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(57) Referatas:

Atskleisti dipeptidiniai junginiai, kuriuose dvi peptidinés grandinés yra prijungtos kartu prie negalines aminorlg-
Sties C a-atomo dvivalente jungiantia tilteliu grupe -A-. C a-atomai, prijungti prie grupés -A-, yra isdéstyti
ekvivalentiskose vietose kiekvienoje minétoje peptidinéje grancingje ir kiekvienas neturi natyvios a-Sonines
grandines.

Atskleisti tilteliniai dipeptidiniai junginiai turi stimuliacinj poveik] lgstelés dalijimuisi, ypa¢ mielopoezés ir kauly
iulpy lasteléms.
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&is isradimas yra apie lasteliy proliferacija skati-
nan&iy peptidy panaudojima ir naujus peptidus, pasi-
zymincius specifiniu ir/ar pendru lasteles stimuliuo-

jan&iu poveikiu.

5induoliy kanas sudarytas i3 lasteliu, itin stipriai
besiskirian¢iy struktira ir funkcijomis, todel lasteliy
diferencijacijos ir vystymosi mechanizmai buvo daugelio
tyrinéjimy objektﬁ. %inoma, kad nuolat atsinaujinanciy
lgsteliy sistemoje paprastai blna rezervuaras daugia-
vaisiy (pliuripotentiniq) kamieniniy lasteliu, kurios
dalijasi ir pastoviai tiekia sistemai naujas lasteles.
Nors patiektos 13 " rezervuaro" kamieninés lastelés pra-
dZzioje yra vienodos, tadiau netrukus jos patiria vie-
noki ar kitoki morfologini pakitimg ir véliau i8sivysto

i, lasteles, atliekan&ias reikiamg funkcija.

Minéty kamieniniy lagsteliy sistemy pavyzdziiais yra
kraujodaros sistema kauly <&iulpuose beil epitelio 1ir

epidermio sistemos.

Kamieniniy lasteliy dalijimosi valdymas ar reguliavimas
yra labai perspektyvi terapijos sritis, todél daugelio
tyrimy tikslas tebéra mechanizmy iSaiskinimas ir spe-
cifiniy cheminiy mediatoriy suradimas. Iki §iol Dbuvo
nustatytos kelios tikrai dalyvaujancios lgsteliy gamy-
boje ir diferencijacijoje molekules, kurios skatina
arba slopina tam tirkrg Pproceso grandi. Tuo poZiuriu
itin ‘gerai istirta mielopoezé, nustatytos joje daly-
vaujan&ios molekules: kolonijas stimuliuojantys fakto-
riai (KSF), kaip antai, granulocity kolonijas stimu-
liuojantis faktorius (G-KSF), makrofagy kolonijas sti-
muliuojantis faktorius (M-KSF), granulocity-makrofagy
kolonijas stimuliuojantis faktorius (GM-KSF), ivairia-
kilmes kolonijas stimuliuojantis faktorius (multi-KSF;
I1L-3)
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[ Zidr. Metcalf, Science 22%: 16 (1985)], interleukinas
11 (IL-11) [ ziar. Paul et al, Proc. Naetl. Acad S3ci.,
USA, 87: 7521 (1990)], Laktoferinas [ Zidr. Broxmeyer et
al, Blood Cells, 11: 429 {1989)], prostaglandinai
[ Ziar. Pelus et al, J. Immunol. 140: 479 (1988)], rugs-
tinis (H-subvienetas) feritinas [ ZiGr. Broxmeyer et al,
Blood 68: 1257 (1986)], interfercnai (a, B ir v) [ ZitGr.
Pelus et al auk&fiau, ir Broxmeyer et al, J. Immunol.,
131: 1300 (1983)], auglioc nekrozés faktoriai (o ir f)
[ ZidGr. Broxmeyer et al, J. Tmmunocl. 136: 4487 (1986)],
transformuojantis augimg faktorius - B [ Zitr. Ottman et
al, J. Immuncl., 140: 261 1(1988)], ir aktivinas bei
inhibinas [ ZiGdr. Broxmeyer et al., Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 86: 779 (1989)].

Taip pat buveo rasta, kad hemoreguliacinis pentapeptidas
(pEEDCK) selektyviai inhibuoia mielopoezés lasteliu
proliferacija [ Zidr. Pauvkovits et al, 2. Naturforsch
37: 207 (1982)], ir buvo atskleisti kiti peptidai,
atitinkantys siaura bendrg formule, duodantys panasSy
inhibicini poveiki hemcpoezeje [ ZitGr. EP-A-112656 ir
W090/02753] . Peptido moncmery oksidacija davé dimerines
molekules, sujungtas cisteino tilteliu, ir buvo rasta,
kad tos dimerineés molekules stimuliuoja mielopoeze
( Zidr. Laerum et. al, Exp. Hematol., 16: 274 (1988)].
(PEEDCK), dimeras 1r kiti panaSts Jjunginiai yra
atskleisti WO-A-88/03535. Kiti dimeriniai peptidy jun-
giniai yra atskleisti EP-A-408371, kuriame disulfidine
jungtis buvo pakeista anglimi arba anglies/sieros til-
teliu, jungianciu parinktas peptidines grandines. Til-

telis tuo bidu yra santykinai atsparus hidrolizei, bet

‘pats yra inertinis ir negali dalyvauti receptoriaus -

dimero sgveikose.

Nors mes nenorime biti suri&ti teoriniy svarstymy, bet
dabar manoma, kad tokie peptidiniai Jjunginiai sg-

veikauja su stromos lastelémis in vivo ir kad stromos
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lastelés atsakingos uZ lastelinio dalijimosi stimu-
liacija arba inhibicija per kitus isaigkinamus fakto-
rius. Tuo bidu manoma, xad dimerai indukuoja arba pa-
greitina stimuliuojanciy lasteliniy reguliuojanciu fak-
toriy stromos gamybg, tuo tarpu kai monomeriniai pepti-
dai gali arba inhibuoti §i procesa, arba sukelti fakto-
riy, kurie uZkerta kelig ar trukdo lastelés daliji-
muisi, gamybg. Tuo budu pagal tokia galvosenag stromos
lastelés galil sustiprinti dimery ir monomeriniy peptidu

atitinkamai stimuliacini arba inhibicini, poveiki.

Yra nuolatinis dimeriniy peptidiniy junginiu, galinciy
stimuliuoti lasteleés proliferacija iki iprasto lygio in
vivo, poreikis. diuo atzvilgiu reiketuy pastebéti, kad
skirtingi stimuliavimo laipsniai gali buti labiau tin-
kami tam tikroms klinikinéms situacijoms negu kitoms,
ir ypacl yra svarbus individualiy lasteliy tipu se-

lektyvus stimuliavimas.

%is isradimas pateikia peptidinj jungini, sudaryta 1i8
dviejuy vienos grandines hemoreguliaciniu, ypa¢ inhi-
buojanc¢iy hemopoezg, peptidy, prijungty kartu prie ne-
galiniy amino rug3c¢iy Ca atomy ekvivalentidkose vietose
kiekviename i3 minéty peptidy per jungti anglis-anglis
arba per terminaliai prijungta dvivalente jungiancig
tilteliu grupe -A-, natyvios o-3onines grandinés nera
prie minéty Ca atomy, kur A yra C,¢ anglies granding,

kuri yra

1) a) mono- arba poli-pakeista grupe -Rr*, -OR?, -SR?,
-NRR® arba -COOR® arba halogeno atomu, tokiu kaip
fluoras, chloras, bromas arba jodas (kur kiekvienas rR*
nepriklausomai reidkia vandenilio atomg ar C,.¢ —alkilo,
-alkanoilo arba -alkoksialkilo grupe&, kuri gali buti

mono- arba poli-hidroksilinta) ir/arba
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b) i kuria iterpta viena ar daugiau dvigubuy arba tri-

guby Jungliy anglis-anglis ir/arba
c) i kuria iterpta viena ar daugiau grupiy ~Z2-, kur

kiekviena —-2- yra nepriklausomai -0-, -CO-~, ,//C = NR®
arba —NRB- (kur kieckvienas RB yra nepriklausomai vande-
i1io atomas arba Cig alkilo arba Cg.1o arilo grupé),
arba kur vienas @&r daugiau pakaitaly ar neprisotintuy
jungciy anglis-anglis yra grupéeie ~A-, -7~ gali taip
pat biti -S- arba

ii) (CH;) s kur v yra 1, 5 arba 6.

£

Geriau, kai junqianéioje tilteliu grupéje -A- bendras

atomy skaicius yra ne didesnis uZ 6.

Kur grupe R* reidkia alkilo, alkoksi arba alkanoilo
grupe, kiekviena i& ju galil puti 1linijiné arba sakota
grandine. Tinkamos alkilo grupés apima metily, etila,
2-hidroksietila, propila, butila, l,3~dihidroksibutila,
2—meti1—3~hidroksibutila ir pentila. Metoksi, etoksi,
propoksi ir 2-hidroksipropoksi visos yra tinkamos al-
koksi grupes grupeil R®, tuo tarpu alkanoilo grupe,

pvz., gali pati formilas, acetilas, propionilas.

Grupeil rRP, kaip alkilo grupei, alkilo anglies grandiné
gali buti linijiné arba takota, ir grupes, paminetos

auksdiau grupel R*, &ia yra tinkamos taip pat.

Tuo budu tinkamos grupes A skeleto struktuiros (kurios
gali buti toliau pakeistos; kaip isSdestyta auk3ciau)
apima:

..CHZ_

"'CHg_CHzCHzCHzCHZ—
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-CH,CH,CH,CH,CH,CH,~
-HC=CH-

-HC=C=CH-
-CH,-CH=CH-CH,~-
~CH,-C=C-CH,~-
-CH,-CH=CH-CH=CH-CH,~
~CH,~-CH,~C=C-CH,~CH,~

~CH,-C=C-C=C-CH,~

CH, CH,

I |

-CH-CH=CH-CH,-CH-

OH OH
| l

~CH-CH=CH-CH-
-CHz"O"CHz‘_
~CH,-NH-CH,CH,~
‘CHchZ—CO_CHzcﬁz

~CH-CH=CH-CH-
I I

OCH, OCH;
—CHZ_CH’_‘CH_Cﬂz"S‘"CHZ—
-CH,-C=C-CH,-NH-CH,CH,~ arba

~CH,-CH=CH-CH (COOH) CH,~

Bet kuris vienos grandineés peptidas,

LT 3614 B

kuris parodo hemo-

reguliacini poveiki, yra tinkamas kaip peptidas, kuris

yra tiltelinis pagal §j iSradima.
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Alternatyviai i3reikstas, tis isradimas pateikia jun-
ginius pagal i, isradima, kuriuose minétos hemore-

guliacinés peptido grandines apima $ias formules:

a b c d e
R - R - R - R - ("), - R (1),
RONH e G e Q) oo PIHH s C e CO e
i
CGH > LI
‘ 27 p (.-112();{
coRr™
arba
b e
R° reisdkia
e KH e CH e GO e o NH e CH e QO oom
CCH_ Y, CH_OH
] < e
1
Gor®
arba
c R ]
R™ reisxia
NI 7 RPN o} L QNS oo Il e WH omeme CH e GO e
{
<cum>q GIi, ou
I 75 ’
GOR arba

d s
R reidkia

JENN ) § QUSSR o1 ¢ S 616 Rt e NH e OH e CO e K o GH e GO e

8 1 ‘
CH_SR cH., CH, OH

2 arba j 2 arba 2

©
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e s .
R° reisdkia
" e NY e CH e CO e
r7
£ e
R™ reiskia
31 ar , 10
e HH e ?ﬂ——— CoR K G e €O’ N —— €1 coRrTO
I Z
CH, > , o
2= arba ¢ iH2)3 I RY=
NHZ T;'H
3]
P
w PN Pt
(kuriose

n ir m nepriklausomai reidkia 0 arba 1;
p, q ir r nepriklausomai reidkia 1 arba 2;
s reidkia 3 arba 4;

L 2 Py . cowq s
R} ir R° abu yra vandenilio atomail arba kartu reiskia

okso grupe;

. 4 coq . sy s
R’ ir R' abu yra vandenilio atomail arba kartu reisSkia

jungti anglis- anglis;
R’ yra vandenilis arba acilo grupe;

kiekvienas R® ir R’ nepriklausomai reiSkia hidroksilo
grupe arba amino grupeg, bet tinkamesnés yra hidroksilo

grupes;
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R® reiskia vandenili, C,.. alkilo grupe, Ci.p aralkilo

grupe, kuri gali tureti viena arba daugiau hidroksilo,
amino arba metoksi pakaitaly, arba metapolidkai labkiliag

S-apsaugine grupe;
9 N o . .
R’ reidkia vandenili arba metilo grupg; 1r

R'® reiZkia hidroksilo arba amino grupe, aminorugsties
glutamino liekana arba peptida, turinti N-galini gluta-

mino fragments) .

Visos minétos amino rugfties liekanos gali puti arba D,
arba L formos. Tacdiau anminortgdc¢iy L forma yra tin-

kamesne.

Kur yra N-galiné apsauginé grupé R, tai gali buati,

kaip pasiyméta auk3diau, acilo grupe, turinti 1-20 ang-
Y C g

e

jes atomu, ©vz., Zemesn.cio alkanoilo grupe, turinti

1-5 anglies atomy, tokia kaip acetilo grupé, arba aro-

ilo ar aralkanoilo grupé, turinti nuo 7 iki 20 anglies

atomy, tckia kaip benzoilo arba fenilacetilo grupe.

R’ gali taip pat buti acile grupé, i8vesta 18 amino-
rigdties arba peptido grandinés. KonkrecCiai, R’ gali
bati acilo grupé, idvesta 1§ serino, arba i3 bet kurio
i8 peptidy, iSvesty 1S tokios aminorug$ties sekos, pa-

§2linant einancias i% eiles N-galines amino rugstis:
Lys-Ile-Ile-His-Glu-Asp-Gly-Tyr-Ser.

Yra geriau, kai bendros (I) formulés peptido galine
amino grupe yra apsaugota, pvz., acilinant alkanoilo,

aralkanoilo arba aroilo grupe.

Kur R® yra C, alkilc grupe, tai gali buti, pvz.,
etilo, butilo arba heks:lo grupe. Kai R® yra aralkilo

grupé, tai gali patogia: buti arilmetiloc grupé, tokia
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kaip benzilas, difenilmetilas arba trifenilmetilas. Kur
R® yra metaboliskai labili grupé, tai gali, pvz., bati
ariltio grupeé, turinti nuo 5 iki 10 anglies atomy,
pvz., piridiltio arba acilo grupe, kaip apibreéita

auksciau.

Tinkamesni &io i#radimo junginial yra pentapeptidai,

t.y. n yra geriau 0.

Geriau, kai ciklinés grupes R* liekanoje yra penkiy

nariy, t.y. m yra geriau O.

Nors bet kuris i3 peptidy, apibrézty (I) formule auks-
giau, yra Zemo arba nereik3mingo hemoreguliacinio akty-
vumo, nepaisant to, Jjie pagal 8i iSradima, gali buti
efektyvis tiltelio formos, stimulivojant lasteliy pro-
liferaciija.

Dimeriniuose peptiduose, sudarytuose i3 peptidiniy
grandiniy, kaip pavaizduota (I) formuléje, 3jungiantis

grandinés taSkas yra pageidaujamas ties R%.

yYpa& tinkami peptidiniai Jjunginiai pagal 3i i8radima
yra tie (II) formulés junginiai
R* - R° - R° - NH - CH - CO- (R%), - R

|

A (IT),

R* - R° - RS - NH - CH - CO - (R), - R

kuriuose R*, R°, R°, RS, R, A'ir n visi yra tokie, kaip

apibrézta auk3Ciau, ir grupe -NH-CH-CO- yra R i3~
vestine forma, kuri yra prijungta prie Jjungiancios
tilteliu grupés =A- tokiu budu, kad Jjos nuosavos

Soninés grandines nera.
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Vienas ypal tinkamas peptidinis (II) formules junginys

s

yra

p5lu-Glu-Asp-NH-CH-CO-LysOH

A (I1I),

pGlu-Glu-Asp~NH~-CH-CO-LysOH,

kurioje grupe -~A- vyra dvivalente Jjungianti tilteliu

grupe, kaip svarstyta auxdliau.

Sis iSrsdimas ypatingai tinkamas stimuliuvoti mielopoeze
pacientams, kurie kenc¢ia nuo sumaziinto mielopoetinio
aktyvumo, iskaitant kauly ciulpy paZeidima, agranulio-
citoze 1ir apliastine anemij@. I tai ieina gydymas pa-
cientuy, turindiy sumaZintg kauly c&iulpu funkcijg dél
imunosupresinio gydymo sliopinti audiniy reakcija; t.y.
kauly ¢iulpy transplantavirmo chirurgijoje.

Junginiali taip pat galli Dbtti panaudoti pagreitinti
kauly <iulpu regeneracijg po citostatinés chemote-
rapijos ir radiacinés teravijos neoplastinems ir viru-

sinéms l:igoms.

Be to, nauji junginiai gali bidti labai vertingi, kur
pacientai turi rimtas infekcijas del imunoreakcijos

triokumo po kauly Ciulpy pazeidimo.

Kitas klinikinis taikymas bus kartu su atitinkamais
monomerais arba susijusiais mielopoezés inhibitoriais,
kaip atskleista EP-A-112656. arba WO0O-A-90/02753, indu-
kuoti kintamus aukdtc ir Zemo aktyvumo pikus kauly
Ciulpy lagstelese, tuo bidu sustiprinant natiraly cir-
kadini hemopoezés ritmeg. Taip citostatiné teravnija gali
buti panaudota Zemo kauly Ciulpy aktyvumo periodais,

tuo budu sumazinant kaulu c&iulpy paZeidimo rizikg, tuo
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tarpu kai regeneracija bus pagreitinta i% eilés einan-

¢iais aktyvumo pikais.

