuivan jauheen muodossa.
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Parenteraalisessa antamisessa yhdisteet voidaan
antaa ruiskutettavina annoksina, joissa yhdiste on liuok-
sena tai suspensiona fysiologisesti hyvdksyttévissd lai-
mentimessa farmaseuttisen kantaja-aineen kanssa, Jjoka
voi olla steriili neste, kuten vesi ja 81jyt, yhdessd
lisityn pinta-aktiivisen aineen ja muiden farmaseuttises-
ti hyv#ksyttdvien apuaineiden kanssa tai ilman niitd.
Valaisevia esimerkkejd 8ljyistd, joita voidaan kdyttdd
ndissi valmisteissa, ovat maadljy, eldindljyt, kasvis-
81ljyt tai synteettistd alkuperdd olevat 8ljyt, esimer-
kiksi mapihkin88ljy, soijapapuljy ja mineraalidljy.
Yleensd vesi, suolaliuos, glukoosin vesiliuos ja vas-
taavanlaiset sokeriliuokset, etanoli ja glykolit kuten
propyleeniglykoli tai polyetyleeniglykoli ovat edulli-
sia nestemiisid kantaja-aineita, erityisesti injektio-
liuoksiin.

Yhdisteet voidaan antaa pitk#dvaikutteisena ruis-
keena tai implantoitavana valmisteena, joka voidaan
formuloida niin, ettd vaikuttava aineosa vapautuu siitd
pitkitetysti. Vaikuttava aineosa voidaan puristaa pille-
reiksi tai pieniksi sylintereiksi ja implantoida ihon
alle tai lihakseen pitk#vaikutteisena ruiskeena tai
implantaattina. Implantaateissa voidaan k#dyttdd tehot-
tomia aineita kuten esimerkiksi biologisesti hajoavia
polymeerej¥ tai synteettisi¥ silikoneja, esimerkiksi
Silastic-silikonikumia, jota valmistaa Dow-Corning
Corporation.

Esimerkit

Tit4 keksint®4 havainnollistetaan seuraavilla

esimerkeilld.
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Esimerkki 1

H-Gly-Asp-Phe-Glu-DCys-Ile-Pro-Cys-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH:n
valmistaminen

Peptidi syntetiosoitiin kiinte#n faasin menetelmidlli
kdyttden 0,6 mmol/g Boc-Gln-PAM -hartsia 0,1 mmol.
Kaksinkertaiset kytkenndt symmetriselld anhydridilla
suoritettiin 2,0 mmol:1lla NxX-Boc-aminohappoa (Peptides
International) paitsi Boc-Gln:n tapauksessa, jolloin
kytkettiin DCC/HOBT-menetelm&ll&. Kdytetty sivuketjun
suojaus oli: Asp(Chx), Cys(pMeBzl), Glu(Bzl), Tyr(2-BriZ).
Kun synteesi oli valmis, N&-Boc-suojaus poistettiin
50 %$:isella trifluorietikkahapolla metyleenikloridissa.
Hartsia pestiin kolme kertaa metyleenikloridilla, neut-
raloitiin pesem&lld kolme kertaa 10 %:isella di-isopropyy-
lietyyliamiinilla metyleenikloridissa, pestiin kolme
kertaa metyleenikloridilla, asetyloitiin N-asetyyli-
imidatsolilla metyleenikloridissa, pestiin kolme kertaa
metyleenikloridilla ja kuivattiin vakuumissa. Peptidin
suojaus poistettiin ja se lohkaistiin hartsista vedelld
ja pienelld m&&rd 30 %:ista etikkahapon vesiliuosta.
Uute laimennettiin vedelld tilavuudeltaan 2 l:ksi ja
pH sd&dettiin 8,5:ksi ammoniumhydroksidilla. Liuokseen
lisdttiin kaliumferrisyanidia (0,01 N) kunnes keltainen
vdri pysyi. Liuosta sekoitettiin 30 minuuttia, sitten
pH sdddettiin etikkahapolla 4:n ja 5:n v&dlille. Sitten
seosta sekoitettiin 2 tuntia Bio-Rad- AG3-X4A ionin-
vaihtohartsin kanssa. Seos suodatettiin ja suodos kyl-
mdkuivattiin.

Peptidi puhdistettiin suolanpoistolla 92 x
2,9 cm:n Sephadex G-15-kolonnissa 5 % vesipitoisessa
etikkahapossa ja kylmdkuivattiin. Preparatiivinen HPLC
18 Vydac 218TP1010 (250 x 10 mm) -kolon-

nilla ajonesteelld, jossa o0li 24 % asetonitriilia

suoritettiin C

0,1 %:ssa vesipitoisessa trifluorietikkahapossa, virtaus-

nopeudella 5 ml/min. Pd&piikki kerdttiin ja kylmidkuivat-
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tiin, jolloin saatiin 24 mg haluttua tuotetta, ja di-
meeri eristettiin myBhemmin eluoituvasta piikistd
(14,2 mg). Tasa-aineisuus mddritettiin HPLC:118 ja
TLC:114. HPLC Vydac 218TP54 (250 x 4,6 mm) C'®
2 ml/min, to = 1,8 min: eluoitumisaika 25-50 %:isen

~-kolonni,

asetonitriilin 0,1 %:isessa trifluorietikkahapossa
lineaarisella gradientilla 1 %/min (HPLC) on 9,3 min.
FAB-MS: (M + H) = 1414 + 1 mp (laskettu 1413). Amino-
happoanalyysi (6 N HCl -hydrolyysi; 24 tuntia 106 Oc:ssa)
esitetddn taulukossa 1.
Peptidipitoisuus 62 paino-%.

