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(57) Referatas:

Cia atskleisti viengrandziai peptidiniai junginiai, pakeisti ties negalinés amino ragsties C a-atomu grupe -A-.

Natyvios C a-atomo a-3oninés grandinés, sujungtos su grupe -A-, néra.

Peptidiniai junginiai pagal & idradima yra naudingi lasteliy proliferacijos, ypa& mielopoezes ir kauly Ciulpy lasteliy,
inhibicijai.
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8is i&radimas yra apie 1lasteliy proliferacija ska-
tinand¢iy peptidy panaudojimg ir naujus peptidus, pasi-
symin&ius specifiniu ir/ar Dbendrus lgsteles stimu-

liuojanc¢iu poveikiu.

7induoliy kanas sudarytas i% 1lgsteliy, ditin stipriai
besiskiriandiy struktira ir funkcijomis, todel lasteliy
diferenciacijos ir vystymosi mechanizmai buvo daugelio
tyrinéjimy objektu. Zinoma, kad nuolat atsinaujinanciy
lasteliy sistemoje paprastaili buna rezervuaras daugia-
vaisiy (pliuripotentiniy) kamieniniy lasteliy, kurios
dalijasi ir pastoviai tiekia sistemai naujas lasteles.
Nors patiektos 13 "rezervuaro" kamienines lgsteles
pradZioje yra vienodos, taliau netrukus jos patiria
vienoki ar kitoki morfologini pakitimg ir wvéliau

igsivysto i lasteles, atliekanCias reikiamg funkcija.

Minéty kamieniniy 1lagsteliu sistemy pavyzdZiais yra
kraujodaros sistema kauly <&iulpuose beil epitelio 1ir

epidermio sistemos.

Kamieniniy lasteliy dalijimosi valdymas ar reguliavimas
yra labai perspektyvi terapijos sritis, todel daugelio
tyrimy tikslas tebéra mechanizmy i8aidkinimas ir
specifiniy cheminiy mediatoriy suradimas. Iki Siol buvo
nustatytos kelios tikrai dalyvaujancios lasteliu gamy-
boje ir diferenciacijoje molekules, kurios skatina arba
slopina tam tikra proceso grandi. Tuo poZilriu itin
gerai i8tirta mielopoeze, nustatytos joje dalyvau-
jan¢ios molekulés: kolonijas stimuliuojantys faktoriai
(KSF), kaip antai, granulocity kolonijas stimu-
liuojantis faktorius (G-KSF), makrofagy kolonijas sti-
muliuojantis faktorius (M-KSF), granulocity-makrofagy
kolonijas stimuliuojantis faktorius (GM-KSF), jvairia-
kilmes kolonijas stimuliuojantis faktorius (multi-KSF;
IL-3) [%r. ...], interleukinas 11 (IL-11) [ Zidr.
Metcalf, Science 229: 16 (1985)], interleukinas 11 (IL-
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11) [ Zidr. Paul. et el, proc. Natl. Acad. Sci., USa,
87: 7521 (1990)1, Laktoferinas [ ZiGr. Broxmeyer et,
Blood Cells, 11: 429 (1889)], prostaglandinai { ziur.
Pelus et al, J. Immunol. 140. 479 (1988)], rugstinis

(H-subvienetas) feritinas | ZiGr. Broxmeyer et al, Blood

..68: 1257 {13986)], interferonai (a, P ir vy) [ Z2idGr. Pelus

et al aukiciau, ir Broxmeyer et al, J, Immunol., 131:
1300 (1983)), auglio nekrozés faktoriai (a ir B) [ Ziar.
Broxmeyer et al, J. Immunol. 136: 4487 (1986)],
transformuojantis augimg faktorius -p [ ziGr. Ottman et
al, J. Immunol., 140: 2661 (1988;], ir aktivinas bei
inhibinas [ Zidr. BRBroxmeyer et al., Proc, Natl. Acad.
Sci., Usa, 86: 779 (1989)]

Taip pat buvo rasta, kad hemoreguliacinis pentapeptidas
{(PEEDCK: selektyviai inhibuoja mielopoezés lasteliy
proliferacija [ ZiGr. Pauvkovits et al, Z. Neturforsch
270 1297 (1982), ir buvo atskleisti kiti peptidai,
atitinkantys siaurg bendrz formule, duodantys panasy
inhibicini poveiki hemoposzeéje | Zidr. EP-A-112656 ir
WO09G/02753) . Peptido monomery oksidacija dave dimerines
molekules, sujungtas cisteino tilteliu, ir buvo rasta,
kad tos dimerineés molekulés stimuliuoja mielopoeze
[ Zidr. Laerum et al, Exp. Hematol., 16: (1988)71 .
(PEEDCE), dimeras ir kiti pana$ds Jjunginiai vyra
atskleisti  WO-A-88/03535. Kiti dimeriniai peptidy
junginiai yra atskleisti EP-A-408371, kuriame disul-
fidine jungtis buvo pakeista anglimi arba anglies/sie-
ros tilteliu, jungianc¢iu parinktas peptidines gran-
dines. Tiltelis tuo budu yra santykinai atsparus
hidrolizei, bet pats yra inertinis ir negali dalyvauti

receptoriaus- dimero saveikcse.