Apskritai, kad bity pasiektas stimuliacinis poveikis,
$io isradimo peptidai gali buti paskirti pacientui ora-
liai arba injekcijomis 0.001-100 mg, pvz., 1-5 mg 70 kg
kano svoriui, dienos doze. Jei paskyrimas intraveninis
arba paodinis, doze gali bati 1-10 mg ribose 70 kg kuno
svoriui per dieng, PpPVzZ., apie 6 mg, iki 10 dieny. Na-
zalinis, vietinis (transdermalinis) arba rektalinis pa-
skyrimas taip pat yra, inoma, lankstus. I3 esmés rei-
kia pagaminti peptido koncentracijas apie 107 - 107°M

nelasteliniame paciento skystyje.

Pagal tolimesnius 5io idradimo poZymius, pateikiamos
farmacinés kompozicijos, turincios savyje kaip aktyvig
komponente vienag arba daugiau (I) formules junginiy,
kaip ¢ia apibudinta anksciau, arba fiziologiskai sude-
rinamy juy drusky, kartu su farmaciniu ne3ikliu arba
uipildu. Kompozicijos pagal 3i iSradimg gali biti pa-

teiktos, pvz., tokio pavidalo, kad tikty oraliniam, na-

-zaliniam, parenteraliam arba rektaliniam paskyrimui.

Cia naudojamas terminas v farmacinis" apima ir veteri-

narinius %io idradimo taikymus.

Junginiai pagal 3] isradimg gali buti iprasty vaisty
formy, tokiuy kaip tabletés, apvilktos tabletés, aerozo-
liai nosiai, tirpalai, emulsijos, milteliai, kapsules
arba ilgalaikio atpalaidavimo formos. Iprasti farmaci-
niai uZpildai, kaip ir iprasti gamybos badai, gali buti
panaudoti $iu formy paruo$imui. Tabletés gali buti
pagamintos, Pvz., sumaisant aktyvia komponente - arba
komponentes su sinomais u#pildais, kaip, PVZ., skie-
dikliais, tokiais kaip kalcio karbonatas, kalcio fos-
fatas arba laktozé, skaidytojais, tokiais kaip grudy

krakmolas arba algininé ragstis, rigikliais, tokiais
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ralp Kiarmoias axbd *olntinas, tepalats, tokials kaip

magnic stearatas anba tailxo miltelian, ix/arka ilga-
€

laikic atpalaidavino agentais,

oipO]lmu,J anas, varboksimetilceliulioné, cel uliozés
acetato Fltelatas arba gpoilvinilacetratas.

N s s a2 Lo

jeigu reikia, gall susideti i3 keliu sluoks-
niy. Avvilktos tabletes 212 biti pagamintos, apvelkant

viduri, gauta panasial takletés, su agentais,

paprastai naucc jameis tabieliy apvilkinei, pvz., Ppo-

livinilo pirolidonu arba Selaku, gumiarabiku, talko

milteliais, titeno dioksid:x zrba cukrumi. Tam, kad bity
gavtas ilgalaikis atpalaicavimas arba idvengta nesu-
derinamuama, vidurys gall susidé i 1% keliy sluoksniy
taip pat. Tableliy apvalkalas taip pat gali susideéti 18

xeliy sauscksniu, kad bty gazutas ilgalaikis atpalai-
davimas, ir tuo atveju Jali buti paraudoti anksClau

pamineti uzpildai tabletéems.

Crganinés specifinés ne3ikliu sistemos taip pat gali

bati panaudotcs.

ni

(=]

(D

kcidy tirpalai geali biti, pvz., pagaminti jprasto
badu, tokiu kalp Xonservavimo agenty, tokiy kaip p-

hidrcocksikanzoatai, arba stabkilizatoriu, tckiu kaip

]
J

EDTA, prideiimas. Tirpaelals pas skui wuwipildomi injekciiny

L‘

outeliukai arba ampuiés.

Neazaliniai aerozoliai gali buti sudaryti panagiail
vandens tirpale ir supakuoti j purikimo konteinerius
arha su aerozoliriu isstuméju, arba su priemonemis ran-
kiniam spaudimui. Kapsu lés, turinCios vieng arba kelias
aktyvias kompornentes, gaii butil pegamintos, pvz., Ssu-
maigant axtyvias komponentes SUu inertiniais ne$ikliais,
tokiais kaip laktore arba sorbitolis, ir uipilcant mi-

T I NI A p e
Sini 1 Ze&.altling J\Llpsui'cis.
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Tinkamos Zvakutés gali, pvz., bati pagamintos, su-
maisant aktyvig komponente arba aktyviy komponend&iy
kombinacijas su ijprastais ne3ikliais, numatytais &iam
tikslui, tokiais kaip nattGrallds riebalai arba poli-

etileno glikolis ar jo dariniai.

Tinkami dozavimo vienetai, turintys savyje $io iZradimo
junginius, turi 0.1-10 mg, pvz., 1-5 mg (I) formulés
peptido arba jo druskos.

Taigi 8is iSradimas pateikia peptidinius junginius ir
miSinius apradytus auks¢iau, skirtus naudoti 1lgstelés
dalijimosi stimuliavimui. Peptidiniy junginiy pagal §i
iSradimg panaudojimas medikamenty, skirty lastelés da-
lijimosi stimuliavimui, gamyboje yra tolesnis $§io
iSradimo aspektas. Mielopoezés ir kauly c&iulpy vrege—

neracija turi ypatingg reikSme.

TaCiau kitas svarbesnis naujy peptidy panaudojimas yra

medziagu, skirty imunologiniy tyrimy technikos gamybo- .

je. Tada peptidas gali bati kovalentidkai prijungtas
prie tinkamo didelio molekulinio ne$iklio, tokio kaip
albuminas, 'polilizinas arba poliprolinas tam, kad bty
ivestas antikdnus gaminantiems gyvuliams (pvz., triu-
Siams, jOros kiaulytéms arba ozkoms). In vitro imu-
nizacijos metodai taip pat gali biti panaudoti. Auksto
specifisSkumo antiserumai yra gaunami, naudojant gerai
Zinomus absorbcijos metodus, panaudojant dideli mole-
1251’ 14C, 358)

i peptido molekule, radioimuninis tyrimas gali biti su-

kulini neSiklj. Ivedant radioaktyvumg (BH,

projektuotas ir panaudotas peptido nustatymui ijvai-
riuose biologiniuose skys&iuose, tokiuose kaip serumas

(plazma), Slapimas ir cerebrospinalinis skystis.

Sio iSradimo peptidai gali buati sintezuoti bet kuriuo
patogiu bidu. Tinkami metodai aminorigSties vienety

sudarymui yra apraSyti, pvz., "Synthesis of Optically
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Active o-2Zmino Acids" ("OptiSkai aktyviy o-2mino rugd-
¢iy sintezeé"), Robert M. Williams (Pergamon Press,
1989) . Apskritai, esancCios reaktyvios Soniniy grandiniy
grupés (amino, tiolo ir/arba karboksilo) bus apsaugotos
per visos sintezes prijungimo reakcijas, bet galima
palikti kai kurias Soniniy grandiniy grupes néap—
saugotas (hidroksilo grupes, imidazolo grupes, pirmines
amido grupes, amido grupes ciklinése aminoriugstyse kaip

piroGlu) per visa sintetine procedirs.

Tuc budu galutiné stadija bus visiSkai apsaugoto arba
18 dalies apsaugcto I bendres fermulés peptido darinio
blokavimas, ir 3ie procesai sudaro tolimesni 8ic 13-

radimo aspektsy.

Schollkopf ir kt. aprasé ivairiy aminortgsc¢iy gavimg
bis-laktime eteriy metalinimu 1r po to alkilinimu
(zitr., pvz., Tetrahedron 39: 2085 (1983) ir Topics
Curr. CHEM., 109: 65 (1983)). Sio metodo pritaikymas
pasirode ypa¢ naudingas tilteliniy amino ruGgs$ciy,
kurios sudaro $io 18radimo pagrindg, gavimui. Konkre-
¢iai, bis-laktimo eteris, 1isvestas 18 valinoglicino
dipeptido, sudaro naudingg pradini jungini Jjungimo

tilteliu reakcijoje, kuri gali buti reziumuota taip:

] nkul.d
—— - M-A-X
N -78%¢
//\N 78
CH_O CH_O
e8 cu
|4 OCH -
35 QI 3 CH.O o
NH_ KH CH W M/ N ’~“~ GH |
| | 7 N
HCE -—— A —— CH DR S /L
!. .. I‘ ~}‘€ &“‘2’. C!“}
COOH COOHR . CGH_O

3
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(kurioje X yra nueinanti grupe, tokia kaip halogeno

atomas, pvz., bromas).

Tiltelinés (S,S)-d,a'~diaminoriigStys gali bati gautos
8iuo metodu, Jjei D-valinas yra 18 pradZiy naudojamas
sudaryti bis-laktimo eteri. Lygiai taip pat (R,R)-a,a'-
diaminorug3tys gali Dbuti sudarytos, panaudojant L-
valing.

Alternatyvi metodika, naudinga tilteliniy o,a'-diamino
ragsciy, kurios sudaro Sio iSradimo tilteliniy
dipeptidiniy Jjunginiy pagrinda, gamybai yra metodo,
i8vystyto Vederas ir kt., pritaikymas (J. Am. Chem.
Soc. 107: 7105 (1985) ir J. Am. Chem. Soc. 110: 2237
(1988)). S8i alternatyvi metodika paremta p-laktonu,
idvesty 18 serino, Ziedo atidarymo reakcijomis. B-lak-
tonai gali biati paveikti wvisa eile "S&velniy" nu-
kleofily, kurie sukelia laktoninés alkilo-degquonies
jungties skilima. Aza-pakeistos tiltelinés amino-
rigsStys, apimanc¢ios oksa- ir tia-analogus, gali buati
susintetintos pagal metodikg, kuri iliustruota tokia
schema:

' | |
-

-+ Boc/N H
H o
Boc-———T/ X (o] ! l

N
H Boc/ H H/N\
Boc\ /\1/0}‘

V N
I\Hz_ H/ "
o
H (o] H 0
! l ’ILQ
N N
Fmoc/ H Boc/ H

N
27 ) z’
Fmoc\N / OH » Boc\N / OH
e I
o
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Tilteliniams dipeptidiniams Jjunginiams pagal 33, 4di3ra-
dimy, kvr —-A- yra =CH,-, galima nucrcda i Belokon et

al., JIzv. Akad. Nauvk. S8SSR. Ser ¥him, (1987), 852
(Chemical Abstracts 108: 132255v).

Twuo budu $is idradimas taip pat pateikia peptidinio
Juhginio gavimo buda, susidedanti 18 dalinai arba vi-

Fi¥kai apsauvgoto io darinio blokavimo.

Kitu aspektu, 8is iSradimas pateikia peptidinio Jjun-

ginio gavimo badg, kuris apima:

a) bis~laktimo eterio metalinimg ir ‘nuocsekly alki-
linima, kad bity sudary:tas bis-laktimo dipeptidinis

elteris;y

) bis-laktimo eterio 18 Zingsnio a) hidrclize, kad
bity gauta tilteliné o,0'--diamino rigstis;
) pagiliekandiy amino 1rug3&iy ivedimg 1 peptidines

grandines; ir
d) bet kurios apsauginés grupés deblokavimg.

Bis~laktimo dipeptidiniai eteriai ir tilteline rugStis -
o, u'~diaminorigstis, pagaminta pagal 351 metoda, sudaro

tolesni, §io igradimo aspekta.

Kai tilteliniai dipeptidai yra sudaryti, pasiliekandios
aminorugdtys peptidinéje grandinéje gali buti 4ivestos
jprastais metodais.

Budarant peptidines grandines, galima pradeti arba nuo
C-galo, arba nuo N-galo, nors tik nuo C-galo pra-

sidedanti procedirs yra visuotinail naudojama.




10

15

20

25

30

35

LT 3614 B
17

Tuo budu, galima pradéti nuo tinkamai apsaugoto C-galo,
pvz., lizino, darinio reakcija su tinkamai apsaugotu
cisteino dariniu. Lizino darinys turés laisva o-amino
grupe, tuo tarpu kitas reagentas turés arba laisva,
arba aktyvuota karboksilo grupe 1ir apsaugotg amino
grupe. Po prijungimo, tarpiniai produktai gali buati
isgryninti, pvz., chromatografija, ir tada selektyviai
N-apsaugoti, kad galima buty pridéti laisvg arba akty-
vuotg aminorugdties liekana. Si procediira yra tesiama,

kol sudaroma reikalinga amino rugsciy seka.

Karboksiline rugsti aktyvuojantys pakaitalai, kurie
gali, pvz., biti naudojami, apima simetrinius arba mis-
rius anhidridus arba aktyvuotus esterius, tokius kaip,
pvz., p-nitrofenilo esteris, 2,4,5-trichlorofenil-este-

ris, N-hidroksibenzotriazolo esteris (OBt), N-hidroksi-

- sukcinimidilesteris (OSu) arba pentafluoro-fenilesteris

(OPFP) .

Laisvy amino 1ir karboksilo grupiy prijungimas gali,
pvz., buati atliktas, panaudojant dicikloheksilkar-
bodiimidg (DCC). Kitas prijungimo agentas, kuris gali,
pvz., buti naudojamas, yra N-etoksikarbonil-2-etoksi-
1,2-dihidrochinolinas (EEDQ) .

Apskritai yra patogu atlikti prijungimo reakcijas Ze-
mose temperatiirose, pvz., nuo -20°C iki kambario tem-
peraturos, ©patogiai tinkamoje tirpiklio sistemoje,
pvz., tetrahidrofurane, dioksane, dimetilformamide, me-

tileno chloride arba $iy tirpiliy miSinyje.

Gali biti patogiau vykdyti .sinteze ant kietos fazés
dervos ne8iklio. Chlorometilintas polistirenas (su-
sidtas su 1 % divinilo benzenu) yra vienas naudingas
nesSiklio tipas; tuo atveju sintezeé prasidés nuo C-galo,

pvz., prijungiant N-apsaugotg lizing prie ne$iklio.

T —
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Eilé tinkamy kietos fazés metcduy yra apradyta Eric
Atherton, Christopher J. Logan, and Robert C. Sheppard,
J. Chem. Soc. Perkin I, 538-46 (1981); James P. Tam,
Foe S. Tioeng, and R.B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc.,
102, 6117-27 (1980); James P. Tam, Richard D. Dimarchi
and R.B. Merrifield, Int. J

412-25 . (1980); . Manfred Mutter anc Dieter 'Bellof,

Helvetica Chimica Acta, 67, 2009-16 (1984).

Peptide Prctein Res 16,

Prijungimo reakcijos taip pat gali biti atliktos tir-
pale.
Yra Zincmas platus apsauginiy grupiuy amino rug3tims pa-
sirinkimas ir ©pateikta pavyvzdZiu Schroder, E. and
Lubke, K., The Peptices, Vois. 1 and 2, Academic Press,
New York and Londen, 1965 and 1966; Pettit, G. R.,
Synthetic Peptides, Vols. 1-4, Van Nostrand, Reinhold,
New VYork 1970 1871, 1975 and 1276; Houben-—-Weyl,
Methoden der organischen Chemie, Synthese ven Peptiden,
-t, NY, 1983; The

Peptides, Analysis, synthesis, biology 1-7, Ed: Erhard

Band 15, Georg Thieme Verlag Stuttgar

Gross, Johannes Meilenhofer, Academic Press, NY, San
Fransisco, London; Solid phase peptide synthesis 2Znd
ed., John M. Stewart, Janis D. Young, Pierce Chemical

Company.

Tuo budu, pvz., amino apsaugines grupés, kurios gali
bati panaudotos, apima apsaugines grupes, tokias kaip
karbobenzoksi (Z2-), t-putoksikarbonilas (Boc-), 4-me-
toksi-2,3,6-trimetilbenzolo sulfonilas (Mtr-) ir 9-fluo-

renilmetoksikarpbonilas (Fmoc-).

Bus suprantama, kad kai peptidas sudarytas nuo C-galo,
amino apsauginé grupeé bus kiekvienos naujos pridedamos
liekanos a-amino grupéje 1r ja reikés pa$alinti
selektyviai prie& kita jungimo stadija. Kietos fazes

sistemoms viena ypa& naudinga grupe tokiai laikinai
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amino apsaugai yra Fmoc grupé, kuri gali biti pasalinta
selektyviai, paveikiant piperidinu organiniame tir-
piklyje. Sintezei tirpale Boc- yra tinkamesné apsaugine

grupé, kuri gali buti jvesta ir paSalinta iprastu budu.

Aminorig$tys arba peptidai daZnai reikalauja sililinimo
pries apsaugojimg, pvz., pridedant Fmoc, kad buty pa-
gerintas juy tirpumas organiniuose tirpikliuose. Sili-

linimas ir Fmoc apsaugos reakcijos yra reziumuotos

Zemiau:
H_N —CH —— COOH CCH_> S1HN
- - —— GH — COOS1 (CH
| HNCS1CCH 3> 33 | 3’3
A 332 A
CcHs1C1 '
H_N —CH — COOH CCH> S1HN — CH — COOS1 (CH_D_

1> Fmoc-Cl
i H,)O

H

FmoeN —CH —— COOH

A

FmocN —CH —— COOH

H

Karboksilo apsauginés grupés, kurios gali, pvz., buti
panaudotos, apima suskaldytas esterio grupes, tokias
kaip benzilas (-OBZI), p-nitrobenzilas (-ONB) arba t-
butilas (-tOBu), kaip ir jungimus ant kieto nesiklio,

pvz., metilo grupes, prijungtas prie polistireno.

Tiolo apsauginés grupés apima p-metoksibenzilg (Mob),
tritilg (Trt) ir aqetamidometila (Acm) .

Bus suprantama, kad egzistuoja daug kity tokiu grupiuy,

kaip, pvz., detaliai apradyta aukS$Ciau nurodytoje 1li-
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teratiroje, 1ir wvisy tokiy grupiy panaudoijimas ¢&ia
ank3¢iau apradytuose procesuose ieina i 3ic idradimo

sriti.