Seuraavien esimerkkien 2-4 mukaiset peptidit
valmistettiin samanlaisella tavalla.

Esimerkki 2
(H-Gly-Asp-Phe-Glu-DCys-Ile-Pro-Cys-Glu-Tyr-Leu-G1ln-OH)2

l |
S s
| |

Esimerkki 3

H-Gly-Asp-Phe-Glu—DCys-Ile—Pro-Pen-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH

Esimerkki 4

(H-Gly—Asp-Phe-Glu-DCys-Ile-Pro-Pen-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH)2

S S
| !
Esimerkkien 1-4 mukaisilla peptideilld on seu-

raavat ominaisuudet:
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Esim.
nro

Aminohappoanalyysi (6N HCl-hydrolyysi; 24 tuntia 106 C:ssa)

Asx
1.03(1)

Gix
3.08(3)

Pro
0.91(1)

Gly
1.01(1)

lle*
0.72(1)

Leu
0.98(1)

Tyr
0.95(1)

Phe
1.04(1)

1.00(1)

3.10(3)

0.97(1)

0.99(1)

0.91(1)

1.01(1)

0.88(1)

0.94(1)

1.00(1)

3.00(3)

0.83(1)

1.01(1)

0.68(1)

1.01(1)

1.00(1)

0.99(1)

1.01(1)

2.94(3)

0.98(1)

1.02(1)

0.85(1)

1.02(1)

1.02(1)

1.01(1)

* o jwin =

mddritetty kvantitatiivisesti.

Fysikaaliset ominaisuudet

Esim. HPLC FAB-MS
nro t: (min) (M +H)
1| 93 1414
2 12.8 2826
3 9.2 1445
4 13.6 2883

Osaa, joka muuttui allo-ILe:ksi hydrolyysin aikana, ei
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd terapeuttisesti k#yttdkelpoisen hiru-

diinipeptidijohdannaisen ja sen dimeerin valmistamiseksi,
jolla on kaava

A.

CO — As — Ag — NR;'

| A4 D "\I
X-A1-A2-A3 — N(R1)-C-R L RICCO - Ag-Ag-Aro-Y

Alkq B Alk;

’

CO — As — Ag — NRy’

IPD L"‘\I

X-A1-A2-A3 — N(Rq)-C-R R-C-CO - Ag-Ag-A10-Y
| |
Alkq Alkz
| I
B B
I I
Alkz Alk4

| —
, D
Y-A19-Ag-Ag —CO-C-R "~ R-CG-N(Rq) — A3-Ar-Ay-X

NR{' — Ag — A5 — CO

, tai
CO — As — Ag — NRy'
X-A1-A2-A3 — N(R¢)-C-R R’-C-CO - Ag-Ag-A10-Y
| |
Alkq Alk
| |
8 B
| I
Alk4 Alk2
| L
X-A1-A2-A3 — N(R41)-C-R R'-C-CO — Ag-Ag-A1p-Y

CO —— As — Ag — NR¢’
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jossa

X on aminoterminaalinen tdhde, joka valitaan ve-
dystd, 1l:std 6:een hiiliatomia sis8lt8vastd, yhdestd tai
kahdesta alkyyliryhmidstd, 2:sta 10:een hiiliatomia sisdl-
tdvidstd, yhdestd tai kahdesta asyyliryhmdstd, karbobent-
syylioksista tai t-butyylioksikarbonyylistd;

A, on sidos tai Gly-Asp;
, on Phe;
on Glu;

w

on Ile;

on Pro;

]

on Glu;

I S I

¢ on Tyr-Leu;

A,, on sidos tai Gln;

Y on karboksiterminaalainen t&hde, joka wvalitaan
OH:sta, (C,.)-alkoksista, aminosta, mono- tai di-(C,,)-
alkyylillsd substituoidusta aminosta tai bentsyyliaminos-
ta;

R, R', R, ja R,' valitaan jokainen vedystd tai
(C,.,)-alkyyliryhméstéa;

B valitaan -S-:std, -S-S-:std8 tai S-Alk,-S-:sté&;