Nors mes nenorime buti suridti teoriniy svarstymy, bet
dabar mancma, kad tokie peptidiniai Jjunginiai savei-
kauja su stromos lastelémis in vivo ir kad stromos

lgsteles atsakingos uZ lgstelinio dalijomosi stimulia-
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cija arba inhibicija per kitus iSaiSkinamus faktorius.
Tuo btdu manoma, kad dimerai indukuoja arba pagreitina
stimuliuojanciy lasteliniy reguliuojanciy faktoriy
stromos gamyba, tuo tarpu kai monomeriniai peptidai
gali arba inhibuoti $i procesa, arba sukelti faktoriuy,
kurie uzkerta kelig ar trukdo 1lastelés dalijimuisi,
gamyba. Tuo budu pagal tokia galvosena stromos lasteles
gali sustiprinti dimery ir monomeriniy peptiduy ati-

tinkamai stimuliuojanti arba inhibicini poveikj.

Yra nuolatinis dimeriniy peptidiniy junginiuy, galincCiy
stimuliuoti lastelés proliferacijg iki jprasto lygio in
vivo, poreikis. Siuo atZvilgiu reikety pastebeéti, kad
skirtingi stimuliavimo laipsniai gali bati labiau tin-
kami tam tikroms klinikinéms situacijoms negu kitoms,
ir ypa& yra svarbus individualiy lasteliy tipy selek-

tyvus stimuliavimas.

§is iSradimas pateikia peptidini darini, sudarytg i$
viengrandZio hemoreguliacinio, pavyzdZiui, inhibuojan-
&io hemopoeze, peptido, kur negalinés aminorugSties Ca
atomas pakeistas -A grupe, prie mineéto Ca atomo nesant

natyvios a- 3Soninés grandines, kur A yra -CR"RY -2,

kur kiekvienas R® yra nepriklausomai vandenilio atomas
arba -rRY, -orRY, -sr¥, -NRVRY, CONR™RY arba -COOR™
grupe;

Al

R" yra vandenilio atomas arba rRY grupe;

AII
R

yra alkilas, cikloalkilas, alkanoilas, hidroksial-
kilas, anido grupé arba karbocikliné ar heterocikline
grupe;

Z yra dgrupe -OR®, —NRFRC, -CR°R°R” arba. pakeistas ar

nepakeistas, aromatinis ar nearomatinis, karbociklinis
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ar heterociklinis #Ziedas, kitoks nei nepakeistas fe-
nilas;

kur kiekviena R" yra linijineés arba $akotos grandinés,
prisotinta arba neovrisotinta angliavandenilio grupe,
tokia kaip alkilo, aralkilo arba arilo grupe, pasi-
rinktinai pakeista viena ar daugiau R grupemis, kur R®
yra kaip nurcdyta avk3ciau, ir i kurig paprastai Lterp-

tas vienas ar daugiau -N-, -C- ar -~S- heteroatomy;
C C o B .
R” yra vandenilio atomas arba R grupe;
D . . F .
R” yra vandenilio atomas arba R grupé;

E . . r . . D
R yra vandenilio atomas arba R® grupé, arba kartu su R

grupe sudaro i>C=O grupe; ir

rF vra grupé ~R®, -0R?, -NRR® arba -SrR®, arba hid-
roksilo; karboksilo, aminokarboksilo ar alkoksi grupeée,
arba metileno grupé, prijungta prie azoto atomo, su-
jungto su Ca atomu, arba kartu su R” sudaro alkilideno
grupg, arba yra vandenilio atomas, kur vienas i§& Rﬁ

RN, RP

ir R® yra ne vandenilis.