Egzistuoja dauvug procediry amino- ir karboksil-apsau-
giniy grupiy pa$alinimui. Taciau jos turi biuti sude-
rintos su naudojama sintezés strategija. Soninés gran-
dineés apsauginés grupés turi buti atsparios salygoms,
nauvdojamcms padalinti laikinas @-amino  apsaugines

grupes priesS kita jungimo stadijg.

Amino apsauginés grupes, tokios kaip Boc, ir karboksilo
apsauginés grupes, tokios kaip toBu, gali bati pa-
Salintos vienu mwetu, paveikiant rug&timi, pvz., tri-
flucracto rtgdtimi. Ticlc apsauginés grupés, tokios
kaip Trt, gali buti pasSalintos selektyviai, panaudojant

oksidavimo agents, toki x&ip jodas.

Cisteino turintys peptidal gali bati sintezuoti me-
todais, apradytaic tekste, su visy apsauginiu grupiy
pagalinimu, iskaitant tiolc apsaugines grupes kaip
paskutine sintezes stadija.

Toliau einantys pavyzdziial pateikiami tik kaip iliust-

racijos.
1 PAVYZDYS

(S,S)-2,7-Bis {9-fluorenilmetiloksikarbonilamino) - (E) -

okt-4-eno-1,8-dikarboksiriigitis

a) 1,4-Bis((2R,58)-2,5-dihidro-3, 6~dimetoksi-2-izopro-
pil-5-pirazinil) - (E) -but~-2-enas

1 maisSomg (2R)-Z2,5-dihidro-3,6~dimetoksiizopropilpira-
zino (5.53 g, 30 mmol) tirpalg THF (100 ml), esant
-78°C, su Svirkstu prideta 1.55 M butillicio (19.62 ml,
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31 mmol) tirpalo heksane, ir maidymas buvo tesiamas
1 valanda, esant -78°C. Tada prideta (E) -1, 4-dibromo-
but-2-eno (3.21 g; 15 mmol) tirpalo THF (20 ml), ir
maidymas buvo tesiamas per nakti. Tirpiklis paSalintas
sumazintame slégyje, o likutis buvo idtirpintas dietilo
eteryje beil ekstrahuotas vandeniu. Organinis sluoksnis
isdziovintas magnio sulfatu, eteris i8garintas ir 1li-
kutis isgrynintas impulsine chromatografija (etilo ace-

tatas/heksanas 1/4; silikagelis).
Iseiga 4.73 g (75 %), blyskiai geltonas skystis.
'H BMR (CDCl;):8

0.67 (4, 6H), 1.04 (d, 6H), 2.1-2.4 (m, 2H), 2.48 (dd,
4H)y, 3.67 (s, 6H), 3.68 (s, 6H), 3.93 (dd, 2H), 4.03
(dd, 2H), 5.35 (dd, 2H).

3¢ BMR (CDCl;):d

16.52, 19.07, 31.65, 37.09, 52.16, 52.23, 55.62, 60.60,
127.50

C22H35N404 (420)

Pask.%: C: 62.86; H: 8.57 N: 13.33
Rasta %: C: 62.65; H: 8.62 N: 12.91

b) (S,S)-2,7—Diamino-(E)—okt—4—eno—1,B—dikarboksirﬁgé—

ties dimetilo esteris

I 1,4—bis((2R,58)~2,5—dihidroksi-3,6—dimetoksi—2—izo—
propil—S—pirazinil)—(E)—but—Z—eno (4.02 g, 9.9 mmol) ir
0.5 N HC1 (40 ml, 20 mmol) migini, prideta 40 ml
dioksano, ir tirpalas maisomas kambario temperatiroje
4 valandas. Jis ekstrahuotas dietilo eteriu, i vande-

nini tirpala buvo prideta vandeninio amonio, kol buvo
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pPasiektas pH 9. Tada vandens faze ekstrahuota chloro-
formu ir organinis sluoksnis i8dZiovintas magnio
sulfatu. PaSalinus tirpikli, perdistiliuota 30-40°C
(0.04 mbar), atskiriant valino metilo esteri. Ne-
distiljiuotas pavadinimo junginys buvo naudojamas be
tolesnio gryninimo.

ISeiga 1.92 g (84.3 %), geltonas aliejus.

'H BMR (CDCly): 6

1.70 (s, 4H), 2.20-2.60 (m, 4H), 3.51 (dd, 2H), 3.69
(s, 6H), 5.46 (dd, 2H).

C BMR (CDC1,): 8
37.99, 52.00, 54.11, 128.84, 175.32

c) (S,S)—2,7—Diaminc—(E)rokt—4—eno-1,8—dikarboksirﬁgé—
ties dihidrochloridas

(S,S)—2,7-Diamino—(E)—okt—4—eno—1,8—karboksirﬁgéties di-
metilo esteris (1.65 g, 7.17 mmol) virinamas su
griZtamu &aldytuvu su 6 N HC1 (10 ml, 60 mmol), dvi
valandas. Tada tirpiklis iSgarintas, likutis iStirpin-
tas vandenyje (10 ml), ir prideta etanolio (100 ml).
Balti kristalai nufiltruoti ir isdZiovinti vakuume,
esant 40°C.

ISeiga 1.32 g (67 %); balti kristalai.
'H BMR (D,0):8
2.53 (dd, 4H), 3.93 (dd, 2H), 5.49 (dd, 2H).

>c BMR (D,0):6




10

15

20

25

30

35

LT 3614 B
23

33.57, 53.07, 128.49, 171.49

CeHyeN;0,C1, (275)

Pask. %: C: 34.91; H: 5.81; N: 10.18;
Cl: 25.78
Rasta %: C: 36.58; H: 5.80; N: 9.70;

Cl: 26.01
FAB-MS signalas prie m/z

405.3(11), 203.2(100), 157.1(19), 130.1(7), 93.0(18),
73.9(13).

d) (S,S)—2,7—Bis(9—fluorenilmetiloksikarbonilamino)—E)—
okt-4-eno-1,8-dikarboksirigstis

Ragsties hidrochloridas - (S,S)—2,7—diamino—E—okt—4—
eno-1,8-dikarboksiragsties dihidrochloridas (1.59 g,
5.8 mmol) suspenduotas heksametildisilazane (20 ml), ir
pbuvo pridéta 1 ml trimetilsililo chlorido. Tada su-
spensija virinama Ssu griZztamu Saldytuvu per nakti.
Tirpiklis paSalintas sumazintame slégyje ir likutis
i§tirpintas bevandeniame metileno chloride. S8is tir-
palas atsaldytas iki 0°c, ir pridétas 9-fluorenilmetilo
chloroformiato (3.10 g, 12 mmol) tirpalas metileno
chloride. Pried pa3alinant $aldymo voniag, tirpalas buvo
maidomas 1 valanda. Kita ryta tirpiklis iSgarintas ir
likutis istirpintas THF. Tada miginys uZgesintas 1 N
vandeniniu HCl, ir tirpalas buvo maiSomas 2 wvalandas.
Organinis tirpiklis padalintas ir vandens fazé eks-
trahuota chloroformu. Organiﬁis sluoksnis i&dzZziovintas
magnio sulfatu ir i3garintas. Likutis 1i8tirpintas

metileno chloride ir nusodintas eteriu.

IZeiga 2.50 g (67 %); balti kristalai.
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'H BMR (DMSO): &

33.98, 46.56, £3.93, 65.4¢9, 24.81
127.17, 127.98, 140.19, 143.2¢, 155.43, 172.59

C33H3,N,0, (646)

Pask. %: C: 70.59; H: 5.26; N: 4.33
Rasta %: C: 70.17; H: 5.5

FAB-MS signalas prie m/z

661.3(3), 647.4(3), 191.2(17), 175.2(100), 165.1(18),
78.9(31).

2 PAVYZDYS

(S,S)—2,7«Bis(9~fluorenilmeti1oksikarbonilamino)—(Z)—
okt-4-eno-1,8-dikarbcksirtgstis

a) 1,4—Bis((2R,SS)~2,5—dihidso—3,6—dimetoksi-2—izopro—
pil-5-pirazinil) - (2)-but-2-enas

(2R)—(~)~2,5—Dihidr0w3,6—dimetoksi—2—izopropilpirazinas
(1.3 ml, 6.4 mmol) iStirpintas sausame THF (20 ml) ir
atSaldytas iki -78°C. La&inant pridéta BuLi (1.6 M
heksane, 3.9 ml, 6.4 mmol), ir tirpalas mai3omas 30 mi-
nuciy. Cis-1,4-dichlor-2-butenas (0.32 mi, 3 mmol) ig-
tirpintas sausame THF (10 ml) ir sudétas visas is
karto, esant ~78°C. Reakcijos miZinys maiZomas per
nakti N, atmosferoje. Reakcija uZgesinta amonio chlo-

ridu (3 ml), miSinys i8garintes. Likutis ekstrahuotas




10

15

20

25

30

35

LT 3614 B
25

dietilo eteriu, ir organiné fazé dukart i3plauta van-
deniu. Tada is8dZiovinta MgSO, ir i&garinta. Gryninimas

atliekamas silikageliu (heptanas: EtOAc/2:1).
Ieiga: 0.81 g (60 %), gelsvas aliejus.

PSG (plonasluoksné chromatografija) (heptanas: EtOAc/2/1):
Rf= 0.39

HPLC (auk3to slégio skystiné chromatografija) (50-100 %
MeOH, 10 minudiy): Rt = 6.75 minuciy.

'H BMR (CDCl;):8

0.66 (d, 6H), 1.02 (d, éH), 2.55 (m, 2H), 2.66 (m, 4H),
3.66 (s, 6H), 3.70 (s, 6H), 3.90 (t, 2H), 4.01 (m, 2H),
5.39 (t, Z2ZH)

b) (S,S)-2,7-Diamino-(Z) ~okt-4-eno-1,8-dikarboksirigs-
ties dimetilesteris

1,4-Bis((2R,58)-2,5-dihidro-3, 6-dimetoksi-2-izopropil-

5-pirazinil)-(Z)-but-2-enas (0.58 g, 1.23 mmol) is-
tirpintas dioksane (8 ml), ir prideta 0.25 M HCl (8 ml,
2.5 mmol) bei maiSoma per nakti kambario temperatiroje.
PSG (plonasluoksné chromatografija) (MeCN:MeOH:H,0/4:1:1).
Tirpalas ekstrahuotas dietilo eteriu, ir vandens faze
i8garinta. Likutis i3tirpintas maZame kiekyje vandens,
vandeninis amoniako tirpalas dedamas, kol buvo pa-
siektas pH 9. Vandens faze dukart ekstrahuota dietilo
eteriu, 1ir organineé faze iS8dZiovinta MgSO, bei 13-

garinta.

Iseiga: 0,6 g, geltonas aliejus
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c) (S,S)—Z,?—Diamino—(Z)—okt~4—eno—1,8-karboksirﬁg§ties
dihidrochloridas

T (S,S)~2,7—Diaminc~(2)~okt~4—eno—1,8wkarboksirﬁgéties
dimetilo esterio misini (0.6 g, 1.3 mmol) pridéta konc.
HC1 (1 ml) ir dioksano (10 wl), 4ir tirpalas buvo de-
flegmuojamas 2 valandas, tada iSgarintas.

ISeiga 0.6 g, balta kieta medZiaga.
‘H BMR (D,0}:8

0.88 (2d, 6H), 2.15 (m, 1d), 2.57 (24, 4H), 3.68 {m,
1H), 3.86 (m, 2H), 5.51 (m, 2#).

d) (S,S)—2,7—Bis(9—fluorenilmetiloksikarbonilamino)—
(Z)—okt~4—eno—1,8~dikarboksirﬁgétis

RugsSties hidrochlicridas, geutas c¢) stadijoje (5.6 g,
2 mmol), suspenduotas heksametildisilazane (HMDS) (12 ml)
ir trimetilsililo chloride. (TMS-C1} suspensija
deflegmuojama per nakti, azcto atmosferoje. HMDS ir
TMS-Cl perteklius nudistiliuotas vakuume. Likutis buvo
isStirpintas sausame metilchloride ir atsaldytas iki
0°C. Buvo pridetas fluorenilmetilo chloroformiato (712 ma,
2.8 mmel) tirpalas sausane metilchloride, mi3inys

maiSomas 2 valandas, tada iSgarintas. Likutis iStir-

b

1
pintas THF, uZgesintas 1 M HC + ir maiSomas 2 valandas.
Organinis tirpiklis paSalintas, ir vandens fazé eks-
trahuota chloroformu. Organinis sluoksnis i%dZiovintas
MgSO, ir isgarintas. Gryninimas atliktas silicio diok-

sidu (heptanas: EtOAC:ACOH/3:6:1).
HPLC (40-70 % MeCN C.1 % TFA, 10 minuciy): Rt = 4.75 min.

'H BMR (CDCl,): 8§
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2.4-2.7 (s, 4H), 3.7 (s, 2H), 4.0-4.5 (m, 8H), 5.5 (s,
2H), 7.1-7.8 (m, 1l6H).

3 PAVYZDYS

(S,S)-2,7-Bis(9-fluorenilmetiloksikarbonilamino)-okt-4-

ino-1,8-dikarboksiriigstis

a) 1,4-Bis((2R,5S8)-2,5-dihidro-3,6-dimetoksi~2~-izopro-
pil-5-pirazinil)-but-2-inas

(2R}~ (-)~2,5-Dihidro-3, 6-dimetoksi-2-izopropilpirazinas
(2.7¢ g, 15 mmol) iStirpintas 100-e ml sauso THF ir
at3aldytas iki -78°C, tada la$inant ir maidant prideta
9.5 ml 1.6 M BuLi (15 mmol) tirpalo. Po valandos létai
ivesta 0.92 g (7.5 mmol) 1,4-dichlor-2,3-butino. Reak-
cijos miSinio PSC (plonasluoksné chromatografija) ir DC
{dujine chromatografija) po valandos parcdé esminius
nesureagavusio 2,5-dihidro-3,6-dimetoksi-2-izopropilpi-
razino 1r monoalkilinto produkto kiekius. Reakcijai
buvo leista testis per nakti ir palaipsniui pasiekti
kambario temperatirg. THF iSgarintas, esant sumazintam
slégiui, ir likutis padalintas tarp eterio ir vandens.
Vandens faze dukart ekstrahuota eteriu, i8dZiovinta
(MgSO4) 1r 1i8garinta. Reakcijos miSinio Kugelrohr'o
distiliacija dave 2.3 g (77 %) gryno produkto.

'H BMR (CDCl;): 8

4.03 (m, 4H, Ziedas H's), 3.68 (m, 12H, 4 x OCH;), 2.63
(pl.2B q, 4H, 2 x CH,), 2.27 (m, 2H, 2 x CH(CHj),), 1.05
(d, J=6.8Hz, 6H, 2 x CH;), 0.64 (d, J=6.8Hz, 6H, 2 x

CH,) .

*c BMR (CDClj): 8




10

15

20

25

30

35

LT 3614 B
28

163.9, 161.0, 77.4, 60.6, (60.68), 54.6 (54.2), 52.3,
52.2, 31.6 (31.20), 25.5 (25.6), 19.3 (19.5), 16.7
(6.9).

MS (Cl) 419 (M'+, 55), 403 (4), 391 (7), 279 (15), 236
(17), 183 (44), 167 (34), 149 (100), 141 (41), 113
(44) . '

b) (S,S)-2,7-Diamino-okt-4-in-1,8-karboksiragsties di-

metilesteris

I a) stadijos produktg pridéta 20 mi 1.0 M HC1l ir 60 ml
MeOH, kad batuy gauta 0.25 M HCl1 H,0/MeOH. Reakcijos
misinys maisSomas kambario temperatiroje per nakti, 1ir,
nustacius, kad nebeliko pradines medZiagos, visas tir-
piklis paSalintas. Likutis iStirpintas vandenyje, eks-
trahuotas eteriu, ir vandens fazé neutralizuota iki pH 8
konc. NH,OH. Tirpalas iZplautas eteriu ir ekstrahuotas
kelis kartus EtOAc, kol visas produktas peréjo i EtOAc
faze. Tada i8dziovinta, tirpiklis paSalintas ir valino
metilo esteris atskirtas i3 tirpalo Kulgelrohr'o dis-
tiliacija, kad duoty 0.97 g (78 %) metilo esterio

pavadinimo jurginio.
'H BMR (D,0):8

4.0 (m, 2H, HC-o), 3.6 (d, 6H, 2 x OCH;), 2.6 (m, 4H, Z
x CH,) .

