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Sposéb wytwarzania nowyeh peptydéw

1

Przedmiotem wynalazku jest spesbb wytwarza-
nia nowych peptydéw o ogdlnym wzorze przedsta-
wionym na rysunku, w ktérym R oznacza atom
wodoru, lub grupe metylowa, A oznacza D-Ala,
R, oznacza pierwszorzedowa grupe alkilowa o 1—3
atomach wegla lub grupe cyklopropylometylows,
X oznacza atom bromu, jodu lub chloru lub grupe
metylowsa, a Z oznacza grupe o wzorze -C(O)NH,
ewentualnie w postaci farmaceutycznie dopuszczal-
nych, nietoksycznych soli addycyjnych z kwasami,
wykazujacych dzialanie przeciwbdlowe.

Ostatnio z mézgu ssakéw lub z plynu mézgowo-
-rdzeniowego (efs) wyekstrahowano substancje en-
dogenng o wiaSciwosciach podobnych do morfiny.
Substancja ta, nazwana enkefaling, zostata zidenty-
fikowana przez Eughesa i innych, Nature, 258, 577

(1975) jako pentapeptydy o nastepujgcych sekwen- .

‘cjach:
H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-CH
H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH
Zwiazki te nazwano, odpowiednio, metioninoenke-
faling i leucynoenkefaling.
Chociaz metionino- i leucynoenkefalina wykazuje

dzialanie przeciwbbélowe u myszy przy podawaniu A

do komory mobagowo-rdzeniowej [Buscher i ‘inni,
-Nature, 261, 423 (1976)], sa one jednak praktyczie
poibawione wszelkiego dzialania przeciwdbdlowego
przy podawaniu pozajelitowo.

Dlatego, od czasu odkrycia enkefalim, ‘usilowano
wytworzy¢é analogi enkefalin, w nadziei znaleZie-
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nia zwigzkéw wykazujqeych deialanie i dajqeych
si¢ praktyeznie stosowaé w. drodze podawania po-
zajelilowego lub doustnego dzigki ich biodostep-
nosci.

Dutta i imni, Life Sciences 21, sir. 559—562
{1977) opisujg pewne modyfikacje struktury, ktore,
jak sugeruja, mejg tendencje do zwiekszania @y0-
cy dziatania. Wedlug ich sugestii aktywnoéé dria-
tania zwigzku moina zwickszy¢ dzieki wseystkim
trzem lub tylko jednej nastepujacej modyfikacji:
a) podstawieniu -Gly w pozyeji 2 prrez okreslone
D- lub g-azzaminokwasy; b) konwersje koficowej
grupy karboksylowej w ester metylowy lub amid;
¢) modyfikacje Phe w pozycji 4 przez podstawienie
«-aza, N-metylowanie lub uwwodernianie pierscie-
nia aromatycznegao. )
© Obecnie odkryto klase snalogéw enkefaliny o
wysokim poziomie (dzialania przeciwbélowego
sprzezomego z malg tendencja do powstawania uza-
leznies nategowych. Analogi te s3 ezieropeptydami
zawierajgeymi fenylealanine podsiawdions w pier-
$cieniu. 83 one wysoce specyficzne zaréwme pod
wzgledem rodzaju podstawnika jeak i pozyeii pod-
stawienia. Sa to zwlaszeze czteropeptydy zawiera-
jace L-fenyloalanine m-podstawionq w pozyeii 4
peptydu.

Z literatury znane s3 inne pedstawione w pier-
Scieniu 4-fenyloalanylowe analogi enkefaliny, nie
sq one jednak m~podstawionymi anslogami 4-fe-
nyloanyloenkefaliny. -AR. Day i dnni, Res. Comm,.
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in Chem. Path. and Pharmacol. 14 (4), 597—603
(1976) opisuje H-Tyr-Gly-Gly-pClPhe-Nle-OH.
R. J. Miller i inni, Vitamins and Hormons, 36,
297—382, Academic Press (1978) wymienia H-Tyr-
-D-Ala-Gly-pClPhe-D-Leu-OH; H-Tyr-D-Ala-Gly-
-pClPHe-D-Leu-OMe; i H-Tyr-D-Ala-Gly-p-ClPhe-
-D-Leu-NHEt. Pless i inni, w referacie ,,Opioid
Activity of Enkephalin Analogues”, przedstawio-
nym na 15 Europejskim Sympozjum Peptydow,
4—9 wrzesien 1978, Gdansk, Polska, omawia H-
-Tyr-D-Ala-Gly-pClPhe-Met/O/ol. D.H. Coy i in-
.ni, BBRC 83 (3), 977—983 wzmiankuje H-Tyr-D-
-Ala-Gly-FsPhe-Met-NH;. W opisie patentowym
Republiki. POhhdIllO‘WG] Afryki nr 77/0579 ujawnio-
. 9, p;ecmpeptydov&eg analogi enketaliny réinie pod-
tawione w pierscieniu reszty fenyloalaniny. W
ielgusklm ODISIQ patentowym nr 886 679 ujawnio-
0 czfemﬁeptydowe analog1 enkefaliny, zawierajgce
-podeterwiony fenyloalanine. Belgijski opis
patentowy nr 870819, opis patentowy Republiki
Poludniowej Afryki nr 77/4479 oraz Mc Gregor
i inni, Lifo Sciences 23, 1371—1378 (1978) ujawnia-
ja czteropeptydowe analogi enkefaliny, ale zadna
z tych publikacji nie ujawnia fenyloalaniny pod-
stawionej w pierscieniu w pozycji 4. Referat
R. Millera ,,Structural Pharmacology and Neuro-
biology of the Enkephalins and Endophias” na 176
‘American Chemical Society National Moeting in
Miami Beach, Floryda, St. Zjedn. Am., 11—14
wrzesien, 1978 ujawmnia pewne p-podstawione w
pozycji 4-fenyloalaniny analogi enkefaliny, zwla-
szcza zwigzki p-chloro- i  p-bromopodstawione.
Meltzer i inni, Life Sciences 22, 1931—1938 (1978)
ujawniaja szereg analogéw enkefaliny, zwlaszcza
dwa p-chloropodstawione i jeden p-metoksypodsta-
wione analogi fenyloalaniny.

Zadna z przytoczonych publikacji ‘nie opisuje
zwigzku o ogdélnym wzorze przedstawionym na ry-
sunku, a stwierdzono, ze zaréwno rodzaj jak i po-
zycja podstawnika L-fenyloalaniny odgrywa znacz-
nag role zar6wno w poziomie dzialania przeciwbo-
lowego analogu enkefaliny jak i w stopniu popa-
dania ‘'w narkotyczne uzaleznienie.

Sposéb wytwarzania peptydéw o ogélnym wzorze
przedstawionym na rysunku, w ktérym wszystkie
podstawniki maja poprzednio podane znaczenie po-
lega na tym, ze odszczepia sie grupy blokujgce
z odpowiednio chronionego zwigzku o wzorze
przedstawionym na rysunku, stosujgc $rodek od-
szczepiajacy, taki jak kwas, korzystnier kwas
mréwkowy, kwas tréjfluorooctowy, kwas p-tolu-
enosulfonowy, kwas benzenosulfonowy, kwas naf-
talenosulfonowy, kwas metanosulfonowy lub lodo-
waty kwas octowy w obecnosci gazowego HC],
z uzyciem akceptora jonu karboniowego, korzyst-
nie anizolu, tioanizolu lub tréjetylosilanu, w tem-
peraturze od okolo — 10°C do okolo 30°C.

Grupy blokujace, znajdujgce sie w chronionym
peptydzie sa znanymi grupami blokujgcymi stoso-
wanymi w syntezie peptydéw do -ochrony amino-
kwas6w w procesie sprzegania i obejmujg takze
zywiczny nos$nik stosowany w technice syntezy w
fazie stalej.

Zwiazki wytworzone sposobem wedlug wyna-
lazku wchodza w sklad preparatéw farmaceutycz-
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4
nych, zawierajacych zarébke i jako skladnik ak-
tywny zwigzek o wzorze przedstawionym na ry-
sunku.

Sposéb wedlug wynalazku dotyczy réwniez wy-
twarzania farmaceutycznie dopuszczalnych, nietok-
sycznych soli addycyjnych zwigzkéw o wzorze
przedstawionym na rysunku z kwasami. Do soli
tych nalezg sole addycyjne z kwasami organiczny-
mi i nieorganicznymi, np. z “kwasami takimi jak
kwas solny, siarkowy, sulfonowy, winowy, fuma-
rowy, bromowodorowy, glikolowy, cytrynowy, ma-
leinowy, fosforowy, bursztynowy, octowy, azotowy,
benzoesowy, askorbinowy, p-toluenosulfonowy, ben-
zenosulfonowy, naftalenosulfonowy, propionowy
i inne. Korzystnymi solami addycyjnymi sg sole
z kwasem solnym, octowym lub , bursztynowym.
Wszystkie powyzsze sole otrzymuje sie w znany
sposob.