Kai bet kuri i$§ grupiy R ir R® yra C-prijungta organiné
grupé, geriau, kai turi nuo 1 iki 10 anglies atomy,
ypac nuo 1 iki 6 anglies atomuy. Alkilo grupés gali buti
linijiniy ar $akoty grandiniy ir gali buti pakeistos
arilo grupemis, turiniomis 6 -~ 10 anglies atomy (t.y.
sudaranciomis aralkilo grupe), alkoksi, hidrcksilo,
aciloksi, amino, azido, acilamino, aminokarbonilo arba
karboksilo grupémis. Arilo grupés apima 5- ar 6-nares
heterociklines arilo grupes, turinc&ias vieng ar daugiau
hetervatomu, parinkty 31§ 0O, N, ar S, tokias kaip
furilo, imidazolilo, pirolilo, piridinilo ir tienilo
grupés. Arilo grupés pakaitalai gali buti Ci¢ aikilo

grupes, hidroksilo ir karboksilo grupeés. PavyzdzZiui
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apima metilo, etilo, propilo, t-butilo, pentilo, kar-

boksietilo ir benzilo grupes.

Viename igyvendinime 2 rei3kia pakeistg arba nepa-
keisty, aromatini arba nearomatini, karbociklinji arba

heterociklini Zieda, kitoki nei nepakeistas fenilas.

Ypad tinkan&ios Z grupés yra benzilo, indolilo, hidrok-
sifenilo, imidazolilo, naftilo, tienilo, piridinilo,
furanilo, izoksazolilo, 3,5-dimetilizoksazolilo ar cik-

loheksilo grupes.

Kitame igyvendinime Z grupe -O0R® (kur R® -kaip nurodyta
auks&iau) arba -CHR°R" (kur R’ reigkia vandenilio atomg
arba -CH; - grupe; R’ reiskia alkilo grupe, paprastai
pakeistg hidroksilo, amino ar azido grupémis, arba R”

ir R kartu sudaro alkilidino grupe) .

Geriau, kai ir Ra, ir R* reiskia vandenili, taip, kad -A

yra grupe -CH,-Z.

Bet koks viengrandis peptidas, kuris rodo hemoregu-
liacini poveiki, yra tinkamas kaip peptidas, pakeistas

pagal 8i i3radimg.

Alternatyviai i3reikstas, iSradimas pateikia junginius
pagal $§i iZradima, kuriame minéto hemoreguliacinio pep-
tido grandiné apima grandines pagal formule:

d e f

R® - R -R -R"- (R, - R (1),

kurioje R® reiskia

! H . RINH—— CH—— €O —  RONH-—— CH —— CO —
2 c .
— —_— GO0 —— .
R o ° <CH_> = CH_OH
CcH_ > o <
R3 < arba COR arba

4
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R reisdkia
e NH e CH o GO eoere e NH e CH v GO e
CCH_> CH_OH
2 piEs
GORb arbha
R® reisgkia
e N s CH e GO —. . == NH e CH e GO e
1]
. i
Ry CH,,0H
cor’ arba
d e
R™ reiskia
£ 3
= NH e CH ae €O e e NH e CH e C0 s i NH oo CH e GO e
cH_sr™ {
bed R arba Iif arba CHEOH
RN
e [ .
R™ reisSkia
wme NH e CH e GO e
&7
£ e
R™ reidkia
i
—NH— CH— coR'® — NH-— cH—— cor!® o NH— CH s cor!?
I |
CH_> (C
| 2 =5 arba T”Q’S arba
NH_ ’ NH

I
]
NH,_,"// N NH,,
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(kurioje
n ir m nepriklausomai reigkia 0 arba 1;
p, 9 ir r nepriklausomai reigkia 1 arba 2;

s reiskia 3 arba 4;

1 - 2 e . T
rR' ir R® abu yra vandenilio atomal arba kartu reiskia

okso grupg:s

3 . 4 Ca s . —
R’ ir R abu yra vandenilio atomal arba kartu reis8kia

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

kiekvienas R® ir R nepriklausomai reiskia hidroksilo
grupe arba amino grupe&, pet tinkamesnés yra hidroksilo

grupes;

R® reiskia vandenili, Co-6 alkilo grupe, Ci-20 aralkilo
grupe, kuri gali turetil viena arba daugiau hidroksilo,
amino arba metoksi pakaitalu, arba metabolidkail labilia

S—apsaugine grupg;
R’ reiskia vandenili arba metilo grupe; 1ir

R reigkia hidroksilo arba pakeista ar nepakeista amino
grupe, aminorugsties glutamino liekang arba peptida,

turinti N-galini glutamino fragmento ir jy druskas.

Visos minetos aminorugsties l1iekanos gali pati arba D,
arba L formos. Tac¢iau aminoridgdg¢iy L forma yra tin-

kamesné.

Kur yra N-galiné apsauganti grupe R’, tai galil bati,

kaip pazymeta auks&iau, acilo grupé, turinti 1-20 ang-
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lies atomy, pvz., Zemesniojo alkanolio grupé, turinti
1-5 anglies atomus, tokia kalp acetilo grupe¢, arba
aroilo ar aralkanoilo grupe, turinti nuo 7 iki 20 ang-
lies atomy, tokia kaip benzoilo arba fenilacetato gru-

pe.