B¢ BMR (D,0):8
171, 81.6, 61.6, 56.6, 20.5
c) (S,S)-2,7-Diamino-okt-4-ino-1,8-dikarboksiriugstis

Pakankamai MeOH, kad i8tirpty b) stadijos produktas, ir

20 ml1 6 M HCl sumaiSyta 1ir maiSoma kambario tem-
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peratiroje per nakti. PSC, panaudojant
1:1:1:1/nBuCH:EtOAC:MeOH:H,0 mifini ir ninhidrino pul-
verizatoriy, parodé metilc esterio buvima. Reakcijos
misinys deflegmuojamas 60°C temperatiroje 24 valandas,
kol buvo suhidrolizuotas visas metilo esteris. Tirpalas
buvo idgarintas iki sausumo, likutis isdZiovintas auk$-

tu vakuumu ir panaudotas be tolesnio gryninimo.
3¢ BMR (D,0):8
172.3, 81.1, 55.0, 24.3

d) (S,8)-2,7-Bis (9-fluorenilmetiloksikarbonilamino) -

okt-4-ino-1,8~-dikarboksirtgstis

50 ml HMDS ir 1 ml TMSCl pridéta i produktg i§ auks-
¢iau, ir miSinys buvo déflegmuojamas, esant 120°C azoto
atmosferoje, kol buvo gautas skaidrus tirpalas maZdaug
po 24 valandy. HMDS perteklius nudistiliuotas, © gautas
produktas i8tirpintas 50-tyje ml sauso CH,Cl, ir
at3aldytas iki 0°C. MaiSant, palaipsniui pridéti 3 g
FMOC-Cl, i3tirpinto 20-tyje ml sauso CH,Cl,, ir reakcija
vyko per nakti. Tirpiklis paSalintas sumaZintame sle-
gyje, o produktas padalintas tarp prisotinto vandeninio
NaHCO, tirpalo ir eterio, kad btty paSalintas nesu-
reagaves FMOC-Cl ir kiti FMOC skilimo produktai.
Vandeninis tirpalas buvo at8aldytas iki 0°C bei pa-
ruagdtintas 2 M HCl1 iki pH 3, produktas ekstrahuotas
5 kartus EtOAc, tada perplautas, i8dzZiovintas ir i3-
garintas. Chromatografija, panaudojant CHCl;: MeOH/96:4,
davé 2.35 g (66 %) pavadinimc junginio. Nors PSC paro-
dé, kad jis grynas, atvirkstines fazés HPLC parode
priemaidy buvimg, kas beveik sutapo su pagrindinio
produkto piku. Produktas, i3tirpintas 40 % MeCN su 0.1 %
TFA isgrynintas preparatyvine HPLC, panaudojant
Beckman'o ODC C-18 kolonéle bei 0.1 % TFA H,0, ir 0.1 %
TFA MeCN buvo kaip eliuentas.
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'H BMR (DMSO): &

7.9 (4, J 7.3 Hz, 4H, arom. H), 7.7 (d, J=7 Hz, A4H,
arom. H), 7.3 (d tripletas, J 7.2 Hz, 8H, arom. H),
4.26 (m, 8H, OCH,, 2 x CH), 2.5 (m, 4H, CH;).

3¢ BMR (DMSO): &

170.4, 154.5, 142.5, 139.4, 126.5, 125.9, 124.2, 119.0,
77.6, 65.5, 53.0, 46.5, 21.7.

4 PAVYZDYS

(S,8)-2,4-Bis (9-fluorenilmetiloksikarbonilamino) - (E) -

pentano-1,5-dikarboksirigstis

a) 1,1-Di((2R,5S8)~2,5~-dihidro~-3,6-dimetoksi-2-izopro-

pil-5-pirazinil) - (E) -metanas

I mai%omg (2R)-2,5-dihidro-3, 6-dimetoksi-izopropilpi-
razino (5.53 g, 30 mmecl) tirpalg THF (100 ml), esant
-78°C, per Bvirkdta pridedamas 1.55 M butillic¢io (19.62 ml,
31 mmol) tirpalas heksane, ir maisymas tesiamas- -1 va-
landa, esant -78°C. Tada pridedamas (E)-bromochlo-
rometano (15 mmol) tirpaias THF (20 ml), ir maidymas
tesiamas per nakti. Tirpiklis paSalinamas sumaZintame
slégyje ir likutis i3tirpinamas dietilo eteryje bel
ekstrahuojamas vandeniu. Organinis sluoksnis 18dZio-
vinamas magnio sulfatu, eteris iSgarinamas, o likutis
gryninamas impulsine chromatografija (etilo aceta-

tas/heksanas 1/4; silikagelis).

b) (S,S)-2,4-Diamino- (E) -pentan-1,5-dikarboksirtgsties

esteris

I 1,1-di((2R,58)-2,5-dihidro-3,6-dimetoksi-2-izopropil-
5-pirazinil)-(E)-metano (4.02 g, 9.9 mmol) ir 0.5 N HCl
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(40 ml, 20 mmol) migini pridedama 40 ml dioksano, ir
tirpalas maisomas kambario temperatiroje 4 valandas. Po
to ekstrahuojama dietilo eteriu, vandeninis amoniakas
pilamas i vandenini tirpala, kol pasiekiamas pH 9. Tada
vandeniné faze ekstrahuojama chloroformu ir organinis
sluoksnis i&dZiovinamas magnio sulfatu. Pasalinus
tirpikli,, wvalino metilo esteris pa3alinamas disti-
liacija i% kolbos i kolba, esant 30-40°C (0.04 mbar).
Nedistiliuotas pavadinimo junginys yra naudojamas be

tolesnio gryninimo.

c) (S,S)-2,4—Diamino(E)-pentan-l,5—dikarbcksirﬁg§ties
dihidrochloridas

(S,S)—2,4—Diamino—(E)-pentano—l,5—dikarboksirﬁgéties
dimetilo esteris (1.65 "g, 7.17 mmol) virinamas Ssu
griztamu daldytuvu su 6 N HC1 (10 ml, 60 mmol) 2 va-
landas. Tada tirpiklis idgarinamas, likutis i8tir-
pinamas vandenyje (10 ml) ir pridedama 100 ml etanolio.
Baiti kristalai nufiltruojami 1ir iddZiovinami vakuume,
esant 40°C.

d) (S,S)—2,4—Bis(9—fluorenilmetiloksikarbonilamino)—
(E)-pentan—l,5-dikarboksirﬁg§tis

Ragsties hidrochloridas - (S,S)—2,4—Diamino—(E)—penta—
no-1,5-dikarboksirugsties dihidrochloridas (1.59 g,
5.8 mmol) yra suspenduojamas heksametildisilazane (20 ml)
ir pridedamas 1 ml trimetilsililo chlorido. Tada su-
spensija deflegmuojama per nakti. Tirpiklis paSalinamas
sumaZintame slegyje, © likutis i&tirpinamas bevan-
deniame metileno chloride. §is tirpalas at3aldomas iki
0°c, ir pridedamas 9—fluorenilmetilchloroformiato (3.10 g,
12 mmol) tirpalas metileno chloride; Tirpalas maisomas
1 valanda, pries pasalinant saldymo vonig. Kita ryta
tirpiklis iSgarinamas ir likutis istirpinamas THF. Tada

midinys paveikiamas 1 N vandenine HCl ir tirpalas mai-
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Somas 2 valandas. Organinis tirpiklis paSalinamas ir
vandens faze ekstrahuojama chloroformu. Organinis
sluoksnis i&dZiovinamas magnio sulfatu ir iSgarinamas.
Likutis i&tirpinamas metileno chloride ir nusodinamas

eteriu.
5 PAVYZDYS
(S,S)—2,9—Diamindekandikarboksirﬁgétis

a) 1,6—Bis[(2R,SS)—3,6—dimetoksi—2—izopropil—2,5—dihid—
ro-5-pirazinillheksanas

(R)-2,5—Dihidro—3,6—dimetoksi—2—izopropilpirazinas

(4.12 g, 22.4 mmol) istirpintas bevandeniame THF, ir
tirpalas atSaldytas iki -78°C. Buvo prideétas BuLi
tirpalas heksane (22.42 mmol, 14.0 ml). Po 30 minuciy,
esant -78°C, 1.6-dibromoheksano (11.2 mmol, 2.73 g)
tirpalas THF sula$intas, ir tirpalas jgijo kambario
temperatirg per nakti. Po hidrolizés su fosfato buferiu
(pH=7) miSinys ekstrahuotas dietilo eteriu, ir
organinis sluoksnis plautas vandeniu ir surymu. Po
isdziovinimo (MgSO,) tirpiklis iSgarintas, o 1likutis
iSgrynintas impulsine chromatografija (heksanas/etilo
acetatas 9/1).

ISeiga: 2.57 g (51 %).

'H BMR (CDC1,):d

0.67 (d, 6H), 1.04 (d, 6H), 1.10-1.30 (m, 8H), 1.60-
1.85 (m, 4H), 2.15-2.35 (m, 2H), 3.66 (s, 6H), 3.67 (s,

6H), 3.91 (dd, 2H), 3.95-4.05 (m, 2H).

PC BMR (CDCl,): 38
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16.54, 19.08, 24.44, 29.46, 31.63, 34.15, 52.27,
52.28, 55.47, 60.68, 163.41, 163.96.

FAB-MS signalai prie m/z 451.2(80), 407.2(33),
141.0(100) . C,H,,N,0, (450) .

b) (S,S)—2,9—Diamindekandikarboksirﬁgéties dimetilo di-
esteris '

1,6—Bis[(2R,SS)—3,6-dimetoksi—2—izopropil—2,5—dihidro—

S-pirazinil] -heksano tirpalas 40-tyje ml dioksano ir
22.8 mmol HC1 (1.90 ml) 36-iuose ml vandens buvo
maiSoma kambario temperatiroje 6 valandas, tirpiklis
pasalintas ir tirpalas ekstrahuotas dietilo eteriu.
Vandeninis amoniako tirpalas pridedamas, kol pasiektas
PH 9, ir tada tirpalas ekstrahuotas chloroformu. Or-
ganinis sluoksnis i&dZiovintas (MgSO,4) . Valino metilo
esteris nudistiliuotas vakuume (0.03 tory, kambario

temperatira) .

ISeiga: 1.48 g (100 %).

'H BMR (CDC1,): &

1.20-1.70 (m, 16H), 3.36 (dd, 2H), 3.65 (s, 6H).

>c BMR (CDCl,):8

25.40, 29.06, 34.77, 51.76, 54.30, 176.51.

c) (S,S)-2,9-Diaminodekandika;boksirﬁgétis-2HC1
Dimetilo diesteris i3 b) stadijos (1.40 g, 5.38 mmol)
iStirpintas 6 N HCl (40 ml, 240 mmol) ir maisomas, N,
atmosferoje, 60°C £emperatﬁroje 12 valandy. Tirpiklis

i8garintas, likutis iStirpintas EtOH ir kristalizuotas,

pridedant dietilo eterio. Kristalai nufiltruoti.
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I3eiga: 0.700 g, balti kristalai (42.7 %).

'H BMR (D,0):8

1.07-1.37 (m, 8H), 1.60-1.90 (m, 4H), 3.85 (m, 2H).
3¢ BMR (D,0):8

23.81, 27.65, 29.61, 53.09, 172.55.

FAB-MS signalai prie m/z 439.3(15), 340.3(100),
233.2(11).

CioHoN,C1,0, (450): Pask., %: N, 9.18.

Rasta, $: N, 9.13.

d) (S,S)—2,9—Bis(9—fluorenilmetiloksikarbonilamino)—de—

kandikarboksirigstis

(S,S)—Z,6—Diaminodekandikarboksirﬁgéties dihidrochlori-
das (0.50 ¢, 1.64 mmol) suspenduotas HMDS bei TMSCLl ir
deflegmuojamas azotc atmosferoje per nakti. Tirpikliai
padalinti, likutis 1iStirpintas bevandeniame CH,Cl,.
Tirpalas atSaldytas iki 0°C, ir pridéta FmocCl (1.69 g,
6.56 mmol) tirpalo CH,Cl,. Tirpalas maiSomas per nakti,
tirpalas paSalintas ir  likutis i3tirpintas  THF.
Pridéjus 5 ml 0.5 M HCl, miSinys maidomas 2 valandas,
ekstrahuotas chloroformu ir i&dZziovintas (MgSO,). Liku-
tis isgrynintas impulsine chromatografija (hepta-

nas/etilo acetatas/acto rugstis 4/6/1).
Igeiga: 0.580 g (52.5 %).
'H BMR (DMSO):d

1.00-1.44 (m, 8H), 1.44-1.80 (m, 4H), 3.90 (s, 2H),
4.13-4,43 (m, 4H), 7.25-8.05 (m, 16H);




10

15

20

25

35

LT 3614 B
35

13- BMR (DMSO):®

21.29, 25.63, 28.62, 31.08, 46.86, 54.17, 65.70,
120.25, 125.44, 127.20, 127.77, 140.86, 143.96, 144.04,
156.21, 174.28

FAB-MS signalai prie m/z 699.5(6), 677.4(2), 603.6(4),
409.3(4), 339.3(4); 179.1(595), 72.9(100).

6 PAVYZDYS
(S,S)—2,8—Diaminononandikarboksirﬁgétis

a) 1,5—Bis[(2R,SS)—3,6—dimetoksi—2—izopropil—z,5-dihid—

ro-5-pirazinil]-pentanas

I (R)—2,5—dihidro—3,6—dimetoksi—2—izopropilpirazino
(3.68 g, 20 mmol) tirpala THF (68 ml) ladinant (10 mi-
nué¢iy) pridéta 1.6 M n-Buli tirpalo heksane (12.8 ml,
20.4 mmol), ir maisymas buvo tesiamas, esant -78°C,
1 valands. Tada sula3intas 1,5-dibromopentano (2.3 g,
10 mmol) tirpalas THF (13.2 ml), ir midiniui buvo
leista isigyti kambario temperatira per nakti. Reakcija
uzgesinta, pridedant 50 ml NaHCO,, ir mi$inys pa-
dalintas tarp eterio (50 ml) ir vandens (20 ml). Po at-
skyrimo, vandens sluoksnis dukart ekstrahuotas eteriu
(50 ml), ir sujungti organiniai sluoksniail iddziovinti
(MgS0,), nufiltruota, sukoncentruota ir isgryninta im-
pulsine chromatografija (silikagelis, heksanas: etilo
acetatas = 12:1).

ISeiga: 3.68 g (8.43 mmol, 84.3 %).
'Y BMR (300 MHz, CDCl;):d

4.02 (kv. 2H, J. 2.1 Hz), 3.92 (t, 2H, J 3.3 Hz), 3.68
(s, 12H), 2.28 (d sept, 2H, J 3.3, 6.8 Hz), 1.71 (m,
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4H), 1.21 (m, 6H), 1.05 (d, ¢H, J 6.8), 0.68 (d, 6H, J
6.8);

*'c BMR (75 MHz, CDCl,):6

163.89, 163.31, €0.62, 55.40, 52.22. 52.19, 34.02,
34.56, 29.31, 24.33, 19.01, 16.48.

FAB-MS m/z 437 (M+1).

CoaHygN©O, (436.59): Pask., %: C, 63.28; H, 9.23; N, 12.83.

Rasta %: C, 62.95; H, 9.01; N, 129.91.

b) (S,S)—2,8-Diaminononandikarboksirﬁg§ties dimetilo

diesteris

1,5—315[(18,4R)—3,6~4~izopropil—2,S—dibidropirazinil]~

pentanas (2.8 g, 6.4 mmol) iStirpintas dioksane (51.2 ml)
bei 0.5 M HC1 (51.2 ml) ir mai3omas 4 valandas kambario
temperatiroje. Sis mi&inys plautas dietile eteriu
(100 ml), pH padarytas 9, pridedant 25 $ amoniako van-
denyje, ir greitai ekstrahuotas CHCl; (3 x 75 ml). Or-
ganinis sluoksnis buvo iSdZiovintas MgS0O,, nufiltruotas
ir sukoncentruotas. Metilo valinatas buvo paSalintas
Kulgelrohr'o distiliacija (25-50°C, 0.01 toru), ir

gauta 1.505 g (0.11 mmol, 95.5 %) ifeiga.
'H BMR (300 MHz, CDCly):8$

3.71 (s, 6H), 3.43 (t, 2H, J 6.C Hz), 1.70 (m, 2H),
1.57-1.34 (m, 8H).

C BMR (75 MHz, CDCl,):8

176.40, 54.33, 51.86, 34.79, 29.08, 25.42.




10

15

20

25

30

35

LT 3614 B
37

c) (S,S)-2,8-Diaminononandikarboksirﬁgétis

Esteris i% b) stadijos buvo maiZomas deflegmuojant 6 M
HCl (7.2 ml) 2 valandas azoto atmosferoje. Lakis jun-
giniai i3garinti. Likutis idtirpintas vandenyje (5 ml),
pridéta etanolio (20 ml), ir létas eterio idejimas dave
baltas, kristalines nuoseédas. §is midinys laikomas 12 va-

landy &aldytuve, nufiltruotas, plautas eteriu ir 1is-

dZiovintas vakuume.

ISeiga 1.37 g (4.71 mmol, 77.4 %) .

'H BMR (300 MHz, CDClj):d

3.74 (m, 2H), 1.80-1.63 (m, 4H), 1.38-1.15 (m, 6H).
3¢ BMR (75 MHz, CDClj):d

173.35, 53.62, 29.71, 27.65, 23.65.

FAB-MS m/z 437 (M' -72).

CoHpoCli,N,Og (291.17): Pask., %: c, 37.13; H, 6.92.
Rasta %: c, 37.90; H, 7.21.

d) (S,S)—2,8—Bis(9—fluorenilmetiloksikarbonilamino)-no—

nandikarboksirigsStis

(S,S)-2,8-Diaminononano dirGgstis (291 mg, 1 mmol)
TMSCl (260 mg; 2.4 mmol) ir HMDS (3.5 ml) deflegmuojama
azoto atmosferoje per nakti. AtSaldiius iki kambario
temperaturos, lakios dalys pasalintos (iki 50°c, 0.01 to-
ry), likutis istirpintas CH,Cl, (6.6 ml), atSaldytas iki
0°c, ir ladinant  pridéta FmocCl (905 mg, 3.5 mmo1l)
CH,Cl, (6.6 ml). MiSiniui leista igyti kambario tem-
peratirg per nakti. Tirpiklis iSgarintas, likutis i$-
tirpintas THF (7.5 ml), ir pridéta 1 M HCl (7.5 ml).
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Sis miSinys maiSomas 4 valandas kambario temperattrcie.
Tada pridéta chlorcformo (50 ml) ir surymo (40 ml), ir
fazés atskirtos. Vandens sluoksnis ekstrahuotas 2 x
CHCl; (50 ml). Sujungti organiniai sluoksniai i&dZio-
vinti (MgS0O,), sukoncentruoti ir isgryninti impulsine
chromatografija (silikagelis, heksanas: etilo acetatas:
acto rugdtis = 30 : 50 : 5). Produktyg turindéios frak-
cijos buvo sukoncentruotos ir liofilizuotos, gauta 615 mg

(0.928 mmol, ©2.8 %) iSeiqsy.
'H BMR (300 MHz, d¢-DMSO):$

7.86 (d, 4H, J 7.2 Hz), 7.70 (d, 4H€, J 7.5 Hz), 7.41-
7.27 (m, 8H), 4.24 (m, 6H), 3.86 (kv, 2H, J 4.5 Hz),
1.62 (m, 4H), 1.24 (m, 6H).