Jak mozna stwierdzié na podstawie réznych zna-
czen podstawnikéw  wystepujacych we wzorze
przedstawionym na rysunku, zwigzki objete tym
wzorem strukturalnym sg czteropeptydami, ktérych
C-koncowa cze$¢ stanowi pierwszorzedowy arhid.

Istotng cecha zwiazkéw o .wzorze . przedstawio-
nym na rysunku jest ich stereokonfiguracja. Dla
wygody reszty aminokwasowe czteropeptydow
o wzorze przedstawionym na rysunku sg ponume-
rowane kolejno poczawszy od reszty przy konco-
wej funkeji aminowej. Chiralno$é reszt aminokwa-
sowych, czytajac od pozycji 1 do pozycji 4, jest
L, D, zadna, i L. W pozycji 3 znajduje sie reszta
glicyny i dlatego nie wystepuje w tej reszcie chi-
ralnosé.

Grupa R; we wzorze przedstawionym na ry-
sunku oznacza ,pierwszorzedowa grupe alkilowg
o 1—3 atomach wegla”. Pod okre§leniem tym ro-
zumie sie metyl, etyl i n-propyl.

Je$li chodzi o poszczegblne pozycje reszt w czte-
ropeptydzie o wzorze przedstawionym na rysunku,
przewazaja nastepujace wzgledy.

A) Pozycja 1.

Pozycja ta reprezentuje koniec peptydu zakon-
czony grupg aminowsg. Resztag aminokwasu jest
reszta L-tyrozyny. Reszta ta moze byé N-niepod-
stawiona i w tym przypadku R oznacza atom wo-
doru. Ponadto reszta ta moze byé N-jednopodsta-
wiona, bedgc resztg N-metylo. W zwigzkach o wy-
jatkowo wysokim poziomie dzialania przeciwboélo-
wego przy podawaniu pozajelitowym, reszta tyro-
sylowa znajdujgca sie w pozycji 1 korzystnie jest
N-niepodstawiona. W zwigzkach o wyjatkowo wy-
sokim poziomie dzialania przeciwbdélowego przy
podawaniu doustnym, reszta tyrosylowa jest ko-
rzystnie N-podstawiona.

B) Pozycja 2.

Reszta aminokwasu (A) znajdujaca sie na dru-
giej pozycji peptydéw o wzorze przedstawionym
na rysunku musi byé D-stereoizomerem i jest
nig D-Ala.

C) Pozycja 3.

Reszta aminokwasu znajdujgca sie w tej pozy-
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cji jest reszta pochodzaca od glicyny (Gly).

D) Pozycja 4.

Reszta aminokwasu anajdujaca sie w te} pozyeji
jest resxty pochodzaca 2 m-podstawionej L-fenylo-
alaniny [Phe(X)]. Reszta fa jest podstawiona przy
atomie azotu grupy aminowej (R;) metylem, etylem,
n-propylem lub cyklopropylometylem.

Ponadto reszta L-fenyloalaniny jest podstawiona
w pierdeienin w polozeniu meta. Podstawnikiem
moze byé atom bremu, jodu, chloru lub metyl.
Kareysinie podstawnikiem tym jest atom bromu
lub jodu, najkorzystniej bromu.

L-fenyloalanina stanowi reszte C-koriowq
zwiasku o wszorze przedstawionym na rysunku
i jest aminokwasemn strukturalnie przeksztalconym
w jego amid ¢Z eznacza grupe -C(O)-NH,).

W :niniejszym episie stosuje si¢ nastepujace
skrdty, ktéryeh wigkszodé jest dobrze znana i sze-
rokeo stosowana:

Ala — alanina
Gly — ghcyna
Leu — leueyna
Met — metionina
Phe — fenyloalarina
" Fyr — tyroryme
Me — metyl
Et — etyl
PCC — N ,N’-dwucyklefeksylokarbodwuimid
HBT — @-hydroksybenzetiazol

PMF — N,N-dwumetyloformamid

FFA — kwas tréjfluoroeetowy

eter 18~koronowy-5-14.7,10;13,16-heksaaksacyklo-
oktadekan.

Zwigzki wyjsciowe, to jest zwigzki o wzorze
przedstawionym na rysunku z ochrepienymi gru-
pami funkeyjrymi wytwarza sie w sposéb znany
w syntezie peptydéw: Podezas synteey pewnych
zwigzkéw wyjsciowych mozliwe jest, Ze mose na-
stgpié czeSciowa racemizacja. Stopiefi- racemizaeji
jednak, o ile nastepuje, nie jest wystarczajacy do
znacznej zmiany dzialania przeciwbdloewego zwigz-
kéw o wzorze przedstawionym na rysunku.

Zwiazki wyjsciowe mozna syntetyzowaé na dro-
dze syntezy peptydu w stanie stalym lub na dro-
dze klasycznej syntezy w fazie roztworu. W me-
todzie syntezy w stanie stalym konstruuje sie ko-
lejno lancuch peptydu stosujgc nosnik z zywiey,
zwlaszcza z Zywicy p-metylobenzhydryloaminowej
lub chlorometylowanej zywicy polistyrenowej. Pro-
dukt odszczepia si¢ od zwwicy HF w temperaturze
0°C lub kwasem octowym i oezyszcza, zwykle
chromatograficznie. W syntezie w fazie roztworu
laficuch peptydu_tworzy si¢ przez reakcje r()znych
akty_wowanych i chromonych aminokwaséw w nie-
mal dowolnej kolejno$ci, po czym usuwa sie
wszystkie pozostale grupy ochronne $rodkiem usu-
wajacym te grupy, takim jak kwas, np. kwas
tréiflugrooctowy (TFA), kwas p-toluenosulfonowy
(TSA), kwas benzenosulfonowy (BSA), kwas meta-
nosulfonqwy (MSA), kwas naftalenosulfonowy, lo-
dowaty kwas octowy z gazem HCl lub kwas
‘mréwkowy. Qbecny jest zwykle takze srodek zdol-
ny do, wigzania jonu. karbonjowego, taki jak- anizcl,
tioanizol, lub' tréjetylosilan, korzystnie anizol.
Wszystkie warupnki reakcji sa dobrze znane fa-
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choweoem z dziedziny chemii peptydow. Np. tempe~
ratura reakcji z TFA wynosi od okelo —10°C do
okelo 430°C.

Niezaleinie oé stosowaneéj metody, Wytwarzanie
wyjSclowych zwigzk6w polega ha sprzeganiu ami-
nokwaséw lub fragmentdw peplyddw przéz reakcjie
funkeji karboksylowej jednego 2z nich 2z funkejg
aminewy drugiego 1 utworzenia wigzania amido-
wego. W celu skuteczfiego przeprowadzeriia sprze-
gania pozadane jest, aby najpierw zdezaktywowaé
wszystkie grupy funkcyjne nie biorace bezpogred-
niego udzialu w reakcji przy uzyciu odpowiédnich
grup ochroninych, a ponadto, aby odpbwiédnio
zaktywowaé funkcje karboksylows, ktéra miusi byé
sprzegana tak, aby umo2lii¢ zachodzenie sprzega-
nia. Wszystko to wymaga dokladnego deboru za-
réwno kolejnosci reakeji, jak i warunkéw reakei,
a tak2e stosowania okredlonych grup ochtonrych,
aby otrzymat po2jdarty produkt peptydowy, Kaz-
dy z aminokwas6w stosowanych do wytwarzafhia
zwigzkéw o wyjéctowych ze szezegblowe debrany+
mi grupami ochrormrymi i/lub zaktywowamymi gru-
pami fumkcyinymi wytwarza sie w sposodb ddbrze
zrianly w chemti peptyddw.