R’ gali taip pat bidti acilo grupé, isvesta 18 amino
rigsdties arba peptidinés grandines. Kenkreciai, R’ gali
bati acilo grupeé, iSvesta 15 serino, arba 18 bet kurio
i§ peptidy, idvesty 1§ tokics aminortgsties sekos, pa-
$alinant einancias i8 eilés N-galines aminorugstis:

-

Lys-Ile-Ile-His-Glu-Asp-Gly-Tyr-Ser.

Yra geriau, kai bendro (1) formulés peptido galine
amino orupé yra apsaugota, pvz., acilinimu su alka-

noilo, aralkanoilo arba aroilo grupe.

Xxur R® yra C,¢ alkilo grupé, tai gali buti, pvz., eti-

i yra aralkilo

lo, butilo arba heksilo grupe. Xai R
grupe, tai gali patogiai buti arilmetilo grupé, tokia
kaip beniilas, difenilmetilas arba trifenilmetilas. Kur
R® yra metabolidkai labili grupe, tai gali, pvz., buti
ariltio grupé, turinti nuo 5 iki 10 anglies atomy,
pvz., piridiltio grupé arba acilo grupe, kaip apibréita

auksciau.

Tinkamesni 3$io iS8radimo Jjunginiai yra pentapeptidai,

t.y. n yra geriau O.

Geriau, kai ciklinés grupés R® liekanoje yra penkia-

narés, t.y m yra geriau O.

Nors bet kuris i3 peptidy, apibrezty (I) formule auks-
¢iau, yra Zemo arba nereik3mingo hemoreguliacinio akty-

vumo, nepaisant to, jie gali buti efektyvis peptidinio
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junginio darinyje pagal 3i iSradimg, inhibuojant 1las-

teliy proliferaciija.

Peptidinio junginio dariniuose, suformuotuose i$ pepti-
dinés grandinés pagal I formule, grandines pakaitalas

turi buti ties rRY,

Ypa¢ tinkami peptidinio junginio dariniai pagal 8i 13-

radimg yra II formules dariniai:

R® - R® - R® - NH - CH - CO - (R®, - R 11,

A
kuriuose R%, R°, R% R%, RY, A ir n visi yra tokie, kaip
apibrezta auks8&iau, 1ir grupée -NH-CH-CO- yra RY ijves-
tiné forma, kuri yra prijungta prie grupés -A tokiu
btdu, kad jos natyvios Sonines grandinés nera. ISra-
dimas taip pat apima II formulés junginius, kuriuose A
kartu su jos gretima -N-CH-CO- grupe sudaro prolino

liekang.

Vienas ypa¢ tinkamas peptidinis II formulées junginys

yra

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

|

A
kurioje grupé -A yra grupe, kaip aptarta auk3&iau.

Sio iSradimo peptidiniy dariniy sugebéjimas inhibuoti
visos eilés 1lasteliy proliferacija ar net pa$Salinti
hemopoetine sistemg yra labai vertingas medicinail arba
kai reikia gydyti pernelyg stipria lasteliy proli-
feracija, kaip psoriazés atveju, arba kai atrodo, kad
vézio terapija paZeis tam tikrg lasteliy populiacijg.

Daugelis lgsteliy tipuy yra ypac¢ Jautris citotoksiniams
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vaistams arba radiacijai, panaudotai priedveézinéje
terapijoje, ir vienas i3 Zinomy metody yra panaudoti
vaistg inhibuoti 1lasteliy -tokiy kaip hemopcetinés
sistemos-proliferaciia priesdvéZinés terapijos metu, o
pasibaigus inhibuojan¢io vaisto veikimui, normali pro-
liferacija atsinaujina. Sic iSradimo peptidai turi
tinkamg tokiail terapijai trumpg biologini gyvenimo
pusperiodi. Pana$iai tam tikry lasteliy poouliacijuy,
jautriy vezZio terapijai, proliferacija gali bati inhi-
buota kartu su véZinémis lagstelémis, ir antivéZine
terapija yra pradedama tik tada, kai veéZinés lastelés
jau pasiekusios Jjautrig proliferacijos faze, tuo tarpu

kai normzalios lgstelés yra maZiau jautrioje fazeéje.

Vienas 1lasteliu proliferacijos tipas pasitaiko tada,
kai tékios lastelés, kaip kauly Ciulpy lastelés, fago-
citai ar granuliocitai, terapijos metu yra stimu-
liuvojamos KSF vaistais. Tokiy lasteliy augimo inhibi-

cija gali atstatyti normalius ju augimo greilius.