YC BMR (75 MHz, CDCls):d

174.40, 172.39, 156.30, 144.31, 144.22, 141.10, 129.31,
127.99, 127.68, 127.44, 125.67, 121.77, 120.46, 65.91,

54.66, 47.12, 31.40, 28.68, 25.57, 21.53.

FAB-MS m/z 663 (M' +1);

o\

CyoHygN,05 (662.73). Pask., %: T, 70.68; H, 5.78; N, 4.23.
71.20; H, 5.62; N, 4.07.

foied
B
@]
~

Rasta,

7 PAVYZDYS

2 ,3-Diaminogintaro rugstis

a) 2,3-Bis(benzilamino)gintaro riagstis

I mechaniskai maidomg mezo-2,3-dibromogintaro rugdties
(27.6 g, 0.1 mol) tirpala alkoholyje (200 ml) letai

pridéta benzilamino (85 g, 0.8 mol) kambario tempera-

tiroje. Sudejus viska, miSinys deflegmuojamas per nak-
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ti. Pasirodé sunkios drusky nuosédos. Miginys atsal-
dytas iki 50°C, ir prideéta koncentruotos hidrochloro
ragéties, kol pH pasiekeé 4-5. Nuosédos nufiltruotos,

kelis kartus vandeniu bei alkoholiu ir iddZiovintos.
Iseiga 24.5 g (75 %).
'H BMR (300 MHz, D,0/NaOD):d

3.08 (2H, s), 3.30 (2H, d, J 13 Hz), 3.55 (2H, 4, J 13
Hz), 7.2 (10H, m).

13- BMR (75 MHz, D,0/NaOD):d
50.9, 64.7, 127.1, 128.5 (br), 139.2, 179.0.
b) Mezo-2,3-diaminogintaro rigstis

Mezo-2, 3-bis (benzilamino)gintaro rugsétis (9.5 g, 0.029 mol)
istirpinta ledinés acto rigsties (50 ml) ir koncent-
ruotos hidrochloro rugsties (50 ml) misinyje. Hidro
atliekama kambario temperatuoroje 10 $ paladziu/medZio
anglies (1.0 g) kaip katalizatoriumi. Reakcija vyko,
kol BMR parodé, kad daugiau nera nesureagavusios pra-
dinés medziagos. Buvo pridéta vandens (100 ml), 1ir
katalizatorius paSalintas filtruojant. Filtratas sukon-
centruotas (rotaciniu garintuvu), O likutis istirpintas
atskiestame vandeniniame natrio hidrokside. pH sure-
guliuotas iki apytikriai 5, jidedant ledines acto rags-

ties. Kristalai nufiltruoti ir perplauti.
Iseiga 3.8 g (88 %), balta kieta medZiaga.
14y BMR (300 MHz, D,0/NaOD):8

3.21 (s).
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13- gMR (75 MHZ, D,0/NaoD): 3

C.HeN,0;  Pask. % c, 32.44; H, 5.44i N 18.91.

rRasta %: Ci 31.51; H, 5.41; N, 18.32.

c) Mezo~2,3~bis{trimetilsililamino)gintaro ragsties

di(trimetilsilil)esteris

Reakcija buvo atliekama azoto atmosferoje. Mezo-2,3"
diaminogintaro rugéties (296 ™G, 2.00 mmol) suspensija
heksametildisilazane (10 ml) 1ir trimetilchlorsilane (1 ml)
maidoma, esant 100°C per nakti, dave skaidru tirpala.
Sililinanéiu reagenty perteklius nudistiliuotas suma-
zintame slegyje. Kietas baltas iikutis tiesial panau~

dotas écilinimo reakcijose.

1y BMR' (300 MHz, CDC1;): 0

0.03 (18H, s), 0.28 (18H, s), 3.5 (2H m) .
13- gMR (75 MHZ, CDCl3): 0

_0.3, 0.03, 60.9/ 174.1.

d) Mezo—2,3—bis[(9—fluorenilmetoksikarbonil)amino]gin—

taro rugstis

Reakcija atliekama azoto athsferoje. gsililinta diamino
gintaro ragstis, gauta c) stadijojie: isztirpinta sausame
dichlormetane (10 ml) ir atdaldyta ki 0°C. Buvo pri-
détas 9—fluorenilmepilo chloroformiato (1.14 g, 4.4 mmol)
tirpalas sausame dichlormetarne (4 ml). Reakcijos midi-
nys maisomas per nakti 1r PO to sukoncentruotas.
Likutis i{gtirpintas THF (10 ml). ir buvo prideta

vandens (apytikriai 1 ml). Mi8inys maisomas 10 minu&iu
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ir tada sukoncentruotas. Produktas ekstrahuotas etilo
acetatu, tirpalas plautas vandeniu, isdziovintas

(MgS0,) ir nufiltruotas. Buvo pridéta heksano, ir nuo-

‘sédos nufiltruotos bei plautos heksanu. Galiausiail

produktas gryninamas kolonélés chromatografija (silicio

dioksidas, heksanas/etilo acetatas/acto riagdtis 1:3:1).
I%eiga 0.85 g (72 %), balti kristalai.
1y BMR (300 MHz DMSO-dq): 8

4.1-4.3 (6H, m), 4.5 (24, d}, 7.2-7.4 (12H, m), 7.6-7.7
(4H, 7.8-7.9 (4H, m).

13c BMR (75 MHz DMSO-d¢):d

47.0, 56.1, 66.5, 120.5, 125.9, 127.5, 128.0, 141.0,
144.1, 156.4, 171.1.

FAB-MS signalai prie m/z 637.2(3), 631.1(5), 615.2(21),
593.2, 435.1(9), 326.3(15), 179.1(100).

e) Raceminis—2,3—bis[(9—fluorenilmetoksikarbonil)ami—

nolgintaro riugsties anhidridas

Mezo—2,3—bis[(9—fluorenilmetoksikarbonil)-amino]gintaro
rugsties (150 mg, 0.25 mmol) suspensija acto ragsties
anhidride maiSoma, esant 120°C, kol i3tirpo visa me-
dziaga (1-2 minutes). Anhidrido perteklius atskirtas
vakuume. Zalias produktas buvo panaudotas peptido sin-

tezéje be tolesnio gryninimo.
'y BMR (300 MHz DMSO-d¢):d

4.25 (28, t), 4.39 (4H, d), 4.80 (2H, d), 7.2-7.4 (8H, m),
7.66 (4H, d), 7.88 (4H, d), 8.30 (2H, d).
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3¢ pMR (75 MHz DMSO-dg):d

46.8, 55.6, 66.9, 120.6, 125.5, 127.5, 128.1, 141.1,
143.9, 156.4, 168.2.

8 PAVYZDYS
(S,S)—2,7—Diamino—E—okt—4-endikarboksirﬁgétis

a) 1,4—Bis[(2R,53)—3,6—dimetoksi—z—izopropil—z,5-dihid—

ro-5-pirazinil]-E-but-2-enas

(2R)-2,5—Dihidro—3,6—dimetoksi—2"izopropilpirazinas

(5.53 g, 30 mmol) istirpintas bevandeniame THF ir tir-
palas atfaldytas iki -78°C. Buvo pridétas BuLi tirpalas
heksane (19.62 ml, 31.0 mmol). Po 60 minudiy -78°C
temperaturoje lasinant buvo prideétas E-1,4-dibromobut-
2-eno (3.21 g, 15 mmol) tirpalas 30-tyje ml THF, 1ir
tirpalas per nakti 1igijo kambario temperatirg. Po hid-
rolizes su fosfato buferiu (pH 7) migdinys ekstrahuotas
dietiloc eteriu, organinié sluoksnis plautas vandeniu 1ir

sarymu. PO i8dsiovinimo (MgSO,), tirpiklis i&garintas

"ir likutis i3grynintas impulsine chromatografija (hek-

sanas/etilo acetatas 4/1).

18eiga 4.73 (75 %) .

'H BMR (CDCl1;):d

0.67 (d, 6H), 1.04 (d, 6H), 2.1-2.4 (m, 2H), Z2.48 (dd,
4H), 3.67 (s, 6H), 3.68 (s, 6H), 3.93 (dd, 24y, 4.03
(dd, 2H), 5.35 (dd, 2H).

3¢ - (CcDC1,): 8

16.52, 19.07, 31.61, 37.09, 52.16, 52.23, 55.62, 60.60,
128.50
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CasHaeN,O, (420) : Pask., %: C, 62.86; H, 8.57.

Rasta %: C, 62.65; H, 8.62.

b) (S,S)-2,7-diamino-E-okt-4-enodikarboksirtigSties di-

metilo diesteris

1,4—Bis[(2R,SS)—3,6—dimetoksi—2—izopropil—Z,5—dihidro—

5-pirazinil] ~-E-but-2-eno (4.02 g, 9.9 mmol) tirpalas
40-tyje ml dioksano ir 20.0 mmol HCl (1.67 ml) 38-iuose ml
vandens mai%omas kambario tempexratiroje 4 valandas, po
to tirpalas ekstrahuotas dietilo eteriu. Buvo prideta
vandeninio amoniako tirpalo, kol buvo pasiektas pH 9,
ir tirpalas ekstrahuotas chloroformu. Organinis sluoks-
nis isdZiovintas (MgSO,). Valino metilo esteris nudis-

tiliuotas vakuume (0.04 tory, kambario temperatura).
I3eiga: 192 g (84.3 %).
'H BMR (CDCl1;):8

1.70 (s, 4H), 2.2-2.6 (m, 4H), 3.51 (dd, 2H), 3.69 (s,
6H), 5.46 (dd, 2H).

B¢ - (cDCly): 5

37.99, 52.00, 54.11, 128.84, 175.32.

c) (S,S)—2,7—Diamino—E—okt—4—enodikarboksirﬁgétis e 2 HC1
Dimetilo diesteris i3 b) stadijos (1.65 g, 7.17 mmol)
istirpintas 6N HCl (10 ml, 60 mmol) ir deflegmuojamas
azoto atmosferoje 2 valandas. Tirpiklis isgarintas,
likutis i8tirpintas 10-tyje ml vandens 1ir krista-
lizuotas, pridedant EtOH (100 ml). Kristalai nufilt-

ruoti.

TSeiga 132 g = 67 %.
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'H BMR (D,0):8

2.53 (dd, 4H), 3.97 (dd, 2H), 5.52 (dd, 2H).

Be - (D,0):8

33.57, 53.07, 128.85, 171.49.

FAB-MS signalai prie m/z 405.3(11), 203.2(100y,
157.(19), 130.1(7), 93.0(18), 73.9(13).

CeH 6N,0,C1, (275):

Pask. %: C, 34.91; H, 5.81; N, 10.18; Cl, 25.78.

Rasta %: C, 36.58; H, 5.80; N, 9.70; Cl, 26.01.

d) (S,S)w2,7wBis(9~fluaranilmetiloksikarbonilamino)—E—

okt-4-enodikarboksirtgstis

(S,S)—2,7~Diamino—E—oct—4~enodikarboksirﬁgéties dihid-
rochloridas (1.59 g, 5.8 mmol) suspenduotas HMDS (20 ml)
bei TMSCl ir deflegmuojamas per nakti. Tirpikliai pa3a-
linti, 1likutis iStirpintas bevandeniame dichlormetane.
S8is tirpalas atSaldytas iki 0°C, ir pridetas FmocCl
(3.10 g, 12 mmol) tirpalas dichlormetane. Tirpalas buvo
maiSomas 1 wvalandg, esant $iai temperattrai, ir per
nakti, esant kambario temperatirai. Tirpiklis i&ga-
rintas, likutis i3tirpintas THF. Pridejus 1 N vande-
ninio HC, tirpalas maiSomas dvi valandas, ekstrahuotas
chloroformu ir isdZiovintas (MgSO,) . Likutis i8tir-
pintas dichlormetane ir kristalizuotas, pridejus di-

etileterio.
Iseiga: 2.50 g (66.8 %).

H - (DMSO):d
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2.2-2.4 (s, 4H), 3.6 (s, 2H), 3.9-4.5 (m, 8H), 5.55 (s,
2H), 7.2-8.1 (m, 16H).

3¢ - (DMSO): 8

33.98, 46.56, 53.93, 65.49, 119.66, 124.81, 126.61,
127.17, 127.98, 140.19, 143.28, 155.43, 172.59

C38N34N208 (646) .

Pask. %: C, 70.59; N, 5.26; N, 4.33.

Rasta %: C, 70.17; N, 5.58; N, 4.08.

FAB-MS signalas prie m/z 661.3(3), 647.4(3), 191.2(17),
179.2(100), 165.1(18), 78.9(31).

9 PAVYZDYS
(S,S)-2,7—Diamino-Z-okt—4—enodikarboksirﬁg§tis

a) 1,4—Bis[(2R,SS)—3,6—dimetoksi—2—izopropil—2,5—dihid—
ro-5-pirazinil]-Z-but-2-enas

'(2R)—2,5—Dihidro-3,6—dimetoksi~2—izopropilpirazinas

(7.3 g, 39.2 mmol) i3tirpintas bevandeniame THF, ir
tirpalas atsaldytas iki -78°C. Buvo pridétas Buli
tirpalas heksane (24.5 ml, 39.2 mmol). Po 15 minudiuy,
esant -78°C temperattrai, pridéta 16.9 ml 1,3-dimetil-
2-imidazolindikarboksi rugsties (156 mmol), o po 5 mi-
nudiy ladinant pridétas 7-1,4-dichlorobut-2-eno (2.45 g,
19.6 mmol) tirpalas 10-tyje ml THF, ir tirpalas mai-
domas 6 valandas bei laikomas -20°C, per nakti. Po
hidrolizés su fosfato buferiu (pH=7), miSinys ekst-
rahuotas dietilo eteriu, o organinis sluoksnis plautas
vandeniu bei s@rymu. Po iddZiovinimo (MgSO,), tirpiklis
iggarintas, o likutis iSgrynintas impulsine chroma-
tografija (heksanas/etilo acetatas 9/1).

I8eiga: 710 mg (10.2 %).
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'H BMR (CDCl;3):9

0.67 (&, 6H), 1.03 (d, 6H), 2.25 (m, 2H), 2.55 (m, 4H),
3.66 (s, 6H), 3.68 (s, 6H), 3.91 (dd, Z2H), 4.07 (m,
2H), 5.38 (dd, Z2H).

13c BMR (CDCl;):d

16.50, 19.01, 31.57, 32.01, 52.22, 52.31, 55.46, 60.67,
127.30, 163.19, 163.66.

b) (S,S)—2,7-Diaminc—z-okt—4—endikarboksirﬁgéties dime-

tilo diesteris

1,4—bis[(1S,4R)—3,6—dimetoksi—4—izopropil—2,5—dihidro—

5—pirazinil}-z—but~2—eno (0.23 g, 0.55 mmol) tirpalas
30-tyje ml dioksano ir 9.2 mmol HC1 (0.183 ml) 10-tyje ml
vandens maiicma hempario texparatiroje 12 valandy.
Tirpalas ekstrahuotas dietileteriu. Buvo prideta van-
deninio amoniako tirpalo, kol pasiektas PpH 9, ir tir-
palas ekstrahuotas chloroformu. Organinis sluoksnis
isdziovintas (MgSO,) . Valino metilo esteris nudis-

tiliuotas (0.02 tory, kambario temperatira).
Ifeiga: 0.127 g (85 %) .
'H BMR (CDCl;):8

1.54 (s, 4H), 2.3-2.6 (m, 4H), 3.52 (dd, 20}, 3.71 (s,
6H), 5.54 (m, 2H).

3¢ BMR (CDCl3): 8

32.55, 52.02, 54.17, 127.94, 175.67.
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c) (S,S)—2,7—Diamino—z-okt-4-endikarboksirﬁgétis e HC1

I dimetilo diesterio i3 b) stadijos (0.108 g, 0.47 mmol)
tirpala 0.7 ml metanolio pridetas 2N LiOH tirpalas van-
denyje (1.41 mmol, 0.71 ml). Misinys mai3omas kambario
temperatiiroje per nakti, tada partgstintas, laSinant
pridéjus 1 N HCl. Kristalai nufiltruoti.

Iseiga 50 mg (38.7 %).

'H BMR (D,0):8

2.58 (m, 4H), 3.99 (m, 2H), 5.51 (m, 2H) .

3¢ BMR (D,0):8

27.59, 52.20, 126.84, 171.10.

d) (S,S)—2,7—Bis(9—fluoreni1metiloksikarboni1amino)~Z—

okt-4-endikarboksirigstis

(S,S)-2,7~Diamino-2—okt-4—endikarboksirﬁgétis (0.050 g,

.0.25 mmol) ir Na,CO; (0.21 g, 20.0 mmol) idtirpinta 3~

juose ml vandens 1ir 2-juose ml dioksano. Tirpalas
at8aldytas iki 0°C, ir pridétas FmocCl (0.26 g, 1.0 mmol)
tirpalas l-ame ml dioksano. Sis midinys maiSomas 0°C
3 valandas, ir igijo kambario temperatirg per nakti. Po
ekstrahavimo dietilo eteriu, jis parugstintas, pridéjus
hidrochloro rugsties. Tirpalas ekstrahuotas chloro-
formu, o aminoriugdtis kristalizuota iS5 chlorofor-
mo/heksano. Junginys toliau gryninamas impulsine chro-

matografija (chloroformas/acto ragdtis 9/1).
I3eiga: 90.0 mg (55.9 %).

'y BMR (DMSO):&
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2.12-2.64 (m, 4H), 3.88 (s, 2H), 4.04-4.37 (m, 6H),
5.42 (s, 2H), 7.02 (s, 2H), 7.20-8.00 (m, 16H).