W kazdym etapie cakkowitej syntezy zwiazku
wyjsciowego stesuje sie wybrane kombinacje grup
ochronnyel. Te szezegéine kombinacje grup
ochremmych sg najlepsze, moina jednak stosowad
inne kombinacje, ehoé przypuszezalnie z mmiej za-
dawatajgeymi wynikamni. I tak np. w asymntezie
zwigzkéw wyisciowychi jako grupy ochronne grupy
aminowej, mofna zamiennie stosowad grupy benze-
lesykarbonylows, Ii-ried-butoksykarbenylowa, HI-
-pzed.-aryloksykarbenylows, p-m&aksybgnzyloksy-
karbonylowg, adamamtyloksykarhenylowa i izobor-
nyloksykarbonylows. Panadto jekeé grupe echronng
grupy hydroksylowej ressty tyrosylowej stesuje sie
zwykle grupe: benzylows (Bzl), ehociaz réwnie do-
brze mozna: tez stosowaé i inne grupy, telkie jak
p-nitrobengylowa: (PNB), p-meteksybenzylowa
(PMB): i podaehne. .

Grupami Blokujgcymi grupe karboksyldWg pod-
czas' wytwarzania zwigzkéw  wyjsciowych moga
byé dowolne typowe- grupy tworzaee: estry, dbej-
mujace np. metyl, etyl, benzyl, p-nitrgbenzyl, p-
-metoksybenzyl, 2,2,2-tréjchloroetyl i podobme.

Sprzeganie odpowiednio chroniomego N<blolkbwa-
nego aminokwasu lub’ fragmentu  peptydu z gdpe-
wiedmio chronionym aminokwasem lub fragmentem
peptydu z zablokowany grupy karboksylows pod-
czas wytwarzania zwigzku wyjScioweso polega: na
zaktywowaniu wolnej finkcji karboksylowej amf-
nokwasu lub fragmentu peptydu - do-reakeji sprze-
gania, Mozna to osiggngé, stosujgc: jeden sposréd
#ilku zmanych' sposebdw. Jeden z- takich: sposobow
aktywowania' polega’ na konwersji fankéfi karbo-
ksylowej w mieszany bezwodnik. ‘Wolng- funkcie
karboksylowa aktywuje sie w reakcji' z innymi
kwasami, zwykle z pochodng kwhasu'’ weglowego,
taka: jak jego chlorek kwasowy. Przykladowymi
chlorkami kwasowymi stosowanymi' do  tworzenia
mieszanych bezwodnikéw sg chloromréwczan etylu,
chloromréwczan fenylu,  chloromréwcezan II-rzed-
-butylu, chloromréwczan izobutylu; chlorek piwa-
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loilu i podobne. Korzystnie stosuje sie chloromréw-
czan izobutylu.

Inny spos6b aktywowania funkcji karboksylowej
w celu przeprowadzenia reakcji sprzegania pole-
ga na jej przeksztalceniu w aktywng pochodng
estrowg. Takie aktywne estry obejmujg np. ester
2,4,5-tr6jchlorofenylowy, ester pieciochlorofenylowy,
ester p-nitrofenylowy i podobne. Innym dostepnym
do zastosowania sposobem sprzegania jest dobrze
znana metoda sprzegania azydowego. ‘

Korzystny sposoéb sprzegania stosowany do wy-
twarzania wyjsciowego zwigzku polega na stoso-
waniu do aktywowania wolnej funkcji karboksy-
lowej N,N’-dwucykloheksylokarbodwuimidu (DDC)
pozwalajac tym samymngg na sprzeganie. Ten spo-
s6b sprzegania i aktywizacji prowadzi sie, stosujac
roéwnomolowg ilo§é DCC w stosunku do amino-
kwasu lub fragmentu peptydu i w obecnosci réow-
nomolowej ilosci 1-hydroksybenzotriazolu (HBT).
Obecnos¢ HBT  tlumi niepozgdane reakcje ubocz-
ne, wilacznie z mozliwg racemizacja.

Odszczepianie wybranych grup blokujacych jest
konieczne w poszczegélnych etapach syntezy zwigz-
k6w wyjsciowych. To usuwanie grup blokujgcych
prowadzi sie znanymi Ssrodkami powodujgcymi ich
usuwanie. Chemik o przecietnej wiedzy w zakresie
syntezy peptydéw moze latwo wybraé sposréd grup
ochronnych te grupy, ktore sa przydatne w tym
sensie, Ze mozna osiggnagé selektywne rozszczepia-
nie produktu, pozwalajace usungé jedng lub wiecej
lecz mniej niz wszystkie grupy ochronne znajdu-
jace si¢ w aminokwasie lub fragmencie peptydu.
Sposéb ten jest dobrze znany w chemii peptydow.
‘Dokladniejsze omoéwienie dostepnych technik selek-
tywnego odszczepiania -podano w literaturze,
Schroder and Lubke, The Peptides,-t. I. Acade-
mic Press, New York (1965), a zwlaszecza w tablicy
zamieszczonej na stronach 72—75 tej publikacji.

Odszczepianie grup chronigcych grupy karboksy-
lowe mozna osiggngé na drodze alkalicznego zmyd-
lania.” Do deestryfikacji chronionej grupy karbok-
sylowej stosuje sie zwykle stosunkowo silne . wa-
runki alkaliczne stosujac zazwyczaj wodorotlenek
metalu alkalicznego, taki jak wodorotlenek sodu,
wodorotlenek potasu, wodorotlenek litu i podobne.
Warunki reakcji zmydlania sg réwniez dobrze zna-
ne w technice. Wiele sposréod grup blokujgcych
grupe karboksylowa mozna tez usuwaé¢ na drodze
katalitycznej wodorolizy, obejmujacej np. wodoro-
lize w obecnosci katalizatora takiego jak pallad
na weglu. Ponadto w tych przypadkach, w ktérych
grupg blokujaca grupe karboksylowsg jest p-nitro-
benzyl lub 2,2,2-tréjchloroetyl, odblokowanie moz-
na osiggngé przez redukcje w obecnosci cynku
i kwasu solnego.

Wiele spo$réd grup blokujacych grupy aminowe
odszczepia sig, traktujagc chroniony aminokwas lub
peptyd kwasem, takim jak kwas mréwkowy, trdj-
fluorooctowy (TFA), p-toluenosulfonowy (TSA),
benzenosulfonowy (BSA), naftalenosulfonowy i po-
dobne, tworzac odpowiednie sole addycyjne z kwa-
sem. Odszczepianie innych grup mozna osiggnaé,
traktujagc aminokwas lub peptyd z zablokowang
grupa aminowg .mieszaning HBr i kwasu octo-
wego, otrzymujgc odpowiednig s61 addycyjng
z kwasem bromowodorowym. Stosowanie okreslo-
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nego sposobu lub reagenta zalezy od wlasciwosci
chemicznych lub fizycznych materiatéw biorgcych
udzial w konkretnej reakcji odblokowywania. Po-
wstalg s6l addycyjng z kwasem mozna przeksztal-
ci¢ w bardziej dopuszczalng férmaceutycznie po-
staé przez traktowanie odpowiednig zZywicg jono-
wymienng, takg jak DEAE Sephadex A 25, Amber-
lyst A 27 i podobne.

Grupe ochronng grupy hydroksylowej mozna za-
chowaé¢ w peptydzie w ciggu kolejnych reakcji je-
go wytwarzania i usuwaé ja w koncowym etapie
syntezy wraz z odszczepianiem grupy blokujgcej gru-
pe aminowg. W =zaleznosci jednak od warunkéw
stosowanych do usuwania grupy blokujacej grupe
karboksylowg, mozna jg usuwaé w jednej z wcze-
$niejszych kolejnych reakcji prowadzacych do wy-
tworzenia peptydu. Gdy grupe karboksylowg od-
szczepia sie przez alkaliczne zmydlanie, ochroniona
grupa hydroksylowa zostaje zachowana, gdy jed-
nak do usuwania grupy ochronnej grupy karbo-
ksylowej stosuje sie katalityczng wodorolize, na-
stepuje réwniez odszczepienie .grupy chronigcej
grupe karboksylowg. Ta ostatnia sytuacja nie
stwarza powaznych trudnosci, gdyz wyt\ivarzanie
zwigzk6w o wzorze przedstawionym na . rysunku
mozna osiggngé w obecnosci niechronionej reszty
tyrosylowej.

Konkretny korzystny sposéb wytwarzania zwigz-
kow wyjsciowych polega na sprzeganiu dwupepty-
du reprezentujgcego reszty aminokwasowe w pozy-
cjach 2- i 3- z C-koncowym aminokwasem i na-
stepnie sprzeganiu powstalego trojpeptydu z N-
-koncowg tyrozyng. C-koncowy aminokwas moze
zawieraé¢ reszte amidows, alkoholowg, eterowg lub
estrowa. Alternatywmnie, moze on zawieraé grupe
stanowigcg prekursor pozadanej reszty C-konco-
wej. Ogélng kolejnosé reakeji przedstawiono na
schemacie 1, na ktérym Z oznacza reszte C-kon-
cowg badZ to w postaci ostatecznej badZz jako pre-
kursor, AA oznacza reszte aminokwasu a liczba
przy symbolu AA oznacza pozycje w ostatecznej
sekwencji produktu peptydowego.