Daugelio autoimuniniy ligy metu subjektas gamina akty-
vius leukocitus pried savo audinius. Inhibuojant leuko-
city funkcija, bent jau kuriam laikui tokios autoimu-

nines reakcijos gali buti atitinkamai susilpnintos.

Kitas klinikinis pritaikymas bus kombinacijoje su ati-
tinkamais dimerais arba susietas mielopoezés stimulia-
toriais, kaip atskleista WO-A-88/03535 indukuoti alter-
natyviu auksto ir Zemo aktyvumo pikus kauly Ciulpuy
lastelése, taip sustiprinant natiraly hemopoezés cir-
kadini ritmg. Tuo bidu citostatiné terapija gali bati
suteikta Zemo kauly ¢&iulpy aktyvumo periodais, taip
sumazinant kauluy ¢&iulpy pazZeidimo rizika, tuo tarpu
regeneracija bus pagreitinta po to einandiu axtyvumo

piko pakilimu.
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Apskritai tam, kad baty sukeltas inhibicinis efektas,
$io iZradimo peptidai gali boti paskirti pacientams
vartoti per burng ar injekcijomis dozémis, svyruo-
jané¢iomis tarp 0.001-100 mg, pvz., 1-5 mg 70 kg kuno
svorio per diena. Paskyrus intravenines arba pacdines
injekcijas, dozé gali svyruoti 1-10 mg 70-kg kuno
svorio per diena, pvz., apie 6 mg, iki 10 dieny.
Paskyrimai per nosi, per odg ar per tiesigjq Zarng taip
pat galimi. I3 esmés pageidautina sudaryti mazdaug nuo
107 M iki 107° M peptido koncentracijg nelagsteliniame
paciento skystyje.

Pagal tolesni 3io i8radimo poZymi yra pateikiamos far-
macinés kompozicijos, turin¢ios kaip aktyvia komponente
vienag ar daugiau peptidinio junginio dariniuy, kaip Cia
apibudinta anksc¢iau, arba fiziologidkai suderinamu Jju
drusky kartu su farmaciniu ne8ikliu arba uzZpildu.
Miginiai pagal &i i3radimg gali buti pateikti, pvz.,
pavidalu, tinkamu oraliniam, nazaliniam, parentera-

liniam arba rektaliniam paskyrimui.

Cia naudojamas terminas "farmacinis" apima 1ir veteri-

narinius 3io i3radimo taikymus.

Junginiai pagal 8i iSradimg gali buti iprasty vaistuy
formy, tokiy kaip tabletés, apvilktos tabletés, aero-
zoliai nosiai, tirpalai, emulsijos, milteliai, kapsules
arba ilgalaikio atpalaidavimo formos. Iprasti farma-
ciniai uZpildai, kaip ir iprasti gamybos budai, gali
bati panaudoti Fiy formy paruoSimui. Tabletes gali buti
pagamintos, pvz., sumaiSant aktyvig komponente arba
komponentes su Zinomais uZpildais, kaip, pvz., skiedik-
liais, tokiais kaip kalcio karbonatas, kalcio fosfatas
arba laktozé, skaidytojais, tokiais kaip grady krak-
molas arba algininé rugstis, ridikliais, tokiais kaip
krakmolas arba Zelatinas, tepalais, tokiais kaip magnio

stearatas arba talko milteliai, ir/arba agentais ilga-
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laikio atralaidavimo gavimui, tokiais kaip karboksipo-
limetilenas, karboksimetilceliuliozé, celiuliozés ace-

tato ftalatas arra polivinilacetatas.

Tabletes, jeigu reikia, gali susideti i3 keliy sluoks-
niy. Apvilktos tabletés gali butj pagamintos, apvelkant
viduri, gautg panadiai kaip tableteés, su agentais, pa-
prastai naudojamais tableciy apvilkimui, pvz., poli-
vinil® pirolidonu arba Selaku, gumiarabikuy, talko mil-
teliais, titano dicksidu arba cukrumi. Tam, kad baty
gauvtas ilgalaikis atpalaidavimas arba iSvengta nesuy-
derin@mumu, ‘vidurys galsj susideti i3 keliy sluoksniy
taip pat. Tableciy apvalkalas taip pat gali susidéti is
keliy sluoksniy, kad bity gautas ilgalaikis atpa-
laidavimas, ir tuo atvejp gali buti panaudoti ankscéiay

paminéti uzpildytoiai tabletéms.

Organinés specifines nesikliiy sistemos gali bidti panau-

dotos taip pat.