13- BMR (DMSO): 8

29.77, 46.88, 55.53, 65.66, 120.23, 125.43, 127.23,
127.74, 129.08, 140.84, 144.11, 155.59, 174.10.

FAB-MS signalai prie m/z 676.2(2), 587.5(5), 447.4(10),
419.3(45), 391.3(100), 363.3(38), 261.2(45), 233.2(29).

10 PAVYZDYS
(S,S)—2,7—Diamino—ckt-4—indikarboksirﬁgétis

a)  1,4-Bis-((2R,5S)-3,6-dimetoksi-2-izopropil-2,5-di-

hidro-5-pirazinil)but-2-inas

1 (2R) -2, 5-dihidro-3, 6-dimetoksi-2-izopropilpirazino
(4.605 g, 25 mmol) ir 1,3-dimetil-2-imidazolidinono
(11.4 g, 102 mmol) tirpala THF (48 ml) laSinant pridéta
1.6 M n-BulLi (16 ml, 25.5 mmol). Po 1 valandos laSinant
pridétas 1,4-dichlor-2-butino (1.54 g, 12.5 mmol) tir-
palas THF. MiSiniui leista igyti kambario temperatiirg
per nakti, ir jis uZgesintas 1 M fosfato buferiu (pH 7).
Misinys ekstrahuotas dietilo eteriu (150 ml) bei van-
deniu (40 ml), ir sluoksniai atskirti. Vandens sluoks-
nis dukart ekstrahuotas eteriu (2 x 150 ml), ir su-
jungti organiniai sluoksniai i8dziovinti (MgSO4); nu-
filtruoti, sukoncentruoti ir idgryninti impulsine chro-

matografija (silikagelis, heksanai: eteris = 7:1).
ISeiga 3.325 g (7.94 mmol, 63.6 %).

'H BMR (300 MHz, CDCl,):$
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4.05-3.99 (m, 4H), 3.68 (s, 6H), 3.67 (s, 6H), 2.70
(ad, 2H, J -14.1, 3.0 Hz), 2.57 (dd, 2H, J -14.1, 3.0
Hz), 2.26 (d sept, 2H, J 6.9, 3.0 Hz), 1.05 (d, 6H, J
6.9 Hz), 0.64 (d, 6H, J 6.9 Hz).

13- gMR (75 MHz, CDClj):d

164.56, 161.53, 77.52, 60.51, 54.46, 52.34, 52.22,
31.43, 25.26, 19.07, 16.40.

FAB-MS m/z 419 M +1) .

C22H34N4O4 (418.53) H

pask. %: C, 63.14; H, 8.19; N, 13.39.

Rasta %: C, 63.27; H, 8.12; N, 13.54.

b) (S,S)—2,7—Diamino—okt—4—indikarboksirﬁgéties dimeti-

lo diesteris

1,4—Bis—((2R,58)—3,6—dimetoksi—2-izopropil—Z,5—dihidro—

5—pirazinil)but—2—inas (920 mg, 2.2 mmol) istirpintas

_dioksane (18 ml) bei 0.5 M HC1 (18 ml) 1ir maisomas

kambario temperatiroje 12 valandy. Sis miSinys plautas
dietilo eteriu (30 ml), pridéjus 25 $ amoniako van-
denyje, vandens sluoksnio pH padarytas 9, ir greitai
ekstrahuotas CHCl; (3 X 75 ml). Organinis sluoksnis
i&dziovintas MgSOy, nufiltruotas ir sukoncentruotas.
Metilo valinatas pasalintas Kugelrohr'o distiliacija
(25-50°C, 0.01 toru).

I5eiga 486 mg (2.13 mmol, 96.8 %) geltonas aliejus.
1y BMR (300 MHz, CDCl;3):d

3.74 (s, 6H), 3.59 (t, 2H, J 5.4 Hz), 2.60 (d, 4H, J
5.4 Hz).
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13 gMR (75 MHz, CDCl3):d
174.46, 78.31, 53.31, 52.22, 25.15.
c) (S,S)-2,7~Diamino—z-okt-4—indikarboksirﬁgétis ¢ 2 HC1

Dimetilo diesterio i3 b) stadijos (450 mg, 1.97 mmol)
tirpalas $8ildomas su 6 M HC1 (7.2 ml) iki 50-60°C 12 va-
landy, azoto atmosferoje. Lakus junginiai idgarinti
(rotacinis garintuvas, vandens vonia 40°Cc). Likutis
istirpintas vandenyje (1 mi, drumstas), pridéta etano-
lio (20 ml), ir 1letas eterio pridéjimas davé Dbaltas
kristalines nuosedas. &is midinys laikomas 12 valandy
Saldytuve, nufiltruotas, plautas eteriu ir i3dZiovintas

vakuume.

I8eiga 399 mg (1.46 mmol, 74.2 %)

'§ BMR (300 MHz, D;0/DCl):d

4.18 (t, 2H, J 4.8 Hz), 2.85 (m, AA'X, 4H);
3¢ BMR (75 MHz, D,0/DCl):d

172.62, 79.88, 53.75, 22.60.

FAB-MS m/z 201 (M° -72).

d) (S,S)-2,7—Bis(9—fluorenilmetiloksikarbonilamino)—
okt-4-indikarboksirigstis

(S,S)—2,7—Diamino—Z—okt—4-indikarboksirﬁgéties e 2 HCL
(400 mg, 1.46 mmol) tirpalas dioksane ir 1 M Na,C0; -
tirpalas (10.22 ml, 10.22 mmol) at$aidyti iki 0°c, ir
prideta FmocCl (1.14 g, 4.39 mmol) tirpalo 4-iucse ml
dioksano. Sis miZinys maigomas 0°C temperatiroje 1 va-

landa, ir Jjam leista igyti kambario temperatirg per
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nakti. Po ekstrahavimo dietilo eteriu, (2 X 50 ml) van-
dens sluoksnis parug8tintas, pridéjus atskiestos HCI.
Tirpalas ekstrahuotas chloroformu (3 x 50 ml), isdZio-
vintas (MgSO,) ir sukoncentruotas. Likutis isgrynintas
impulsine chromatografija (silikagelis, heksanas: etilo

acetatas: acto ragStis = 10:10:1).
I3eiga 376 mg (0.58 mmol, 39 %)
'H BMR (300 MHz, DMSO):$8

7.87 (d4, 4H, J 7.5 Hz), 7.73 (d, 4H, J 7.5 Hz), 7.41
(¢, 44, J 7.5 Hz), 7.33 (d, 4H, J 7.5 Hz), 4.26 (m,
8H), 2.52 (m, 4H).

3¢ (DMSO) : &

170.43, 154.62, 152.58, 142.32. 139.47, 126.22, 125.94,
124.35, 119.12, 77.68, 65.45, 53.08, 46.57, 21.77.

FAB-MS m/z 645 (M+ +1).

C38H32N208 (644.67) .

Pask. %: C, 70.80; H, 5.00; N, 4.35.

Rasta %: C, 69.20; H, 5.34; N, 4.13.

11 PAVYZDYS

(2s,4R,5R,7S)-2,7-Diamino-4,5-dihidroksi-4,5-0,0-izo-
propilidenoktandikarboksiriigstis

a) (2R,3R,)-1,4-Bis(2R,58)~3,6-dimetoksi-2~-izopropil-
2,5—dihidro—5—pirazinil)—2,3—dihidroksi—2,3—0,0—

izopropilidenbutanas

(2R) -2, 5-dihidro-3, 6-dimetoksi-2-izopropilpirazinas

(7.36 g, 40 mmol) idtirpintas vandeniniame THF, ir tir-
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palas atdaldytas iki -78°C. Buvo pridetas Buli tirpalas
heksane (40.0 mmol, 25 ml). Po 20 minudiy, esant -78°C,
(2R,3R)"1,4—dibrom-2,3—dihidroksi—2,3—O—izopropilideno—
putano (3.78 g, 13.1 mmel) tirpalas 10-tyje ml THF
pridetas 1aginant, ir tirpalas jaikomas 4°C tempera-
taroje 36 valandas. FO nidrolizés fosfato buferiu (cH 7).,
miginys ekstrahuotas dietilo eteriu, organinis sluoks-
nis i&plautas vandeniu ir surymu. PO isdziovinimo
(MgSQy4) « rirpiklis iSgarintas, ir likutis i&grynintas

pakartotinu kristalizavimu 18 acetonitrilo.
I8eiga: 3.70 g {57 %).
5 BMR (CDClj3):d

(d, 6H), 1.34 (s, 6H), 1.95-2.15 (m,
4H), 2.24 (m, 2H), 3.65 (s, 6p), 3.67 (s, 6H), 3.94 (m,
y, 4 4

.11 (m, 2H) .
3¢ BMR (CDC1;):d

16.91, 19.05, 27.39, 31.73, 38.32, 52.27, 52.36, 52.70,
60.60, 77.89, 108.19, 163.66, 163.70.

FAB-MS m/z signalas prie 495.4 (100) .

C,sHy N O (494)

Pask. %: C, 60.71; H, 8.56; N, 11.33.

Rasta $: C, 60.76; H, 8.32; N, 11.36.

b) (25,4R,5R,7S)—2,7—diamino—4,5—dihidroksi~4,5—0,0—izo—

propilidenoktandikarboksirﬁgéties dimetilo diesteris

(2R,3R,)—1,4—Bis((2R,58)—3,6—dimetoksi—2—izopropil—Z,5—
dihidro~5—pirazinil)—2,3—dihidroksi—2,3—0,0—izopropil—

idenobutanas (1.22 g, 2.47 mmol) istirpintas 10-tyje ml
dioksano ir 20-tyje ml MeOH. Buvo pridéta 9.88 mmol HC1
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tirpalo vandenyje, ir tirpalas mai3omas kambario
temperatiroje per nakti. Tirpikliai paSalinti, likutis
igtirpintas vandenyje ir ekstrahuotas dietilo esteriu.
] vandenini sluoksni pridéta amoniako, kol pasiektas pH 9,
ir &is sluoksnis ekstrahuotas chloroformu. Po i8dZio-
vinimo (MgSO,), tirpiklis paSalintas ir valino metilo

esteris nudistiliuotas (30-40°C, 0.04 toru).
I3eiga: 0.67 g (89.3 %) .
'H BMR (CDCl;): 8

1.34 (s, 6H), 1.64 (pl s, 4H), 1.72-1.84 (m, 2H), 1.99-
2.08 (m, 2H), 3.65 (m, 2H), 3.71 (s, 6H), 3.80 (m, 2H).

3¢ BMR (CDCl;):3
27.17, 37.54, 52.04, 52.74, 78.78, 108.99, 175.51.

c) (ZS,4R,5R,7S)-2,7-Diamino-4,5-dihidroksi—4,S—0,0-izo—

propilidenoktandikarboksirﬁgétis

Dimetilo diesteris i5 D) stadijos (0.62 g, 2.04 mmol)
idtirpintas 2.5 ml dioksano ir pridéta 2.1 ml 2N LiOH
tirpalo vandenyje (4.1 mmol), ir tirpalas maiSomas
argono atmosferoje per nakti. PSC parodé kiekybinj
pavadinimo junginio susidarymg. Nevalytas reakcijos

tirpalas buvo panaudotas kitoje stadijoje.

4d) (25,4R,5R,7S)—2,7—Bis(9—fluorenilmetiloksikarbonil—
amino)—4,5—dihidroksi—4,5—0,0—izopropilidenoktandikar—
boksirugstis

Nevalytas (2S,4R,5R,7S)-2,7—diamino~4,5—dihidroksi-4,5—
0,0-izopropilidenoktandikarboksirﬁgéties (2.04 mmol)
tirpalas atSaldytas iki 0°C ir pridéta 10 ml dioksano
pei 1N NaOH (10 mmol) tirpalo. Tada pridéeta 2.07 g
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FmocCl (8.0 mmol) maZomis porcijomis, ir mi8inys
maiZomas, esant 0°C, 5 valandas kambario temperatiroje
per nakti. Midinys ekstrahuotas dietilo eteriu ir

partgsStintas, pridedant KHSOy.

I8 ekstrahavus CHCl,, organinis sluoksnis i8dZiovintas
(MgSO,), tirpiklis paSalintas. Nesureagavusio FmocCl
perteklius atskirtas filtracija ant silikagelio ace-
tonu/MeQH, ir 1likutis buvo i&grynintas, nusodinant 18
CHC1,/EtOQEt.

I3eiga: 0.49 g (33.6 %)
'H BMR (DMSO/D,0) &:

1.20 (s, 6H), 1.73 {m, 2H), 1.89 (m, 2H), 3.87 {(m, 2H),
4,.14-4.24 (m, €6H), 7.23-7.82 m, 16H).

13c BMR (DMSO) &:

27.78, 36.21, 47.27, 53.75, 66.15, 78.82, 107.89,
120.67, 125.81, 127.76, 128.32, 141.24, 144.39, 156.12,
175.96.

FAB-MS signalas prie m/z 563.2(2), 179.1 (100)

CyHaoN,0q19 (720) ¢ Pask.: N, 3.89

Rasta: N, 3.81.

12 PAVYZDYS

(28,4S,SS,7S)—2,7—Diamino—4,5—dihidrok$i—4,5f0,0—

izopropilidenoktandikarboksirugstis

a) (28,38)-1,4-Bis((2R,58) -3, 6-dimetoksi-2-izopropil
2,5-dihidro-5-pirazinil)-2,3-dihidroksi-2,3-0,0~izop~
pilidenbutanas
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(2R) -2, 5-dihidro-3, 6-dimetoksi-2-izopropilpirazinas

(9.59 g, 52.1 mmol) iStirpintas bevandeniame THF, ir
tirpalas at8aldytas iki -78°C. Buvo pridéta BuLi tir-
palo heksane (52 mmol, 32.5 ml). Po 60 minuciy, esant
-78°c, ladinant prideta (28,38)-1,4-dibrom-2, 3-di-
hidroksi-2,3-0,0-izopropilideno~-butano (6.0 g, 20.83 mmol)
tirpalo 10-tyje ml THF, ir tirpalas igijo kambario
temperatirg per nakti, bei buvo maiSomas dar 24 va-
landas. Po hidrolizés fosfato buferiu (pH 7), misinys
ekstrahuotas dietilo eteriu, o organinis sluoksnis
plautas vandeniu bei sfrymu. Po isSdZiovinimo (MgSO,),
tirpiklis i8garintas, o likutis i3grynintas pakartotinu

kristalizavimu i$ MeCN.

ISeiga: 3.43 g (33.3 %).

'H BMR (CDCl1,) §:

0.70 (d, 6H), 1.03 (d, 6H), 1.44 (s, 6H), 2.15-2.30 (m,

4H), 3.66 (s, 6H), 3.69 (s, 6H), 3.92 (m, 2H), 4.04 (m,
2H), 4.09-4.20 (m, 4H).

3¢ BMR (CDCl;) 8&:

16.78, 19.11, 27.67, 31.88, 38.38, 52.37, 52.44, 52.83,
60.84, 77.65, 108.57, 163.15, 163.88

FAB-MS signalas prie m/z 495.4 (53), 253.2(40),
197.2(58), 141.1(100)

CosH, N0 (494) :

Pask. %: C, 60.71; H, 8.56; N, 11.33.

Rasta %: C, 60.89; H, 8.42; N, 11.45.
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b) (2R,4S,SS,7S)—2,7-Diamino-4,5—dihidroksi—4,5—0,0-izo—

propilidenoktandikarboksirﬁgéties dimetilo diesteris

(25,38)—1,4"Bis((ZR,SS)—3,6—dimetoksi—2—izopropil—2,5—
dihidro—5—pirazinil)—2,3—dihidroksi—2,3—0,0—izopropil—
idenbutanas (2.5 g 5.06 mmol) idtirpintas 40-tyje ml
dioksano. Buvo prideta 20.0 mmol HC1l tirpalo 40-tyje ml
vandens, ir tirpalas maidomas kambario temperatidroje
per nakti. Tirpikliai pasalinti, 1ikutis istirpintas
vandenyje 1ir ekstrahuotas dietilo eteriu. I vandenini
sluoksni, prideta amoniako, kol buvo pasiektas pH 9, ir
gis sluoksnis ekstrahuotas chloroformu. Po i&dZiovinimo
(MgSO4) » tirpiklis atskirtas ir valino metilo esteris
nudistiliuotas (30-40°C, 0.04 toru).

T%eiga: 1.507 g (98.0 %) .

1 ’ ~ .
1 DMR (CDCLly) 8t

1.32 (s,6H), 1.53 (br s,4H) 1.60-1.68 (m,2H), 1.85-1.94
(m, 2H), 3.63 (m, 2H) , 3.67 (s,6H), 3.80 (m, 2H) .

3¢ BMR (CDCl;) &
27.25, 37.20, 51.96, 52.74, 77.58, 108.80, 176.10.

c) (ZS,4S,SS,7S)—2,7—Diamino—4,5—dihidroksi-4,5—0,0—izo—

propilideno-oktandikarboksirﬁgétis

Dimetilo diesteris i b) stadiju (1.51 g, 4.96 mmol)
itirpintas 5-1uose ml dioksano, buvo pridéta 4.95 ml
2N LiOH tirpalo vandenyje (9.91 mmol), ir tirpalas
maidomas argono atmosferoje per nakti. PSC parode
kiekybinij (ZS,4S,5S,7S)—2,7—diamino—4,5—dihidroksi—4,5—
0,0-izopropilidenoktandikarboksirﬁgéties susidaryma.