Na schemacie 1 przedstawiono tylko jedng kolej-
nosé reakcji wytwarzania zwigzkéw wyjsciowych.
Mozliwe sg, oczywiscie, takze inne kolejnosci reak-
cji. Jedna z nich polega na sprzeganiu oddzielnie
wytworzonego N-koncowego trojpeptydu z od-
dzielnie wytworzonym C-koncowym aminokwasem
z nastepnym odszczepieniem wszystkich pozosta-
lych grup blokujgcych. Inne rozwigzanie, ktoére
mozna stosowaé, polega na stopniowym, kolejnym
dodawaniu poszczegélnych aminokwaséw do kon-
struowanego tancucha peptydu poczynajac od C-
-konicowej reszty aminokwasu. Technika prowa-
dzenia wyzej opisanych reakcji jest taka sama,
jak w przypadku innych kolejno prowadzonych
czynnosci preparatywnych.

W niektérych zwigzkach o wzorze przedstawio-
nym na rysunku jedna lub wiecej grup R i R,
oznacza, zmiennie, grupe alkilowg lub cyklopropy-
lometylowa. W tych przypadkach w  kolejnych
reakcjach prowadzgcych do wytworzenia wyjscio-
wego peptydu stosuje $ie odpowiedni N-podsta-
wiony aminokwas. Kazdy z N-monopodstawidnych
aminokwas6w mozna wytworzyé jak przedstawiona
na schemacie 2, stosujgc jako substancje wyjscio-
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wa N-chroniony aminokwas.

Jak wskazuje kolejno$é reakcji na schemacie 2,
aminokwas najpierw traktuje sie wodorkiem pota-
su w obecnosci odpowiedniego eteru koronowego,
aby wytworzyé dwuanion. Produkt posredni trak-
tuje sie nastepnie odpowiednim jodkiem alkilu lub
cyklopropylometylu, aby otrzymaé pozadany N-
-podstawiony aminokwas.

Dla fachowca w dziedzinie syntezy peptydow
bedzie oczywiste, Zze racemizacja przy atomie wegla
w polozeniu ¢ moze wystepowaé w warunkach sil-
mie alkalicznych, takich jak stosowane podczas
opisanego wyzej alkilowania. Stopien racemizacji
moze byé réiny, zaleznie od rodzaju aminokwasu,
Racemizacje mozina zminimalizowaé stosujgc nad-
miar $rodka alkilujgcego i jak najkrétszy czas
reakcji. Pomimo to, nawet w przypadku wystg-
pienia nadmiernej racemizacji, produkt mozna
oczy$cié przez przekrystalizowanie w postaci soli
d-(+)-a-fenyloetyloaminy.

C-Koncowa czeé¢ peptydéw o wzorze przedsta-
wionym na rysunku jest przeksztalcona w jej po-
chodng, to jest plerwvszorzqdowy amld Przeksztal-
cenie w amid osigga si¢ przez aktywowame grupy
karboksylowej aminokwasu N-N’-dwucykloheksylo-
karbodwuimidem (DCC) w obecnosci 1-hydroksy-
benzotriazolu (HBT), wytwarzajac ester HBT, kt6-
ry nastepnie poddaje sie¢ reakcji z
amoniakiem, otrzymujgc amid.

Korzystnymi zwigzkami wytwarzanymi  sposo-
bem wedlug wynalazku sg amid L-(N-metylo)tyro-
sylo-D-alanyloglicylo-L-(N-cyklopropylometylo)-m-
-bromofenyloalaniny, amid L-(N-metylo)tyrosylo-D-
-alanylo-glicylo-L~(N-etylo)-m-bromofenyloalaniny,
amid L-tyrosylo-D-alanylo-glicylo-L-(N-etylo)-m-
bromofenyloalaminy,
-D-alanylo-glicylo-L~-(N-metylo)-m-metylofenyloala-
niny, amid L-tyrosylo-D-alanylo-glicylo-L-(N-ety-
lo)-m-chlorofenyloalaniny, amid L-(N-metylo)tyro-
zylo-D-alanylo-glicylo-L-(N-etylo)-m-chlorofenylo-
alaniny, amid L-tyrosylo-D-alanylo-glicylo-L-(N-
-etylo)-m-jodofenyloalaniny, amid L-tyrosylo-D-
alanylo-glicylo-L-(N-cyklopropylometylo)-m-jodofe-
nyloalaniny i amid L-(N-metylo)tyrosylo-D-alany-
lo-glicylo-L-(N-cyklopropylometylo)-m-jodofenylo-
alaniny. Zwigzki te wytwarza si¢ np. dzialajac na
.odpowiednio zabezpieczone zwigzki wyjsciowe
kwasem tréjfluorooctowym.

Zwiazki o wzorze przedstawionym na rysunku
wykazujg wartosciowe wlasciwosci farmaceutycz-
ne, takie jak dzialanie przeciwbélowe a takze neu-
roleptyczne. Sg one szczegblnie przydatne przy po-
dawaniu pozajelitowym lub doustnym ssakom,
wlacznie z ludimi, do lagodzenia bélu i polepsza-
nia. stanéw zaburzen emocjonalnych. Dodatkowsg
wielkg zaleta zwigzkéw o wzorze przedstawionym
na rysunku jest to, ze wraz z dzialaniem przeciw-
bélowym i neuroleptycznym wykazuja one bardzo
niskie popadanie pacjentéw w uzaleznienie.

Zwigzki o wzorze przedstawionym na rysumku'

mozina podawaé same lub w polaczeniu z farma-
eeutyeznie dopuszczalnymi zar6bkami, ktérych ilosé
jest okreslona rozpuszczalnoscia i chemiczng na-
turg zwigzku, wybrang droga jego podawania,
i standardowg praktyka farmaceutyczng.

bezwodnym )

amid L-(N-metylo)-tyrosylo-’
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Korzystne sg kompozycje nadajgce sie do po-
dawania pozajelitowego, to jest domie$niowo, pod-
skornie lub dozylnie. Obejmujg one sterylne, nada-
jacej sie 'do iniekcji roztwory lub zawiesiny oraz
sterylne, nadajgce si¢ do inigkcji depo lub prepa-
raty powoli uwalniajace skladnik czynny. Szcze-
golnie dogodne sterylne, madajace si¢ do iniekcji
roztwory sporzadza si¢ w izotonicznym roztworze
soli lub dekstrozy. Sterylne, nadajace sie do iniek-
cji kompozycje mozna sporzadzaé i przechowywaé
jako takie lub mozna je sporzgdzaé bezposrednio

‘przed uzyciem dodajgc sterylne s$rodowisko, np.

wode, do znanej iloSci wagowej sterylnego sklad-
nika zawartego w nosniku, np. fiolce lub ampul-
ce, ktéra zachowuje sterylno§é skladnika. Znana
ilos¢ wagowa sterylnego skladnika moze tez za-
wieraé sterylng dekstroze lub chlorek sodu w
ilo§ci zapewniajacej izotoniczny roztwér lub zawie-
sine po dodaniu sterylnego srodowiska.

Korzystne sg réwniez kompozycje nadajace sie do
podawania doustnego.. Mozna je sporzgdzaé jako
oddzielne jednostki, takie jak kapsulki, tabletki
i podobne, z ktérych kazda zawiera zalozong
ilo§¢é substancji czynnej. Ponadto mozna je spo=
rzagdzaé np. w postaci proszku lub granul, jako
roztwé6r lub zawiesing w $rodowisku wodnym lub
niewodnym, lub jako emulsje.

Tabletki moina - sporzadzaé przez sprasowywa-
nie, zwykle z jednym- lub wiecej skladnikami po-
mocniczymi. Tabletki sporzgdza sie przez spraso-
wywanie substancji czynnej w postaci zdolnej do
swobodnego plyniecia, takiej jak proszek lub gra-
nulat, i zwykle zmieszanej z jednym lub wigkszg -
liczbg innych skladnikow, takich jak $rodki wigzg-
ce, smarujgce, obojetne rozcienczalniki, $rodki
zwilzajgce, powierzchniowo-czynne, buforujace,
smakowe, zageszczajgce, konserwujace, rozpraszajg-
ce i podobne.