Alk,, Alk, ja Alk, valitaan jokainen (C,  )-metylee-
niryhmésta;

ja jossa "D" ja "L" ilmaisevat, ettd osoitetun
hijilen stereokemia vastaa D-kysteiinin ja L-kysteiinin
stereokemiaa, tédssd jadrjestyksessd, tunnet tu
siitd, ettd kaavan A, mukainen, sopivasti suojattu amino-
happo sidotaan aktivoituun hartsikantajaan, myShemmin
kaavojen A,-A,, mukaiset muut alfa-aminosuojatut aminoha-
pot sidotaan kasvavan peptidiketjun, josta on silla védlin
poistettu sen aminon suojaryhmd, terminaaliseen aminoryh-
m&&n, ja lopuksi lineaarinen peptidi altistetaan hapetta-
valle kytkenndlle.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,

tunnettu siitd, ettd valmistetaan
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H-Gly-Asp—Phe-Glu—DCys-Ile-Pro-Cys-Glu—Tyr—Leu—Gln—OH

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan

(H-Gly-Asp-Phe-Glu-DCys-Ile-Pro-Cys-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH)?

| |
S S
l |

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan

H—Gly—Asp—Phe—Glu-DCys—Ile-Pro-Pen-Glu~Tyr—Leu—Gln-OH

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan

(H-Gly-Asp-Phe-Glu-DCys-Ile-Pro-Pen-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH)
I |
S S
| |
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Patentkrav

1. F8rfarande f6r framstdllning av ett terapeu-
tiskt anvdndbart hirudinpeptidderivat och dess dimer med

formeln
A.
CO — As — Ag — NRy’
IK'“ D L "\I
X-A1-A2-A3 — N(R4)-C-R R'-C-CO - Ag-Ag-Aqg-Y
Alk4 B Alkz
B. CO — A5 — Ag — NRy’
X-A1-A2-A3 — N(R1)-C-R R'-C-CO - Ag-Ag-A1p-Y
| |
Alky4 Alk2
I I
B B
| I
Alkz Alk4
| 1L —
. D
Y-A10-Ag-Ag —CO-C-R © R-C-N(Ry) — A3-Az-As-X
NRy" — Ag — As — CO ' eller
C CO — A — Ag —— NR;’
X-A1-A2-A3 — N(R7)-C-R R’-C-CO - Ag-Ag-A10-Y
| !
Alkq Alka
| I
B B
I I
Alkq Alk>
| /D
X-A1-A2-A3 — N(R¢)-C-R R-C-CO — Ag-Ag-Aqp-Y

CO —— As — Ag — NRy’
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vari

X 4r en aminoterminal rest, som v#ljes bland viéte,
en eller tvA alkylgrupper innehdllande 1 - 6 kolatomer,
en eller tvad acylgrupper innehdllande 2 - 10 kolatomer,
karbobensyloxi eller t-butyloxikarbonyl,

A, 4r en bindning eller Gly-Asp;

A, 8r Phe;

A, 8r Glu;

A, 8r Ile;

A, dar Pro;

A, 8r Glu;

A, 8r Tyr-Leu;

A,, 4r en bindning eller Gln;

Y #8r en karboxiterminal rest, som vdljes bland OH,
(C,.¢)-alkoxi, amino, mono- eller di-(C,_,)-alkylsubstitue-
rad amino, eller bensylamino;

R, R', R, och R,' vdljes var f6r sig bland vate
eller (C,_,)-alkylgrupper:

B vdljes bland -S-, -S-S- eller S-Alk,-S-;

Alk,, Alk, och Alk, vdljes var och en bland (C,,)-
metylengrupper;

och vari "D" och "L" anger att stereokemin fOr
ifrdgavarande kolatom motsvarar stereokemin fOr D-cystein
och L-cystein, i ndmnd ordning, k a nnetecknat
didrav, att en l&mpligt skyddad aminosyra med formeln A,
bindes till den aktiverade hartsb#raren, de &vriga alfa-
aminoskyddade aminosyrorna med formlerna A,-A,, bindes se-
nare till den terminala &ndan hos den vdxande peptidked-
jan, fran vilken ddremellan aminoskyddsgruppen har av-
l4gsnats, och till sist utsdttes den lineara peptiden for
oxidativ koppling.

2. Férfarande enligt patentkravet 1, Kk & n n e -
tecknat dirav, att man framstdller



25

H-Gly-Asp-Phe~Glu-DCys~-Ile-Pro-Cys-Glu-Tyr-Leu-Gln-0d

3. Fbrfarande enligt patentkravet 1, k & n n e -

5
tecknat dirav, att man framstdller
(H-Gly-Asp-Phe-Glu-DCys-Ile-Pro-Cys-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH)2
| I
S S
10 | x
4. Férfarande enligt patentkravet 1, k da n n e -
tecknat darav, att man framstdller
15 H-Gly-Asp—Phe-Glu-DCys—I1e—Pro—Pen—Glu—Tyr—Leu—Gln—OH
5. F4rfarande enligt patentkravet 1, k 8 n n e -
tecknat didrav, att man framstdller
20

(H—Gly-Asp-Phe-Glu—DCys-Ile-Pro—Pen—Glu—Tyr—Leu—Gln—OH)2
| |
S S
I I
25
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