Injekciijy tirpalai gali btti, bvz., Pagaminti iprastuy
bidu, tokiu kaip konservavimo agenty, tokiy kaip p-
hidroksibenzoatai, arba stabilizatoriu, tokiy kaip
EDTA, pridéjimas. Tirpalais paskui uZpildomi injekciijy

buteliukai arba ampulés.

pale ir supakuoti L purdkimo konteinerius arba su
aerozoliniu i8stGméju, arba Su priemonémis rankiniam
Spaudimui. Kapsules, turincdios vieng arba kelias ak-
tyvias komponentes, gali Dbuti pagamintos, pvz., su-
maisant aktyvias komponentes sy inertiniais neSikliais,
tokiais kaip laktoze arba sorbitolis, ir uZpildant

misini i éelatino’kapsules.

Tinkamos 2Zvakutés gali, pvz., bati Pagamintos, sumai-

Sant aktyvig komponente arba aktyviy komponenéiy kom-
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binacijas su iprastais ne$ikliais, numatytais Siam
tikslui, tokiais kaip natfiralds riebalai arba polieti-

lenglikolis ar jo dariniai.

Tinkami dozavimo vienetai, turintys savyje $io iSradimo
junginius, turi 0.1-10 mg, pvz., 1-5 mg (I) formules

peptido arba jo druskos.

§is isradimas apima peptidinius junginius ir. miSinius,
iZaiskintus auk3&iau, naudojimui lasteliy dalijimosi,
ypa¢ mielopoezés ir kauly ¢iulpy lasteliuy rege-
neracijos, inhibicijai. Peptidiniy junginiy pagal Sj
idradimg panaudojimas vaistuy gamyboje lasteliu dali-
jimosi, tokio kaip mielopoeze ar kauly ciulpy rege-
neracija, inhibicijai taip pat sudaro tolimesnj Sio

isradimc aspektsy.

Tolimesnis svarbus naujuy peptidiniy junginiy dariniy
pritaikymas yra medZiagu, tinkan¢iy imunologiniy t&rimq
metodams gamybai. Peptidas tuomet gali buti kovalen-
tiskai prijungtas prie tinkamo stambiamolekulinio ne-
§iklio kaip albuminas, polilizinas arba poliprolinas,
tam, kad bity suleistas antikinus produkuojantiems gy-
vinams (pvz., triudiams, jury kiaulytéms ar ozkoms). In
vitro imunizacijos metodai taip pat gali Dbuti pa-
naudoti. Auksto specifidkumo antiserumai yra gauti,
panaudojant gerai Zinomus absorbcijos metodus, nau-
dojant stambiamolekulinius ne8iklius. Ivedant radio-

aktyvuma @H, nsI, 14C, 35

S) i peptido molekule, gali
biti suprojektuotas radioimuninis tyrimas ir panaudotas
peptido nustatymui ivairiuvose biologiniuose skysCiuose,
tokiuose kaip serumas (plazma), 3Slapimas 1r cerebro-

spinalinis skystis.

ISradimo peptidai gali Dbuti sintezucti bet kokiu
patogiu buadu. Tinkami metodai aminorig3¢iy liekany

formavimui yra apradyti, pav., Robert. M. Williams
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"Synthesis of Optically Active o-Amino Acids" (Pergamon
Press, 198%). Apskrital esancios reaguojancios Sonines
grandinés grupes (amino, tiole ir/arba karboksilo) bus
apsaugotos bendros sintezés prijungimc reakcijy metu,
bet imanoma palikti keletg Soniniy grandiniy neapsau-
goty (hidroksilo grupes, imidazolo grupes, pirmines
amido grupes, amido grupes ciklinése aminorugstyse,

kaip piroGlu).

Tuo badu galutiné stadija bus visi&kai apsaugoto arba
i% dalies apsaugoto (I) Dbendros formuleés peptido da-
rinio blokavimas, ir 8&ie procesai sudaro tolimesni 8&io

idradimo aspektgy.

Schoéllkopf ir kt. apragé ivairiy aminordgsciy sinteze
bis-laktimo eteriuy metalinimu ir po to alkilinimu
(3i0r.. pvz., Tetrahedron 39: (1983) ir Topics Curr.
CHEM., 109: 65 (1983). Sioc metodo pritaikymas pasirodé
ypal naudingas pakeistuy aminortig3¢iy, kurios sudaro

igradimo pagrinda, sinteze. Konkrediai, bis-laktimo

eteris, i&vestas 1§ wvalino-glicino dipeptido, sudaro

naudinga pradini Jjungini pakeitimo reakcijai, kuri gali

biti susumuota taip:

CH., CH_
|~ ”
CH_ e )
\ N Ob”._\
N nBuli
N\ -78%a
CH_O
D
NH
A—CH e —
/
COOH A? SCH

(kurioje X yra paliekanti grupé, pvz., bromo atomas) .
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(S) a-Aminorigéties dariniai gali buti gauti $iuo buduy,
jei D-valinas yra pradZioje panaudotas Dbis-laktimo
eterio sudarymui. Taip pat (R)-oa-aminorugsties dariniai

gali bati sudaryti, panaudojant L-valing.