Lekarze ustalg konkretng dawke zwigzk6w o
wzorze przedétawionym na rysunku, Kktéra jest
najbardziej odpowiednia. Zmienia si¢ ona W zalez-
nosci od sposobu podawania, rodzaju podawanego
zwigzku, leczonego -pacjenta i rodzaju . leczenia.
Zwykle jednak dawka wynosi o'kolo 05 ue do
okolo 2 mg na kilogram wagi ciala pacjenta,
a korzystnie od okoto 10 ;g do okolo 100 ug nakilo-
gram wagi ciala przy podawaniu domleéniowym
lub podskérnym, i od okoto U,1 pg do okoto 200 ne
na kilogram wagi ciala pacjenta, korzystnie od
okoto lyg do okolo 50 p,g na kilograth wagi ciala
przy podawaniu dozylnym. Przy podawaniu do-
ustnym zwykla dawka waha sie w granicach od
okolo 100 pg do okolo 100 mg na kilogram wagi
ciala pacjenta, korzystnie od okolo 500 pg do oko-
1o 50 mg na kilogram wagi ciala, zwlaszcza od
okolo 1 mg do okolo 10 mg na kilogram - wagi
ciala. .

Nastepujace nieograniczajace przyklady ilustrujg
wytwarzanie i dziatanie zwigzkéw o wzorze przed-
stawionym na rysunku. Wszystkie skroty uzywane
w przykladach zdefiniowano wyzej.

Przyktad I. Wytwarzanie soli octanowe} ami-
du L-(N-metylo)tyrosylo-D-alanylo-glicylo-L-(N-cy-
klopropylo-metylo)-m-bromofenyloalaniny.
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A. Ester etylowy Na-acetylo-f-cyjano-D,L-m-
-bromofenyloalaniny.

Do mieszanej mechanicznie zawiesiny 16,8 g
(0,35 mola) wodorku sodu (50% w oleju mineral-
nym) w 260 ml suchego THF dodaje sie w tem-
peraturze pokojowej w malych porcjach 59,56 g
(0,35 mola) acetamidocyjanooctanu etylu. Do mie-
szaniny reakcyjnej wkrapla sie roztwér 8748 g
(0,35 mola) bromku-m-bromobenzylu w 50 ml THF
(suchy). Mieszanine najpierw chtodzi sie lekkec

a nastepnie miesza w ciggu 72 godzin w tempera-

turze pokojowej, po czym ogrzewa w ciggu 4 go
dzin w warunkach wrzenia pod chlodnicg zwrot-
ngy. Nastepnie mieszanine chlodzi sie do tempera-
tury pokojowej, dodaje 80 ml etanolu i miesza w
ciggu dalszych 30 minut, po czym wylewa do 1IN
HCl. Mieszanine wodng ekstrahuje sie octanem
etylu, oddziela warstwe octanowg i przemywa ko
lejno woda, 1N kwasnym weglanem sodu i wods.
Octan etylu suszy sie nad siarczanem magnezu
i zateza pod zmniejszonym ciSnieniem do oleju
(107 g). .

NMR & 2,0 (acetyl), 3,4—3,5 (metylen) i 7,1—75
(m-bromofenyl).

B. D,L-m-bromofenyloalanina.

Produkt otrzymany w czesci A (107 g, 0,32 mola)
zawiesza sie w roztworze 58,8 g (1,47 mola) table-
tek wodorotlenku sodu w 220 ml wody. Powstalg
mieszanine ogrzewa sie w ciggu 24 godzin w wa
runkach wrzenia pod chlodnicg zwrotng. Nastep-
nie mieszanine ochladza sie¢ do temperatury poko-
jowej i nastawia 6N HCl wartos¢ pH na 6,5. Po-

- wstaly osad zbiera si¢ i suszy, otrzymujgc 41,01 g
(53%) zwigzku tytulowego.

C. Na-tréjfluoroacetylo-D,L-m-bromofenyloalani-
na.

Do 200 ml kwasu tréjfluorooctowego dodaje sig
46,53 g (0,19 mola) D,L-m-bromofenyloalaniny. Mie-
szaning chlodzi sie do temperatury 0°C i w ciggu
5 minut dodaje 29,3 ml (0,21 m) bezwodnika tr6j-
fluorooctowego. Otrzymany roztwér miesza sie w
ciggu 1,5 godziny w temperaturze 0°C. Mieszani-
ne miesza sie w ciggu 3 godzin w temperaturze
pokojowej, po czym zateza pod zmniejszonym cis-
nieniem. Pozostalo$é rozciencza sie 400 ml wody,
a powstaly osad zbiera sie i suszy, i krystalizuje
z mieszaniny eteru z eterem naftowym, otrzymu-
jac 28,4 g (44%) zwigzku tytulowego.

Wyniki analizy obliczone dla C;;HyNO;BrF; (340,1)

C — 38,85; H — 2,67; N — 4,12,

Znaleziono: C — 39,09; H — 246; N — 4,32,

D. L-m-bromofenyloalanina.

Do 500 ml wody dodaje sig 28 g (0,082 mola)
produktu z cze$ci C. Mieszanine poddaje sie mie-
szaniu i dodaje 2N NaOH az do otrzymania kla-
rownego roztworu (pH 7,2). Dodaje sie karboksy-
peptydaze A (25 mg) i roztwér utrzymuje sie w
temperaturze 37°C za pomoca lazni wodnej z ter-
mostatem i przy wartosci pH 7,2, za pomocg pH-
-statu typu Radiometer. Po pieciu dniach lagod-
nego mieszania doprowadza sie pH roztworu do
wartoSci 5,0, dodaje wegiel i mieszanine sgczy sie.
Warto$¢ pH przesgczu nastawia sie 1IN HCl na
3 i ekstrahuje go trzykrotnie octanem .etylu. Na-
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stepnie nastawia sie za pomocg 2N NaOH wartosé
pH wodnego roztworu na 7,0 i zateza roztwor
pod zmniejszonym ci$nieniem dopoki nie zacznie
krystalizowaé izomer L. Mieszanine pozcstawia
si¢ do ostygniecia do temperatury pokojowej. Po-
wstaly osad zbiera sie i suszy, otrzymujgc 10,9 g
(109%) tytulowego zwigzku. A

E. N@-III-rzed.-butoksykarbonylo-L-m-bromofe-
nyloalanina.

Do mieszaniny 25 ml alkoholu III-rzed.-butylo-
wego i 20 ml wody dodaje sie 9,0 g (0,041 mola)
produktu otrzymanego w czesci D, a nastepnie
20,5 ml (0,041 mola) 2N NaOH i 8,9 g (0,041 mola)
weglanu dwu-III-rzed.-butylu. Mieszanine podda-
je sie mieszaniu w ciggu 5 godzin w temperaturze
pokojowej, po czym dodaje sie 150 ml wody. Wod-
ng mieszaning eks‘rahuje sie eterem. Warstwe
wodng zakwasza si¢ do pH 2,5 zimnym 1IN HCI1
i ekstrahuje eterem. Warstwe eterowsg ekstrahu-
je sie wodg, suszy nad siarczanem magnezu i od-
parowuje pod zmniejszonym cisnieniem do otrzy-
mania oleju. Olej ten rozpuszcza sie¢ w eterze naf-
towym i pozostawia do odstania w ciggu nocy w
temperaturze 4°C, Powstale krysztaly zbiera sig
i suszy, otrzymujgc 11,3 g (80%) zwigzku tytuto-
wego o temperaturze topnienia 124—125°C. "
[a]?*p+16,7° (C=1,0, EtOH) ’

Wyniki analizy dla CH;NO,Br (344)

obliczono: C — 48,85; H — 5,27, N — 4,07

znaleziono: C — 49,25; H — 5,59; N — 4,04.

F. Amid Na-III-rzed.-butoksykarbonylo-L-m-bro-
mofenyloalaniny.

Do 50 ml DMF dodaje sie 11,5 g (0,033 mola)
Na-III-rzed.-butoksykarbonylo-L-m-bromofenyloala-
niny. Mieszanine chlodzi sie do temperatury —15°C
i dodaje 3,63 ml (0,033 mola) NMM i 4,33 ml
(0,33 mola) chleromréweczanu izobutylu. Mieszanineg
poddaje sie mieszaniu w temperaturze —15°C w
ciggu 5 minut, po czym przepuszcza przez nig w
ciggu jednej godziny bezwodny amoniak (gaz) w
postaci pecherzyk6éw. Mieszanine poddaje sie mie-
szaniu w ciggu dalszych czterech godzin w tempe-
raturze —15°C, po czym wylewa sie ja na pokru-
szony 16d i 1N wodoroweglan sodu. Powstaly wod-
ny roztwér ekstrahuje sie octanem etylu. Oddziela
sie warstwe organiczng i kolejno ekstrahuje woda,
1,5 N kwasem cytrynowym i woda. Faze orga-
niczng suszy sie nad siarczanem magnezu i zate-
za pod zmniejszonym cisnieniem do stalej pozo-
stalo$ci, ktérg rozciera sie z eterem a powstaly
osad gromadzi sie i suszy, otrzymujac 11,3 g (100%)
zwigzku tytulowego o temperaturze topnienia 146—
147°C.