Nevalytas tirpalas buvo panaudotas kitoje stadijoje.
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d) (28,4S,5$,7S)-2,7—Bis(9—fluorenilmetiloksikarbonil-
amino-4,5—dihidroksi—4,5—0,0—izopropilidenoktandikar—
boksirtgstis

(2S,4S,55,75)—2,7-diamino-4,5—dihidroksi—4,5—0,0~izo—
propilidenoktandioinés rugsties nevalytas tirpalas
(4.96 mmol) atdaldytas iki 0°C ir prideta 16 ml 1 N
NaOH tirpalo (16 mmol). Tada mazomis porcijomis prideta
3.89 g FmocCl (15.0 mmol) tirpalo 1l6-yje ml dioksano,
ir midinys mai3omas kambario temperaturoje 90 minuciy.
Tirpalas partgStinamas, pridedant KHSO,. Po ekstra-
havimo CHCl;, organinis sluoksnis i&dziovintas (MgSO4),
tirpiklis paSalintas. Likudio méginys i8grynintas im-
pulsine chromatografija (heksanas/etilo acetatas/acto
ragsdtis 5/5/1).

ISeiga: 1.69 (46 %).
4 BMR (DMSO/D;0) &:

1.23 (s,6H), 1.7-2.0 (m,4H), 3.62 (m,2H), 4.02 (m,2H),
4.1-4.35 (m,6H), 7.2-7.9 (m,16H) .

13- BMR (DMSO) &:

27.94, 34.59, 47.39, 52.29, 66.45, 77.49, 109.13,
120.90, 125.91, 127.97, 128.59, 141.44, 144.44, 157.02,
174.75.

FAB-MS signalas prie m/z 743.3(28), 563.2(58),
502.2(72) .

C41H40N2010 (720) H

pask. %: N, 3.89.

Rasta %: N, 4.09.
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13 PAVYZDYS

(23,4R,58,7S)—2,7—Diamino—4,5~dihidroksi—4,5—izopropil—

idenoktandikarboksirﬁg§tis

a) (2R,3S)—1,4—Bis[(ZR,SS)-3,6—dimetoksi—2—izopropil—
2,5—dihidro—5—pirazinil]—2,3—dihidroksi~2,3—0,0—izopro—

pilidenobutanas

(2R)—2,5—dihidro—3,S_dimetoksi~2—izopropilpirazinas

(6.08 g, 33.0 mmol) idtirpintas pevandeniame THF, ir
tirpalas atsaldytas ixi -78°C. Buvo pridéta BulLi
tirpalo heksane (33.0 mmol, 20.6 ml). Po 45 minuciu,
esant -78°C, 1aginant prideta (2R,35)—1,4—dibromo—2,3—
dihidroksi—Z,3—O—izopropilidenobutano (4.52 g 15.7 mmol)
tirpalo 10~-tyje ml THF. Per nakti tirpalas igavo
kambario temperatira pei buvo maisomas dar 24 valandas.
po hidrolizes fostato puferiu (pH 7), misinys ekst-
rahuotas dietilo eteriu, © organinis sluoksnis plautas
vandeniu 1ir sarymu. PO ;5dziovinimo  (MgSO4) . tirpiklis
idgarintas ir 1likutis isgrynintas impulsine chroma-

tografija (heksanas/etilo acetatas 9/1).

Iseiga: 0.77 g (10 %).

1y BMR (CDClj) 8:

0.68 (m,6H), 1.03 (m,6H), 1.32 (s,3H), 1.45 (s,3H),
1.30-1.55 (m, 1H), 1.85-2.30 {m, 5H), 3.62 (s,3H), 3.66
(s,3H), 3.68 (s,6H), 3.92 (m,2H), 4.06-4.26 (m, 3H) ,
4.45 (m,1H).

13- pMR (CDCl;) 8:

16.62, 16.77, 19.04, 19.08, 26.20, 28.49, 31.71, 31.91,
33.69, 35.07, 52.21, 52.27, 52.32, 52.35, 52.40, 52.98,



10

15

20

25

30

35

LT 3614 B
59

60.58, 60.80, 74.31, 74.66, 107.16, 163.03, 163.40,
163.91, 164.30.

b) (25,4R,5$,7S)—2,7—Diamino—4,5-dihidroksi—4,5—0,0—izo—
propilidenoktanodikarboksirﬁgéties dimetilo diesteris

(2R,3S)—1,4—Bis((2R,55)—3,6—dimetoksi—2—izopropil—Z,5—
dihidro—S—pirazinil)—2,3—dihidroksi—2,3—0,0—izopropil—
idenbutanas (0.77 g, 1.55 mmol) isStirpintas 12-o0je ml
dioksano. Buvo pridéta 6.0 mmol HC1l tirpalo 12-0je ml
vandens, ir tirpalas maiSomas kambario temperatiroje
5 valandas. Buvo pridéta amoniako, kol pasiektas pH 9,
ir tirpalas ekstrahuotas chloroformu. Po isdzZiovinimo
(MgSO,), tirpiklis paSalintas ir valino metilo esteris
buvo nudistiliuotas (30-40°C, 0.05 toruy).

Igeiga 0.36 g (77 %).
'H BMR (CDCl,) &:

1.30 (s,3H),1.41 (s,3H), 1.40-1.48 (m,1H), 1.72 (s, 4H),
1.75-2.00 (m,3H), 3.60-3.67 (m,2H), 3.70 (s,6H), 4.20-

4,40 (m,2H).

3¢ BMR (CDClj) &:

25.81, 28.26, 34.69, 34.89, 51.55, 52.00, 52.02, 52.66,
74.26, 75.20, 108.23, 175.43, 176.51.

c) (ZS,4R,SS,7S)—2,7-Diamino—4,5—dihidroksi—4,5-0,0-izo—

propilidenoktandikarboksirﬁgétis

Dimetilo diesteris i3 b) stadijos (0.36 g, 1.19 mmol)
i3tirpintas 5-iuose ml dioksano, pridéta 1.19 ml 2 N
LiOH tirpalo vandenyje (2.38 mmol), ir tirpalas mai-
fomas argono atmosferoje per nakti. PSC kontroleé parodé
kiekybinj (2S,4R,55,78)—2,7—diamino—4,5—dihidroksi—4,5—
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0,0—izopropilidenoktandioinés ruagsties susidaryma. Za-

lias reakcijos tirpalas panaudotas kitoje stadijoje.

d) (2S,4R,SS,7S)—2,7—Bis(9—fluorenilmetiloksikarbonil—
amino—4,5—dihidroksi—4,5—0,0—izopropilidenoktandikar—

boksirugstis

Nevalytas (28,4R,SS,7S)—2,7—diamino—4,5—dihidroksi—4,5—
0,0—izopropilidenoktandikarboksirﬁgéties tirpalas (1.19 mmol)
atdaldytas iki 0°C ir pridéta 4.0 ml 1 N NaHCO; tirpalo
(4.0 mmol). Tada mazomis porcijomis prideta 1.03 g
FmocCl (4.0 mmol) tirpalo 4-iuose ml dioksano ir mi-
ginys maisomas kambario temperatiroje 60 minu&iy. Tir-
palas parugstintas, pridedant KHSO,. Po ekstrahavimo
CHC15, crganinis sluoksnis isdziovintas (MgS0,) 1ir
tirpiklis padalintas. Likutis isgrynintas impulsine
chrematografija. (heksanas/etilo acetatas/acto rugstis
5/5/1) .

ISeiga: 0.566 (66 %).
1y BMR (DMSO, D;0) &:

1.16 (s,3H), 1.30 (s,3H), 1.50-2.05 (m,4H), 3.80-4.40
(m,8H), 7.15-8.0 {(m,16H).

13- gMR (DMSO, Dy0) d:
26.63, 29.05, 31.50, 31.94, 47.43, 51.52, 52.19, 66.50,

74.10, 75.10, 108.36, 120.88, 125.93, 127.98, 128.60,
141.48, 144.39, 144.76, 156.82, 157.12, 174.11, 175.11.
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14 PAVYZDYS
(S,S)—2,6-Diamino—4-oksaheptandikarboksirﬁgétis

a) Bis[(2R,58)-2,5-dihidro-3, 6~-dimetoksi-2-izopropil-5-
pirazinil]lmetilo eteris

Butillitis heksane (1.6 M, 6.25 ml, 10 mmol) pridétas i
(2R)—2,5-dihidro—3,6—dimetoksi—2—izopropilpirazino

(1.84 g, 10.0 mmol) tirpala sausame THF (8 ml), esant
-78°C. Miginys mai%omas 15 minudiy. Buvo prideta
bis(chlormetil)eterio (0.67 g, 5.0 mmol) tirpalo sau-
same THF (2 ml). Reakcijos midiniui leista igyti kam-
bario temperatirg per nakti. Tirpiklis isSgarintas, o
likutis uZpiltas dietilo eteriu. Eterio tirpalas
plautas vandeniu, isdZiovintas (MgSO,) ir isgarintas.
Produktas i8grynintas 7 chromatografija (silikagelis,

heksanas/etilo acetatas 2:1).
ISeiga: 0.65 g (32 %), geltonas aliejus.

'H BMR (300 MHz, CDCl,) &:

0.63 (6H, d), 1.05 (6H, d), 2.25 (2H, m), 3.58 (2H,

dd), 3.63 (6H, s), 3.64 (6H, s), 3.76 (2H, dd), 3.83
(2H, t), 3.98 (6H, m).

C BMR (75 MHz, CDCl,) §:

16.4, 19.1, 30.1, 52.1, 52.2, 56.9, 60.3, 72.5, 161.0,
165.0.

b) (S,S)-2,6—Diamino—4-oksaheptandikarboksirﬁgéties di-

metilo diesteris

Bis[(2R,58)—2,5—dihidro—3,6*dimetoksi—2—izopropil—5—pi—

razinil] metilo eteris (0.65 g, 1.49 mmol) i8tirpintas




10

15

25

30

A [ [ |

LT 3614 B
62

metanolyje (5 ml), ir prideta 0.25 M hidrochloro
rug8ties (23.8 ml, 5.96 mmol). MiSinys maiSomas kam-
bario temperattroje per nakti. vandens/metanolio
tirpalas ekstrahuotas dietilo eteriu. Tada PpH su-
reguliuotas iki pH 10, pridedant amoniako, 1ir D-valino
metilo esteris ekstrahuotas eteriu. Didzioji vandens
dalis iBgarinta. Likutis buvo naudojamas kitoje sta-
dijoje be tolesnio gryninimo.

'y BMR (300 MHz, DMSO-dg) 8:

3.72 (6H, s), 3.85 (4H, m), 4.23 (2H, t).

13- pMR (75 MHz, CDClj) &:

52.8, 53.2, 68.9, 168.4.

c) (S,S)—2,6—Diaminc—4-oksaheptandikarboksirﬁgétis e 2HC1l
Dimetilo esteris, aprasytas auk&§ciau, deflegmuojamas 6M
hidrochloro rugstyje (5 ml) 3 valandas. Tirpalas isga-
rintas ir isdziovintas uzdaldant.

I3eiga: 420 mg paltos kietos medziagos.

1y BMR (300 MHz, D;0) &:

3.87 (2H, dd, J 10.8 Hz, J 3.2 Hz), 3.95 (2H, dd, J
10.8 Hz J 4.6 Hz), 4.13 (2H, dd J 3.2 ir 4.6 Hz).

13- pMR (75 MHz, CDCly) &:

53.4, 68.40, 170.3.
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d) (S,S)-2,6—Bis[(9-fluorenilmetoksikarboni1)amino]—4-
oksaheptandikarboksiriigitis

Reakcija buvo atliekama azoto atmosferoje. (S,S8)-2,6-
diamino-4-oksaheptandioinés rugsties dihidrochlorido
(200 pg, 0.75 mmol) suspensija heksametildisilazane
(10 ml) ir chlorotrimetilsilane (1 ml) Sildoma, esant
120°C, tris valandas ir gautas skaidrus tirpalas. Sili-
linan€iy reagenty perteklius atskirtas vakuume, o
likutis iStirpintas sausame dichlormetane (5 ml). Tir-
palas atSaldytas iki 0°C ir pridéta 9-fluorenil-
chloroformiato (425 mg, 1.65 mmol) tirpalo sausame di-
chlormetane (2 ml). Mi3inys mai3omas 2 valandas ir tada
iSgarintas. Likutis uZpiltas THF (5 ml), ir pridéta 1 ml -
0.1 M hidrochloro rugsties. MiSinys maiSomas 15 minud&iy
ir tada i8garintas. Likutis uzpiltas etilo acetatu.
Organine fazé plauta vandeniu, isdZiovinta (MgS0y) ir
iSgarinta. Produktas i&grynintas kolonélés chroma-
tografija (silicio dioksidas, chloroformas/ metanolis/
acto rugsStis 85:10:5).

ISeiga: 310 mg (65 %), balta kieta medzZiaga.
'H BMR (300 MHz, DMSO-d;) &:

3.7 (4H, m), 4.1 (2H, m), 4.25 (6H, m), 7.2-7.4 (10H,
m), 7.7 (4H, d), 7.8 (4H, d).

15 PAVYZDYS
(S,S)—2,7—Diamino—4—azaoktandikarboksirﬁgétis

a) (S,S)-2,7—Bis(tret—butiloksikarbonilamino)—4-azaok—
tandikarboksirigstis

(S) -4-Amino-2-tret-butiloksikarbonilamino sviesto rugs-

ties (1.03 g, 4.70 mmol) tirpalas acetonitrile (50 ml)
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(S)-bcc—serino—ﬁ—laktono (0.8 g,

tirpala acetonitrile

4.27 mmol)

(50 ml) ir degazuotame H,0. Reak-

cijos terpés pH palaikomas apie 5,5 laginant

ir maisant.

temperatfroje.
ir reakcija

likutis sutrintas

Mi&inys

kuri pridéta acto

Chloroformo tirpalas iggarintas,

chromatografija ant silikagelio |

18eiga: 0.92 g (53 %) balto

buvo maisomas

pH buvo reguliuojamas,

ruagsties,

g BMR (DMSO-dg, 300 MH2z):3

1 M NaHCO,

5 dienas kambario
pridedant NaHCO;,

valdoma PSC. Tirpikliai nud

istiliuoti,

i, miltelius su chlorcformu (5 ml), i

kad batuy gautas pH 5.

7.33 (4, J 6.3 Hz; 1H),/6.27 (d, J 5.7 Hz:
(@, J 7.5 Hz; 1 H),

H), 4.01 (d,
s; 1 H), 1.78-2.21

13C NMR (DMSO-dg,

174.95, 155.74,

56.42, 56.00, 51.17,

C,HaiNs0p (405.45).

b) (S,S)—2,7—Bis(tret—bu

ziloksikarbonil)—4-aza

1 M NaHCO;

chloridas (0.5 g
2,7—bis(tret—

sirugdties

ir H,0 (30 ml),

0°c, tris valandas kambario t

iggarintas;,

{m;

75.

155.25;

4.15 (dd,

J 6.3 Hz; 1H), 3.
44), 1.36 ir 1.35 (2 s; 18 H) .

43 MHz):0

48.99, 38.

o produktas atskirtas
(CHC1,: MeOH 2:1) .

s kietos medZiagos.

1 H), 4.42

J, 10.5 Hz, J2 3.9 Hz; 1
87 (pl s’ 1 H), 2.78 (pl

79.58, 18.22, 8.

04, 62.97,

14, 28.62, 28.46.

oktandikarboksirﬁgétis

(5.9 ml, 5.92 mmol) ir benzilok

0.42 ml,

butiloksikarbonilamino)

(0.6 g,_1.48 mmol)

likutis

esant 0°C. Misiny

sutrintas

tiloksikarbonilamino)—4—(ben—

sikarbonilo

2 .96 mmol) pridetas i (S,S)-

—4~azaoktandikarbok—

tirpala dioksane (40 ml)

emperatﬁroje -

i miltelius

s buvo maisomas, esant

6 valandas,

su chlo-
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roformu (5 ml) ir acto rugdtimi iki pH 5. Chloroformo
tirpalas iSgarintas, 0 produktas atskirtas chro-
matografija ant silikagelio (CHCl;:MeOH 4:1).

ISeiga: 0.39 g (50 %) baltos kietos medzZiagos.

'H BMR (DMSO-dg, 300 MHz):§

7.21-7.37 (m, 5H), 7.18 (d, J 7.8 Hz; 1 H), 6.23 (d, J
6.3 Hz; 1 H), 4.98 (s, 2H), 4.43 (dd, J 10.8 Hz, J 3.3
Hz; 1 H), 4.09 (dd, J 10.2 Hz, J 6.3 Hz; 1H), 3.88-4.02

(m; 2H), 3.01 (d, J 5.7 Hz; 2H), 1.74-1.88 (m,1lH),
1.59-1.72 (m, 1H), 1.35 ir 1.33 (2d, 18H).

Y’c BMR (DMSO-d, 75.43 MHz):8
177.42, 177.38, 161.20, 160.63, 160.16, 142.20, 133.48,
132.91, 132.78, 83.55, 83.14, 70.76, 70.40, 59.39,

56.44, 53.61, 42.30, 36.01, 33.28.

CosHyN3050 (539.58) .

c) (S,S)-2,7-Diamino~-4-benziloksikarbonil-4-azaoktan-

dikarboksiriigstis

(S,S)-2,7-Bis(tret-butiloksikarbonilo)-4-benzoloksikar-
bonil-4-azaoktandikarboksirugdtis (0.29 g, 0.37 mmol)
iStirpinta THF (10 ml), tirpalas maidomas kambario
temperaturoje 2 valandas, ir TFA buvo nudistiliuotas,
gautas pavadinimo junginys, kuris naudojamas kitoje

stadijoje be tolesnio gryninimo.
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d) (S,S)—Benziloksikarbonil—Z,7—bis(Q—fluorenil-metok-

si-karbonil)-4—azaoktandikarboksirﬁgétis

(S,S)—2,7~Diamino—4—benziloksikarbonil—4"azaoktandikar—

boksiragstis

(0.2 g, 0.37 mmol) idtirpinta dioksane (10 ml) ir H,0O
(10 ml), prideta 9—fluorenilmetilchloroformiato (0.29 gy
1.11 mmol) ir 1M NaHCO,; (2.96 ml, 2.96 mmol), maisdant
0°C temperatﬁroje, ir maiSymas tesiamas 10 valandy
kambario temperattroje, PO to tirpikliai nugarinti.
Likusi ‘kieta medZiaga buvo sutrinta i miltelius su
chloroformu (5 ml), © pH buvo palaikomas apie 5, pri-
dedant acto rugsties. Tirpalas paskui i3garintas 1ir
produktas atskirtas chromatografija ant silikagelio
(AcOEt:heksanas:AcOH 10:10:1) .