Tokiu buadu, 3§is i8radimas taip pat pateikia buda.
peptidinio junginio pagal §j isradimg gamybai, apimantij

jo pilnai ar dalinai apsaugoto darinio blokavima.

dis isradimas toliau pateikia buda peptidinio junrginio

pagal 3i i3radimg gamybai, apimanti

a) bis-laktimo eterio metalinima ir po to einantj
alkilinimg Dbis-laktimo dipeptido eterio suforma-

vimui;

b) (a) stadijos bis-laktimo dipeptido eterio hidrolize
gauti NH,-CH(A)-COOH formules aminorugsti, kur A yra

kaip nurodyta auk8liau,

c) likusiy aminorug8c¢iy ivedima i peptidine grandine;

ir
d) bet kurios apsaugotos grupés deblokavimg.

Pakeisti Dbis-laktimo dipeptido eteriai ir pakeista
a-amino rugdtis, pagaminti &iuo metodu, sudaro toli-

mesni $io iSradimo aspekta.

Be to, &is i3radimas taip pat apima amino-apsaugotus,
hidroksilo apsaugotus ir/arba karboksilo apsaugotus 3io

idradimo peptidinius darinius.

Sudarius karta pakeista a-amino ruagsti, likusios amino
rigétys i peptidine grandine gali buti ivestos, nau-

dojant iprastus metodus.
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Formuojant peptidines grandines, galima 1§ principo
pradeti arba nuo C-galo, arba nuo N-galo, nors tik

C-galinio pradéjimo bldas yra visuotinai priimtas.

Tokiu bidu galima pradet: C-gale tinkamai apsaugotc
pirmos aminoritg3ties darinio reakcija su apsaugotu
antrosios aminorugsties dariniu. Pirmesios aminorugs-
ties darinys turés laisvg o-amino grupe, tuo tarpu
kitas reagentas turés arba laisva, arba aktyvuota
karboksilo grupe ir apsaugota aminogrupe. Po sujungimo,
tarpinis produktas gali btti isgrynintas, pvz., chro-
matografija, 1ir tada N-deblokuojamas tam, kad leisty
tolesnés N-apsaugotos ir laisvos arba aktyvuotos ami-~
nogrupes liekanos prijungimz. Sis procedura yra tesia-

ma, kol reikiama aminortig3diy seka yra uZbaigiama.

Karboksiliniai rag3tj aktyvuojantys pakaitalai, kurie
gali, pav., buti panaudoti, apima simetrinius arba mig-
rius anhidridus, arba aktyvuotus esterius, tokius kaip,
pvz., p-nitrofenilc esteris, 2,4,5, - trichlorofenil-
esteris, N-hidroksibenzotriazclo esteris (OBt), N-hid-
roksisukcinimidilesteris (OSu) arba pentaflucorofeniles-
teris (OPFP).

Laivy amino ir karboksilo grupiy sujungimas gali buti,
pvz., atliktas, panaudojant diciklcheksilkarbodiimida
(DCK) . Kitas sujungiantis faktorius, kuris pvz., gali
biti panaudotas, yra N-etcksikarbonil-2-etoksi-1,2-di-
hidrochinolinas (EEDQ).

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

tileno chloride arba 3iy tirpikliy miSinyje.
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Gali buti patogiau vykdyti sinteze ant kietos fazés
dervos nediklio. Chlormetilintas polistirenas (susilto
su 1% divinilo benzenu yra vienas naudingas nesiklio
tipas; tuo atveju sintezé prasidés nuo C-galo, Ppvz.,

prijungiant N-apsaugota lizing prie ne$iklio.

Eileé tinkamy kietos fazés metody yra apradyta Eric
Atherton, Christopher J. Logan, and Robert C. Sheppard,
J. Chem. Soc. Perkin I, 538-46 (1981); James P. Tam,
Foe S. Tjoeng, and R.B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc.,
102, 6117-27 (1980); James P. Tam, Richard D. Dimarchi
and R.B. Merrifield, Int. J. Peptide Protein Res 16,
412-25 (1980); Manfred Mutter and Dieter Bellof,
Helvetica Chimica Acta, 67, 2009-16 (1984).

Prijungimo reakcijos taip pat gali buti atliktos
tirpale.