{a]25p+9,8° (¢=0,5 MeOH)

Wyniki analizy dla C;4H;{N,O3Br (343,2)

obliczono: C — 48,99; H — 5,58; N — 8,16

znaleziono: C — 48,85; H — 5,33; N — 7,91.

G. Chlorowodorek amidu L-m-bromofenyloalani-
ny.

Do 60 ml $wiezo sporzadzonego 1N HCIl (gaz)
w lodowatym kwasie octowym zawierajgcym 5 ml
amidu dodaje sie¢ 11,1 g (0,032 mola) produktu
otrzymanego jak opisano w czeSci F. Mieszanine
poddaje si¢ mieszaniu w temperaturze pokojowej
w ciggu 30 minut, po czym wylewa sie ja do
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-eteru a powstaly osad zbiera i suszy, otrzymujac
.8,75 g (98%) tytulowego zwigzku.

[a]®p + 13,46° (c = 0,5, MeOH)

Wyniki anahzy dla CgH,;2N,OCI1Br (279,6)

obliczono: C — 38,67; H — 4,33; N — 10,02

znaleziono: C — 38,55; H — 4,41; N — 10,00.

H. Amid Né-cyklopropylometylo-L-m-bromofe-
‘nyloalaniny.

Do 50 ml bezwodnego etanolu dodaje sie 42 g
:(0,015 mola) produktu otrzymanego jak opisano w
czesci G, a nastepnie 5,04 g (0,06 mola) stalego
bezwodnego kwasnego weglanu sodu i 2,04 g
(0,015 mola) bromku cyklopropylometylu, Miesza-
nine ogrzewa si¢ w ciggu 7 godzin w warunkach
wrzenia pod chlodnicg zwrotng, po czym odparo-
wuje pod zmniejszonym ci$nieniem do otrzymania
.oleju, ktéory rozpuszcza sig w 20 ml chloroformu
i przenosi ma kolumne 3)X40 cm z zZelem Kkrze-
mionkowym Grace i Davidsona typ 62, w chloro-
formie. Produkt eluuje sie przy stopniowym gra-
.diencie do 10% metanolu. Produkt izoluje si¢ wed-
lug fn_‘ofilu gromadzonych frakcji cienkowarstwo-
wych, otrzymujac 2,2 g (49%) zwiazku tytulowego.

NMR & 1,6 (-NH-) i 7,6—7,4 (m-bromofenyl).

I. Amid Na-III-rzed.-butoksykarbonylo-D-alany-
lo-glicylo-L-(Né¢-cyklopropylometylo)-m-bromofeny-
Jloalaniny.

Do 40 ml DMF dodaje sie 2,1 g (7,1 milimoli)
produktu otrzymanego jak opisano w czeSci H.
Mieszanine oziebia sie do temperatury 0°C i do-
daje 1,87 g (7,1 milimoli) Na-III-rzed.-butoksykar-
bonylo-D-alanylo-glicyny, a nastepnie 0,96 g (7,1
milimoli) HBT i 1,46 g (7,1 milimoli) DCC. Mie-
szanine poddaje si¢ mieszaniu w ciggu 4 godzin w
temperaturze 0°C, po czym w ciggu 72 godzin w
temperaturze pokojowej. Nastepnie mieszaning
ochladza sie do temperatury 0°C, powstaly osad
usuwa sie przez odsgczenie a przesgcz odparowuje
pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostalo$é rozpusz-
cza sie w octanie etylu, i roztwdr ekstrahuje sig
kolejno 1N wodoroweglanem sodu, wodg, 1,5 N
kwasem cytrynowym i woda. Faze organiczng su-
szy sie nastepnie nad siarczanem magnezu i odpa-
rowujé pod zmniejszonym ci$nieniem do uzyska-
nia oleju, otrzymujac 1,5 g (40%) zwigzku tytulo=
wego.

J. Amid ,Na~butoksykanbonylo—Nd-metylo—L—tyro-
sylo-D-alanylo-glicylo-L~(Né-cyklopropylometylo)-
-m-bromofenyloalaniny.

Do 50 ml kwasu tréjfluorooctowego zawierajgce-
go 5 ml anizolu dodaje sie 1,5 g (2,9 milimoli) pro-
duktu otrzymanego jak opisano w czeéci I. Miesza-
nine poddaje sie mieszaniu w ciggu 30 minut w
temperaturze 0°C i odparowuje bez ogrzewania
pod zmniejszonym ci$nieniem. Powstaly olej roz-
ciencza sie eterem. Supernatant dekantuje sie,
.a powstaly olej suszy sie pod zmniejszonym cis=
nieniem.

Do 15 ml -DMF dodaje sie 0,856 g (2,9 milimola)
Né&=III-rzed.-butoksykarbonylo-Na-metylo-L-tyro-
zyny. Mieszanine chlodzi sie do temperatury
—15°C i do poddawanego mieszaniu roztworu do-
daje sie 0,32 ml (2,9 milimola) NMM i 0,38 ml
(2,9 milimola) IBCF. Mieszanie kontynuuje sie¢ w
temperaturze —15°C postepujac nastepujaco:

L]
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S61 TFA trdojpeptydu otrzymanego jak opisano

" wyzej rozpuszcza sie w 10 ml DMF. Mieszanine
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chlodzi sie do temperatury 0°C i dodaje w jednej
porcji 0,32 ml (2,9 milimola) NMM. Roztwér mie-
sza sie, aby zapewnié kompletno§¢ przebiegu reak-
cji. Powstalg mieszanine dodaje sie nastepnie do
wcezedniej sporzgdzonego roztworu mieszanego bez-
wodnika. Powstalg mieszanine miesza sie w ciggu
4 godzin w temperaturze —15°C, po czym pozwala
na jej stopniowe ogrzanie do temperatury pokojo-
wej i kontynuuje mieszanie przez okres nocy. Na-
stepnie mieszanine wylewa sie do 1N wodoroweg-
lanu sodu i ekstrahuje powstaly wodny roztwoér
octanem etylu. Oddziela sie faze organiczng i eks-
trahuje kolejno woda, 1,5 N kwasem cytrynowym
i woda. Octan etylu suszy si¢ nastepnie nad siar-
czanem magnezu i zateza pod zmniejszonym ci$§-
nieniem- do oleju (1,6 g). Olej rozpuszecza sie w
acetonie i naklada na dwie preparatywne plytki
cienkowarstwowe. Plytki eluuje sie mieszaning
chloroformu i metanolu 9:1. Zbiera sie frakcje
glownego skladnika z plytek do chromatografii
cienkowarstwowej TLC i eluuje z Zelu krzemion-
kowego otrzymujac 0,8 g (39%) zwiazku tytulo-
wego.

K. SO0l octanowa amidu N@-metylo-L-tyrosyio-
-D—alanylo—ghcylo-L-(Na-cyklopropylometylo)—m-
-bromofenyloalaniny.

Do 15 ml TFA zawierajacego 3 ml anizolu do-
daje si¢ 0,8 h (1,2 milimola) produktu otrzyma-
nego jak opisano w czesci J. Mieszanine poddaje
sig¢ w ciggu 30 minut mieszaniu w temperaturze
0°C po czym suszy sie ja przez wymrazanie. Po-
zostale cialo stale rozpuszcza sie w 9,0 ml 0,1 M
roztworu octanu amonu zawierajagcym 31% aceto-
nitrylu. Roztwoér nanosi sie na kolumng¢ NPLC
4X72 cm z zelem krzemionkowym Cj3 z odwr6-
ceniem fazy. Kolumna pracuje pod cisnigniem
4,116 - 105 Pa, a eluat bada sie przy 280 mm. Od-
powiednie frakcje lgczy sig i liofilizuje. Powstale
cialo stale rozpuszcza sie w 0,2 M kwasie octo-
wym i nanosi na kolumne z Sephadexu G-10 o
wymiarach 25X100 cm, zré6wnowazony poprzed-
nio tym samym rozpuszczalnikiem. Eluat bada sig
przy 280 nm i odpowiednie frakcje laczy sie i lio-
filizuje, otrzymujac 773 cm (97%) zwmzku tytulo-
wego.

fo1®5p16,64° Kc=0,5; 1N HCl).