I%eiga: 0.1 g (35 %) kaip balta medziaga.
1y BMR (DMSO-dg, 300 MHz):d

7.21-7.44, 7.61-7.91 (m, 22H), 6.88 (d, J 6.3 Hzj 1H),
4.96 (s, 2H), 4.56 (dd, J 10.8 Hz, J 3.3 Hz; 1H), 3.94-
4.28 (m, B8H), 3.08 (d, J 5.7 Hz; 2H), 1.86-1.98 (m,
1H)., 1.69-1.82 (m; iH) .

3¢ MR (DMSO-dg, 75.43 MHz):38

172.98, 172.49, 156.49, 156.04, 144.32, 144.24, 144.17,
142.97, 141.07, 139.81, 137.82, 137.55, 129.30, 128.66,
128.06, 127.99, 127.66, 127.46, 125.68, 121.75, 120.39,
110.06, 66.22, 65.60, 55.26, 52.20, 47.08, 47.04,
36.63, 37.74.

CysHaN3Oyo (783.83) .
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Kietos fazés peptidy sintezé

Kietos fazés peptido sintezé atliekama i3 esmés pagal
fluorenilmetoksi karbonilo (Fmoc)-poliamido sintezés
principus (Atherton and Sheppard, Solid phase peptide
synthesis: a practical approach, Oxford: IRL Press at
Oxford University Press, 1989). Buvo panaudotos
prekyboje turimos sintetinés dervos; periodine sinteze
arba rankomis, arba naudojant pusiau automatini prie-
taisa (Labortec Peptide Synthesizer 5P 650) jos buvo
polistireno su rug3ties labilaus (Wang, J. Amer. Chem.
Soc., 95, 1328-1333, 1973) arba rtgsties hiperlabilaus
ry$io agentais (Merger et al., Tetrahedron Letters 29,
4005-4008, 1988). Alternatyviai, peptidai sukonstruoti
visiSkai automatidkai ant takiy dervy (Atherton et al.,
J._ Chem. Soc.. Chem. Commun., 1151-2, 1981), panaudo-
jant LKB Biolynx 4170 automatini peptidy sintezatoriy.

Buve isigytos dervos, kurios jau turéjo apsaugotg
reikalingg C-galine Fmoc-aminorigities liekana. Gran-
dinés pailginimas pasiektas jvairiai su Sonineés gran-
dinés apsaugotais Fmoc-aminorigSties pentafluorenilo
esteriais (Kisfaludy and Schoen, Synthesis. 325-327,
1983), panaudojant aktyvacija su dicikloheksil-

‘karbodiimido (DDC) /1-hidroksibenzotriazolu (HOBt)

(Koenig and Geiger, Chem Ber., 103, 2034-2040, 1970)
arba panaudojant prijungimo reagenta PyBOP (Coste et
al., Tetrahedron Lett. 31, 205-208, 1990). Lizino
Soninés grandinés amino grupé buvo apsaugota t-bu-

tiloksikarbonilu, glutamino arba asparagino ragsSties
Soninés grandinés karboksilo grupés buvo apsaugotos
kaip t-butilo esteriai.

Sintetinés dervos, ne3andios reikalinga N-deblokuota C-
galine liekang, buvo acilintos 1/2 ekvivalento, Fmoc-
apsaugota diaminokérboksilo rugsdtimi, pridedant DCC ir
ROBt. Reakcijg uZbaigus, reagenty perteklius buve nu-
plautas. Peptidiliné derva paveikta dar karta DCC/HOBt,
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kad bty prijungtos karboksilo grupés, kurios galejo
1ikti laisvos. Po Sios stadijos derva nuplauta me-
tanoliu, kad butu dezaktyvuotos pet kurios karboksilo
grupés, negalinCios susijungti su derva sujungtomis
amino grupémis. Galiausiai, amino grupiy perteklius
acetilinamas. Peptido sinteze paskui buvo tesiama kaip

iprasta.

Po visigko reikalingy seky ant kietos fazés sudarymo,
peptidai skaldomi 15 sintezés dervy su kartu einanCiu
foninés grandinés deblokavimu, panaudojant trifluoracto
ragsti, i kuria buvo pridéti tinkami valantys che-
mikalai (Xing et al., Int. J. Peptide Protein Res., 35,

255-268, 1990} . Po 1i8garinimo, peptidai atskirti,
nusodinant dietilo eteriu ir iSdZiovinant. Gryninimas
atliktas preparatyvine atvirksZios fazés skystine chro-

matografija

1 Lentele

Bendros struktiiros peptidu (Pyr-Glu-Asp),-tiltelio lie-

kana- (Lys-OH), analizés duomenys

Tiltelio liekanos AVSC metodas ° Grynumas ¢ FAB-MS
tipas ° (Uzlaikymo laikas, min.) (%) [ M+H] T
1 2 3 4
C-6 10-40-2G(16) 95 1199.5
Cc-5 0-30-20(17) 95 1185
C-1
C-0(mezo) 0-20-20(19) 98 1115.4
C-0(1 izomeras) ) 0-20-20(19) 98 1115.4
C-0(2 izomeras) 0-20-20(19) 97 1115.4

C-4-trans-enas 0-30-20(12) 98  1169.4
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I Lentelé (tesinys)

1 2 3 4
C-4-cis~enas 10-40-20(13) 100 1170.6
C-4-inas ' 0-30-20(10) 98 1167.5
C-4-vic—-glikolis 0-30-20(14) 98 1203.2
(1 izomeras)

C-4-vic-glikolis 0-30-20(13) ' 98 1203.4

(2 izomeras)
C-4-vic-glikolis
(3 izomeras)

C-3-Aminas

C-3-Eteris

®Nurodo pavyzdZius

"Metodai yra 18reik8ti kaip mobilios fazés B A
gradientai per laika, pvz., 10-40-20 nurodo gradienta,
prasidedanti ties 10 ir besibaigianti ties 40 % B per

20 minuc¢iy. Mobilios fazés: A) 0.1 % TFA B) 0.1 % TFA

40 % MeCN. Kolonélé: Vydac TP54, 0.x25 cm, 5 um dale-

lés, 100A pora; srautas 1 ml/min.

°Nurodo HPLC pikuy integracija (A=215 nm)
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2 lLentelé

Bendros struktiros peptidy (Pyr-Glu-Asp),-tiltelio

liekana- (Lys-OH), aminorugsties analizeés duomenys

Tiltelio liekanos tipas Asp rasta Glu rasta Lys rasta
(teor.) (teor.) (teor.)

C-6 1.0(1) 2.15(2) 0.93(1)

c-5 1.0(1) 2.18(2)  0.94(1)

c-1

C-0 (mezo) 1.0(1) 2.15(2) 0.83(1)

C-0 (1 izomeras) 1.0(1) 72.18(2) 0.93(1)

C-0 (2 izomeras)

C-4-trans-enas 1.0(1} 2.15(2) 0.93(1)
C-4-cis-enas 1.0(1) 2.17(2) 0.93(1)
C-4-inas 1.0(1) 2.17(2) 0.95(1)
C-4-vic-glikolis - 1.0(1) 2.15(2) 0.93(1)

(1 izomeras)

C-4-vic-glikolis

(2 izomeras)

C-4-vic-glikolis

(3 izomeras)
C-3-Aminas

C-3-Eteris

®Nurodo pavyzdZius
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16 PAVYZDYS
Peptido sintezé: (pGlu-Glu-Asp),-(E)-DHs(Lys),

Peptidas sintezuotas, panaudojant Labortec peptidy
sintezatoriy. Fmoc-Lys(Boc)-Sasrino polimeras (1.0 g,
0.6 mmol; BAchem A.G.; pakeitimas 0.6 mmol/g) sudétas i
100 ml reakcijos kolbg. Fmoc-DHs (150 mg; 0.23 mmol),
DCC (290 mg, 1.4 mmol) ir HOBt (211 mg, 1.4 mmol) DMF'e

(20 ml) pridéta i polimerg, ir reakcijai leista vykti 9

valandas. Papildomai buvo prideta DCC (1.4 mmol) ir
HOBt (1.4 mmol), ir reakcijai leista vykti dar 2 va-
landas. Tada polimeras nuplautas CH,Cl,, 30 % MeOH/CH,Cl,
ir DMF. Laisvos amino grupes polimere acetilintos, pa-
naudojant 10 % Ac,0 / DMF (3x per 1 valanda; neigiamas

Kaiser'io testas).

Likusi sintezé buvo atliekama pagal standartine me-
todikg panaudojant Fmoc-Asp (OtBu)-Opfp (1.35 g, 2.3 mmol),
Fmoc-Glu (OtBu)-Opfp (1.35 g, 2.3 mmol) ir pGlu-
pentachlorfenilo esteri (0.86 g, 2.3 mmol). HOBt (35 mg,
2.3 mmol) pridéta kiekvienoje prijungimo stadijoje,

kuriai leista wvykti 1 wvalandg. Prijungimo pabaiga nu-

" statyta neigiamu Kaiser'io testu. Po sujungimo su Fmoc-

amino rug$timi, polimeras nuplautas DMF'u, apsauginé
grupe atskelta 20 % piperidino tirpalu DMF'e ir po-
limeras vél nuplautas DMF'u. Po galutinio prijungimo,
polimeras nuplautas MeOH/CH,Cl, ir CH,Cl,. I8dZiovinto
polimero-peptido svoris buvo 1 g. Peptidas atskeltas
nuc polimero TFA: CH,Cl, 1:1, tirpalas 1i3dZiovintas
uzs3aldant, likutis i3tirpintas vandenyje, filtruotas
(0.45 pn), o filtratas iédiiovintas uzSaldant; 1i3Seiga
430 mg. Tolesniam gryninimui 100 mg 3io produkto
idtirpinta vandenyje (0.5 ml) 1ir nukreipta prepa-
ratyvinei AVSC, pénaudojant 2.1x15 cm Beckman Ultras-
phere ODS kolonéle ir tirpalus A 0.1 % TFA H,0, B 0.1 %

TFA MeCN:H,0 40:60. Gradientas buvo 0-15 % B, 120 mi-
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nu&iy, srauto greitis 5 ml/min. 19 mg gryno peptido
(>95 %) Dbuvo gauta po i&d?iovinimo $Saldant. FAB-MS:
[ M+H] 1169.3.

HOBt = Hidroksibenzotriazolas

pfp = Pentafluorfenilas

Fmoc = 9-Fluorenilmetcksikarbonilas
Boc = t-Butoksikarbonilas

DCC

I

Dicikloheksilkarbodiimidas
(E)~-DHs = (S,S)—2,7~Diamino—(E)—okt—é—eno-l,8—dikarbok—

silo rugStis
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T3RADIMO APIBREZTIS

1. Peptidinis Jjunginys, sudarytas 13 dvieju vienos
grandineés hemoreguliaciniy peptidu, prijungty kartu
prie negaliniy aminoragsciy C atomy ekvivalentiSkose
vietose kiekviename minetame peptide per anglis- anglis
jungti, arba per dvivalente Jjungiancig tilteliu grupeg
-A-, kur A yra C,.¢ anglies grandiné, kuri yra
i) a) mono- arba poli-pakeista grupe -rY, -OR?, -SR?,
—NF@R? arba —COOR&, arba halogeno atomu, tokiu
kaip fluoras, chloras, bromas arba jodas (kur
kieviena R nepriklausomai reidkia vandenilio
atomg arba C,_¢-alkilo, —alkanoilo arba -alkok-
sialkilo grupe, kuri gali buti mono- arba poli-

hidroksilinta)
ir/arba

b) i kurig iterpta viena arba daugiau anglis-anglis

dviguby arba trigubu jungciy
ir/arba

c) i kuriag iterpta viena arba daugiau grupiy -Z-,
kur kiekviena -Z2- yra nepriklausomai -0-, -CO-,
>c = NR® arba -NR°- (kur kiekvienas R® yra
nepriklausomail vandenilio atomas arba C,_¢—alkilo
arba ¢ .¢-arilo grupe) arba kur vienas arba
daugiau pakaitalu, arba neprisotinty anglis-
anglis jungCiy yra grupéje -A-, ~Z- taip pat
gali bati -5-

arba

ii) (CHy) yr kur y vra 1, 5 arba 6,
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prie kiekvieno i& minety Ca atomy

ninés grandines.

2. Peptidinis junginys pagal 1 punktg,

i |

LT 3614 B

néra natyvios o-38o-

besis k i -

riantis tuoc, kad minéta jungianti tilteliu grupé

-A- yra parenkama is
~CH,-
-CH,CH,CH,CH,CH,~
~CH,CH,CH,CH,CH,CH,~
-HC=CH-

~HC=C=CH-
-CH,~CH=CH-CH,-
-CH,~-C=C~CH,~-
~CH,=CH=CH- "H=CH-CH, -
~CH-CH,~C=C-CH,-CH,-
~CH,-C=C-C=C~CH,-

CH; CH,

! i
-CH-CH=CH-CH,-CH=

OH OH

| |
-CH-CH=CH-CH~

~CH,~0~-CH,~
-CH,~NH~CH,CH,~
~CH,CH,~CO~CH,CH,~
~CH~CH=CH-CH-

l I
OCH, OCH,

~CH,-CH=CH-CH,-S$~CH,~
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-CH,-C=C-CH,~- NH-CH,CH,- arba
-CH,-CH=CH-CH (COOH) CH;~.

3. Peptidinis Jjunginys pagal 2 punkta, b e s is ki-
rianti s tuo, kad mineta jungianti tilteliu grupe
-A- yra parenkama i3

(E)—buten—Z—enileno,

(Z) -buten-2-enileno,

buten-2-inileno,

metileno,

n-pentileno ir

heksileno.

4. peptidiniai junginiai pagal bet kuri 1-3 punkta, b e-
s i s ki r i an t y s tuo kad mineti vienos

grandines homoreguliaciniai peptidai yra aprasomi I for-

mule

£

R* - R® - R° - R -(R%), -R (1),

kurioje R® reiskia

RURH —— CH —— GO — KON e Gl e GO
WH > Cli, OH
‘ a3 )
arba COR“ arba
b s
R’ reisdkia
e NH smee CH emme €O — o NH e CH e GO e
CCH_> CH,_OH

| e

COR arba
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.

=
[
o1}

RS rei

= NH e CH e GO e

f

«cH_>

e NH e GH el 00 e

2, cuyou
COR” arba
d v ’
R™ reiskia
e Kl s CH e GO wome Nff s CH v QO e e Nl e G e €O oo
. \f)‘ %‘,:Y‘ (: : v
GH S anrba . arba CHpoH
s
{ ]
Ll

R® reigkia

e NH weee CH e CO e

I

f ey
R™ reisdkia

—— N e CH e C()R‘lo m—ee NH e

T" = arba h
N

~2

H

Z

NH/\

10 LG
ClY e COF: e (NH i CH;——- COR
CH_;
l 2'3 arba
NH
<
NH_

(kuriose n ir m nepriklausomai reidkia 0 arba 1;
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p, 4, ir r nepriklausomai reiSkia 1 arba 2; s reiskia 3
arba 4;

R! ir R® abu yra vandenilio atomai arba kartu reiskia
okso grupe;

R® ir R® abu yra vandenilio atomai arba kartu reiskia

anglis-anglis jungti;
R> yra vandenilis arba acilo grupe;

. . 6 . 7 . . v w0 ' .
kiekvienas R° ir R' nepriklausomai reiSkia hidroksilo

grupe arba amino grupe , bet geriau -hidroksilo grupe;

R® reiskia vandenili; C,¢-alkilo grupe; C,_y—aralkilo
grupe, kuri gali tureti vieng arba daugiau hidroksilo,
amino arba metoksi pakaitaly; arba metaboliSkai labi-

lig S-apsauging grupeg;

R’ reigkia vandenili, arba metilo grupe; ir

R'® reidkia hidroksilo arba amino grupe, aminortg3ties
glutamino liekana arba peptida, turinti N-galo gluta-
mino fragmentg.

5. Peptidiniai junginiai pagal 4 punkta, b e s is k i-

riantys tuo, kad jie apraSomi II formule

R* - R° - R° - NH - CH - CO- (R%), - R

A (11),

- NH - CH - CO - (R®), - R

c £

R* - R° - R

kurioje -A- yra tokia, kaip apibréita 1 punkte, © R?,
R®>, R°, R%, R ir n yra tokie, kaip apibréZta 4 punkte.
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6. Farmacine kxompozicija, kuria sudaro peptidinis
junginys kartu su farmaciniu nesdikliu arba uzpildu, b e~
s iskirian + i tuo, kad peptidinis junginys yré

junginys pagal bet kuri, 1% 1-3 punktu.
7. Ppeptidinis junginys pagal bet kuri is 1-5 punktu,
skirtas panaudoti stimuliuojant mielopoezg arba kaulu

¢iulpu regeneracija.

g. Peptidinio junginio pagal bet kuri i% 1-5 punktu

gavimo padas, b e s 1 8 xkiriantias tuo, kad

a) bis-laktimo eteri metalina 1ir PO to alkilina, kad

sudarytu pis-laktimo dipeptidini eteri;
p) bis-laktimo dipeptidini eteri 1% a) stadijos hid-
rolizuoja, kad sudarytu tilteline a,a'—diamino—

ragsti;

c) likusias aminorugstis jveda 1 peptidines grandines;

ir
d) bet xuria apsaugota grupe deblokuoja.

9. Tiltelineés a,a'—diaminorﬁg%tys pagal formule

NH_, NH
HG —— A —— CH
HOOC COOH

kurioje -A- yra tokia, kaip apibrézita 1 punkte.

10. Bis- laktimo dipeptidiniai eteriai pagal formule
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cH,

kurioje -A- yra tokia, kaip apibrézita 1 punkte.
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