Wyniki analizy dla CggHyNsO;Br (662,6)

obliczono: C — 54,38; H — 6,09; N — 10,57

znaleziono: C — 54,30; H — 5,99; N — 10,28,

Analiza aminokwas6w: Ala — 0,97; Gly — 1,03;
NH; — 0,99.

Przyktad IL

Postepujac jak w przykladzie I, wytwarza sie
z odpowiednich zwigzkéw wascmwych nastepuJa-
ce zwigzki:

A. S6l-octanowa amidu L-(N-metylo)tyrosylo-D-
-alanyloglicylo-L-(N-etylo)-m-bromofenyloalaniny.

fal2p+17,1° (¢=0,5; 1N HCI).

- Wyniki analizy dla CgHysNsO,Br (636,5)

. obliczono: C — 52,83; H — 6,02; N — 11,00
znaleziono: C — 53,09; H — 6,13; N — 11,18,
Analiza aminokwasow: ‘Ala — 0,99; Gly — 1 01

NH; — 1,04.
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B. SOl octanowa amidu L-tyrosylo-D-alanylo-glicy-

lo-L~(N-etylo)-m-bromofenyloalaniny.
faP*p —8,3° (¢ = 10,5, IN HCl).

Wyniki analizy dla Cg;HsgNs;O,Br (623)
obliczono: C — 52,09; H — 5,83; N — 11,25

. gnaleziono: C — 52,13; H — 6,09; N — 11,39.
Analiza aminokwasow: Tyr — 1,01; Ala — 0,99;

Gly — 0,99; NH; — 1,01.

C. S61 octanowa amidu L~(N-metylo)tyrosylo-D-

alanylo-glicylo-L-(N-etylo)-m-metylofenyloalaniny.
fal*¥p +9,2° (¢ = 0,5, 1IN HCI).

Wyniki analizy dla CeHyNsO;7 (571,7)

obliczono: C — 60,93; H — 7,23; N — 1225
znaleziono: C — 60,68; H — 7,00; N — 12,46.
Wyniki analizy aminokwasow: Ala — 0,98; Gly

— 1,02; NH; — 0,96.

D. S6l octanowa amidu L-tyrosylo.- D-alanylo-glicy-

lo-L-(N-etylo)-m-chlorofenyloalaniny.
fo]®p —13,7° (c = 0,5, 1N HCl)

Wyniki analizy dla Cg;H3gNs0,Cl (578,1)
obliczono: C — 56,10; H — 6,28; N — 12,12
maleziono: C —-55,84; H — 6,37; N — 12,35,
Analiza aminokwaséw: Tyr — 1,02; Ala — 0,99;

Gly — 0,98; NH; — 0,88.

E. S61 octanowa amidu L—(N—metylo)-tyrosylo-D-

-alanylo-glicylo-L~«N-etylo)-m-chlorofenyloalaniny.
[oa®p —9,2° (¢ = 10,5, 1N HCI).

Wyniki analizy dla CggHgN50,Cl (592,1)

-.-obliczono: C — 56,80; H — 6,47; N — 11,83
znaleziono: C — 57,11; H — 6,45; N — 12,15.
Analiza: aminokwas6w: Ala — 0,9%8; Gly — 1,00;

NH; — 1,01.

F. S61 octanowa amidu L-tyrosylo-D-alanylo-L-

-(N-etylo)-m-jodofenyloalaniny.

[u]"D —14,0° (¢ =10,5, 1IN HCI).
« Wyniki analizy dla Ce;HgeN;0,J (669,5)

. obliczono: C — 4844; H — 542; N — 10,46
znaleziono: C — 48,40; H — 5,25; N — 10,68.
Analiza aminockwaséw: Tyr — 1,01; Ala — 0,99;

Gly — 0,99; NHy — 1,05.

G. Sé1 octanowa amidu L-tyrosylo-D-alanylo-glicy-

lo-L-(N-cyklopropylometylo)-m-jodofenyloalaniny.
fe1®8p+1,18° (c =5 0,5, 1H CHyCOOH)

Wyniki analizy dla CgglyNsO,J

obliczono: C — 50,08; H — 5,51; N — 10,07
znaleziono: C — 50,00; H — 5,22; N — 10,23,
Analiza aminokwaséw: Tyr — 0,99; Ala — 1,01;

Gly — 0,99; NH, —-0,95.

H. S61 octanowa amidu - L-(N-metylo)tyrosylo-D-

-ala.nylo-gheylo—L-(N-cyﬂclopmpylometylo)—m—:odo-

fenyloalaniny.

[o]25p+0,787° (¢=0,5, 1M CHzCOOH)

Wyniki analizy dla CsHNsO,J

obliczono: C — 50,78; H — 5,68; N — 9,81

znaleziono: € — 50,58; H — 540; N — 9,88.

Dzialanie znieczulajgce zwigzkéw o wzorze
przedstawionym na. rysunku wykazywano w pré-
bie goracej plyty na myszach. W proébie tej stosuje
sie pionowy cylinder akrylanowy zawierajgcy jako
podstawe powierzchnie goracej piyty, utrzymywa-
nej w temperaturze 52°C. Myszy podaje si¢ przez
podskérne wstrzykniecie, -wczesniej okre§long ilo$é
badanego zwiazku, rozpuszczonego lub zawieszone-
go w odpowiednim noéniku i umieszcza sie jg po

15 minutach od chwili podania badanego zwigzku
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na powierzchni gorgcej plyty. Mierzy si¢ w sekun-
dach op6znienie, z jakim mysz zeskakuje z po-
wierzchni goracej plyty. Srodek, ktéry wykazuje
dzialanie znieczulajgce daje zwigkszenie tego op6z-
nienia w por6wnaniu z myszami kontrolnymi, kté6-
re otrzymuja tylko rosnik. Musi to nastepowaé w
granicach dawki nie powodujgcej braku koordy-
nacji lub mozliwo$ci wykonywania ruchéw. W po-
nizszej tablicy 1 podano wartosci EDjy otrzymane
w tej probie. Pod okresleniem ,EDs” rozumie sig
dawke, ktéra powoduje znieczulenie 50% bada-
nych myszy. Znieczulenie okresla sie jako opéz-
nienie reakcji na bodziec w obecnosci badanego
zwiazku, ktore jest réwne lub wieksze niz op6i-
nienie reakcji zwierzat kontrolnych plus dwa od-
chylenia standardowe. Procentowe dane dotyczgce
znieczulenia przeksztalca sie na probity i oblicza
si¢ ED5 metoda analizy regresyjnej danych daw-
ka — reakcja na bodziec. Kazda krzywa zalezno$ci
dawki od reakcji na bodziec musi zawieraé co
najmniej cztery punkty, a kazdy punkt okresla
sie¢ na podstawie danyCh uzyskanych z co naj-
mniej 10 myszy traktowanych badanym zwigzkiem:
i myszy kontrolnych.

Tablica 1

Dzialanie znieczulajace, proba goracej plyty

Zwiazek z przykiadu Eds, mg/kg
I 1,2-10—7

1A 0,003

IIB 0,0049
IIC - 0,003

IID 0,0003
IIE , 0,0018
IIF 0,0019

Ponadto, zwigzki o wzorze przedstawionym na
rysunku wykazuja niskg sklonnos¢ do fizycznego-
popadania w uzaleznienie. Wykazano to w proébie
aktywno$ci ruchowej myszy. Ustalono wysoka ko-
relacje pomiedzy stopniem fizycznego popadania
w uzaleznienie od podanego zwigzku a jego zdol-
noscia do wywoltywania aktywnosci ruchowej my-
szy, patrz Coldstein i inni, The Journal of Phar-
macelogy and Experimental Therapeutica 169,
175—184 (1969); Rethy i inni, The Journal of Phar-
macologdy and Experimental Therapeutica 176,
472—479 (1971); i Brase i inni, - The Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics 201
), 368—374 (1977). )

Aktywnosé ruchowa myszy mierzy sie, stosujgc
klatki cylindryczne z siatki drucianej o wysokos-
ci 508 cm i S$redniecy 27,94 cm. Szesé klatek
umieszcza sie w wentylowanej dziwiekoszezelnej
komorze o jednolitym o$wietleniu. Przez $rodek
klatki przechodzi wigzka $wiatla do komorki fo-
toelektrycznej na przeciwleglym krancu. W kaz-
dej klatce umieszcza si¢ dwie myszy na okres jed-
nej godziny ahy przyzwyczai¢ je do otoczenie. Na-
stepnie pieciu parom myszy wstrzykuje sig pod-
skornie ustalong wezeSniej dawke. badanega
zwigzku, a pozestale pary otrzymuja solankowy
nosnik, wolny od badanego zwigzku, Myszy
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aumieszcza si¢- ponownie w ich odpowiednich klat-
Xkach' na okres trzech godzin. Rejestruje:si¢ licz-
be zliczeA w ciggu kazdego 15-minutowego okre-
su jak ro’wniei calkowitq .liczbe zliczen w' ciggu

-3 godzin. Kaida przerwa wigzki $wiatla stanowi

jedno zliczenie.
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Ponizsza tablica 2 odzwierciedla $rednig catko-
witej: iloSci zliczent dla kazdej grupy 10 badanych
myszy przy zastosowaniu okreslonego poziomu
dawki badanego zwigzku. Oczywiste jest, ze w po-
réwnaniu ze zwigzkami znanymi, zwigzki o wzo=
rze przedstawionym na rysunku wykazujg znacz-
ne: zmniejszenie aktywnosci ruchowej.

Tablica 2

R-Tyr-D-Ala-Gly~(N-R,/Rs)Phe-NH,

¢ Zwigzek znany

&
Zastrzezenia patentowe

1. Spos6éb wytwarzania nowych peptyddéw o ogdl-"
nym wzorze przedstawionym na. rys_u_gku, w kto-
ryin R oznacza atom wodoru lub ‘grupe metylo-
w3, A oznacza D-Ala, R! oznacza pierwszorzedowa
grupe alkilowa o 1—3 atomach wegla lub grupe
cyklopropylometylowa, X oznacza atom bromu, jo-
du lub chloru lub grupe metylowa, a Z oznacza
grupe o wzorze -C(O)NH,;, ewentualnie w postaci
farmaceutycznie dopuszczalnych, nietoksycznych
soli addycyjnych z kwasami, znamienny tym, ° zZe
odszczepia sie grupy blokujace z odpowiednio chro-

_nionego zwigzku o wzorze przedstawionym na ry-

sunku, stosujgc S$rodek odszczepiajacy, taki -jak
kwas, korzystnie kwas mréwkowy, kwas trojflu-
-orooctowy, kwas p-toluenosulfonowy, kwas benze-
nosulfonowy, kwas naftalenosulfonowy, kwas me-
tanosulfonowy lub lodowaty kwas octowy w obec-
nosci gazowego HCI, z uzyciem akceptora jonu
karboniowego, korzystnie anizolu, tioanizolu lub
trojetylosilanu, w temperaturze od okole —10°C do
-okoto 30°C. :

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
w przypadku wytwarzania amidu L-(N-metylo)ty-
rosylo-D-alanyloglicylo-L-(N-cyklopropylometylo)-
-m-bromofenyloalaniny poddaje sie reakcji amid
. NO_III-rzed.-butoksykarbonylo-Né-metylo-L-tyro-
‘solo-D-alanylo-glicylo-L-(Ne-cyklopropylometylo)-
-m-bromofenyloalaniny z kwasem tréjfluoroocto-
wym. - : '

3. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Zze
w przypadku wytwarzania amidu L-(N-metylo)ty-
rosylo-D-alanylo-glicylo-L~(N-etylo)-m-bromofeny-
Jloalaniny poddaje sie reakcji amid Ne-III-rzed.-bu-

Znaczenie podstawnikow Dawka, mg/kg

! R R, R, 4 8 16 32 64 128
H' Et m-Cl ¢ 125 613 819 2388 3667 2807
Me Et m-Cl 148 . 304 796 1978 4477 3476
H Et m-Br — 200 512 1092 2820 —
- Me Et m-Br ©142 235 358 701 2523 5153
Me Cpm m-Br 171 140 276 320 1888 2159
H Et m-I 178 174 363 852 1630 2871
Me Et m-Me 173 255 537 1176 3231 3852
H Et H* 704 1204 2916 3528 — —
Me Et p-F* 431 1425 2415 2033 — —
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toksykarbonylo-Na-metylo-L-tyrosylo-D-alanylo-
—glicylo-L~(N¢-etylo)-m-bromofenyloalaniny z kwa-
sem trojfluorooctowym.

4. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
w przypadku wytwarzania amidu L-tyrosylo-D-
-alanylo-glicylo-L-(N-etylo)-m-bromofenyloalaniny
poddaje sie reakcji amid Nae-III-rzed.-bubtoksykar-
bonylo-L-tyrosylo-D-alanylo-glicylo-L~(Nd-etylo)-
-m-bromofenyloalaniny z kwasem tr6jfluorcocto-
wym.

5. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
w przypadku wytwarzania amidu L-(N-metylo)ty-
rosylo-D-alanylo-glicylo-L~(N-metylo)-m-metylofe-
nyloalaniny, poddaje sie reakcji amid Ne-III-rzed.-
-Lutoksykartonylo-Na-metylo-L-tyrosylo-D-alany-
lo-glicylo-L~(Na-metylo)-m-metylofenyloalaniny z
kwasem tr6jfluorooctowym.

6. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
w przypadku wytwarzania amidu L-tyrosylo-D-
-alanylo-glicylo-L-(N-etylo)-m-chlorofenyloalaniny -
poddaje sie reakcji amid Ne-IIT-rzed.-butoksykar-
bonylo-L-tyrosylo-D-alanylo-glicylo-L~(Na¢-etylo)-
-m-chlorofenyloalaniny z kwasem tréjfluoroocto-
wym. ’ .

7. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, :ze
w przypadku wytwarzania amidu L-(N-metylo)ty-
rosylo-D-alanylo-glicylo-L-(N-etylo)-m-chlorofeny-
loalaniny, poddaje sie reakcji amid N2-III-rzed.-bu-
toksykarbonylo-Nd-metylo-L-tyrosylo-D-alanylo-
-glicylo-L~(N%-etylo)-m-chlorofenyloalaniny 'z kwa-
sem tréjfluorooctowym. .

8. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
w przypadku wytwarzania amidu L-tyrosylo-D-
-alanylo-glicylo-L-(N-etylo)-m-jodofenyloalaniny,
poddaje sie reakcji amid Na-III-rzed.-butoksykarbo-~
nylo-L-tyrosylo-D-alanylo-glicylo-L~(Né-etylo)-N-

N
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-jodofenyloalaniny z kwasem tréjfluorooctowym.

9. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, :e
w przypadku wytwarzania amidu L-tyrosylo-D-
-alanylo-glicylo-L-(N-cyklopropylometylo)-m-jodo-
fenyloalaniny, poddaje sie reakeji amid Ne-III-
rzed.-butoksykarbonylo-L-tyrosylo-D-alanylo-glicy-
lo-L-(Nd-cyklopropylometylo)-m-jodofenyloalaniny
z kwasem tréjfluorooctowym.

131 155

10. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze-
w przypadku wytwarzania amidu L-(N-metylo)ty-
rosylo-D-alanylo-glicylo-L-(N-cyklopropylometylo)-
-m-jodofenyloalaniny, poddaje sie reakcji amid
Né-III-rzed.-butoksykarbonylo-N¢-metylo-L-tyro-
sylo-D-alanylo-glicylo-L-(N2-cyklopropylometylo)-
-m-jodofenyloalaniny z kwasem tr6jfluorooctowym. .

Fl\’l

R-Tyr-A-Gly-N-CH-Z

CH,

Wzor
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BOC-D-(AA),OH + H-Gly-0Bzl

DCC
HBT

BOC-D-(AA),- Gly -0Bzl

Ha

Pd/C

BOG:D-{AAl Bly-OH  Rrl-PhelX-Z
|

DCC
HBT

P BOC D‘(AA)'[(IB[)"L_ (R1) Phe(X|-Z
| TFA
Boc-L-|Tyr—0H H-D‘(AA)z_GIYj—‘(RI) PhelX|Z
1BCF
: NMM
BOG L-Tyr-D-{AA),-Gly-L-(R1)Phe(X)-Z

g\ e 2! DE AE Sephodex A-25

(w postaci octanu)

AcOH:H-L- Tyr-D—(AA)z- Gly*L" ( Ri)PhelX)-Z

Schemat 1
Ho KH K* o
BOC-N-(AA)-COOH ———— BOC-N-(AA-COO K
. _ eter 18-kcsonowy-56
) ' THF halogenek
kloprepylometylu
DMF B e
to jest bromek
lub jodek (RgX)
Ra

I
- BOC- N-(AA]-COOH
" Schemat 2
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