Yra #?inomas platus apsauginiuy grupiy aminorugstims
pasirinkimas ir pateikta pavyzdZiy Schroder. E. and
Lubke, K., The Peptides, Vols. 1 and 2, Academic Press,
New York and London, 1965 and 1966; Pettit, G. R.,
Synthetic Peptides, Vols. 1-4, Van Nostrand, Reinhold,
New York 1970, 1971, 1975 and 1976; Houben-Weyl,
Methoden der organischen Chemie, Synthese von Peptiden,
Band 15, Georg Thieme Verlag Stuttgart, NY, 1983; The
Peptides, Analysis, synthesis, biology 1-7, Ed: Erhard
Gross, Johannes Meienhofer, Academic Press, NY, San
Fransisco, London; Solid phase peptide synthesis 2nd
ed., John M. Stewart, Janis D. Young. Pierce Chemical

Company.

Tuo badu, pvz., amino apsauginés grupes, kurios gali
piti panaudotos, apima apsaugines grupes, tokias kaip
karbobenzoksi (Z2-), t-butoksikarbonilas (Boc-), 4-me-
toksi-2,3,6-trimetilbenzeno sulfonilas (Mtr-) ir 9-fluo-

renilmetoksikarbonilas (Fmoc-) . Bus suprantama, kad kai
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Peptidas sudarytas nuo C-galo, amino apsauginé grupe
bus kiekvienos naujos pridedamos liekanos O-amino
drupéje ir ja reikés pagalinti selektyviaj pPrie$ kitqg
jungimo Stadija. Kietos fazes Sistemoms viena ypag&
naudinga grupe tokiai laikinai amino apsaugai yra Froc-
grupé, kuri gali biuti rasSalinta selektyviai, Paveikiant
Piperidiny organiniame tirpiklyje. Sintezei tirpale
Boc- yra tinkamesne avsauging grupe, kuri gali buti
ivesta ir pasalinta iprastu badn,

Aminorﬁgétys arba peptidaj; dazZnai reikalauija $ililinimo
pries apsaugojimg, bvz., pridedant Fmoc, kad biaty pa-
gerintas 4y tirpumas Organiniuose tirpikliuose., Sili-

linimas jr Fmoc apsaugineés reakcijos Yra susumuotos

Zemiau:
H N —CH — ooy <cH> SIBN —- i coosicey
- HNCS3CoH_) ) S S8
A ——2 2 A
CCH_>Sicy |
HN—CH — goon 33 CCH> STHN —_ ¢y —C00stcen >
f) )

<> Fmoc~¢}
id H o
2

—

H
|
FmocN —CH — COOH
A

|
FmocN —CH COOH

|
H

Karboksilo apsaugines grupes, kurios gali, pvz., bati
pPanaudotos, apima Suskaldytas €sterio grupes, tokias
kaip benzilas (-OBZTI) P-nitrobenzilas (-ONB)  arba
t-butilas (-tOBu), kaip ir jungimus ant kieto nesiklio,

bvz., metilo grupes, Prijungtas prie polistireno,
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Tiolo apsauginés grupes apima p-metoksibenzila (Mob) ,

tritila (Trt) ir acetamidometila (Acm) .

Bus suprantama, kad egzistuoja daug kitu tokiuy grupiu,
kaip, pvz., smulkiail apradyta auk3Ciau nurcodytoje li-
terataroje, ir visy tokiy grupiu panaudojimas ¢ia
auk3d&iau apradytuose procesuose ieina i &io i$radimo

sriti.

Egzistuoja daug procediry amino- ir karboksil-apsau-
giniy grupiy pasalinimui. Taciau jos turi buti sude-
rintos su naudojama sintezes strategija. Soninés gran-
dinés apsauginés grupes turil bati atsparios sglygoms,
naudojamoms paSalinti laikinas o-amino apsaugines

grupes prie$ kitga jungimo stadija.

Amino apsauginés grupes, tokios kaip Boc, ir karboksilo
apsauginés grupes, tokios kaip tOBu, gali buti pasa-
lintos vienu metu, paveikiant ragétimi, pvz., trifluor-
acto rugdtimi. Tiolo apsauginés grupes, tokios kaip
Trt, gali buti paSalintos selektyviai, panaudojant ok-

sidavimo agenta, toki kaip jodas.

Cisteino turintys peptidail gali bati sintezuoti me-
todais, apradytais tekste, su visy apsauginiy grupiy
pasalinimu, iskaitant tiolo apsaugines grupes kaip pas-

kutine sintezés stadija.

Toliau einantys pavyzdZiail pateikiami tik kaip iliust-

racijos.
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1 PAVYZDYS

(S)—2—(9—Fluorenilmetoksikarbonilamino)-5-fenil—4—(E)—

penten-1-o rdagstis

(S)-2-Amino-5-fenil-4-(E)-penten-1l-oiné ragstis susin-
tetinta i3 (R)—(—)-2,5—dihidro—3,6—dimetoksi—2-izopro—
pilpirazino ir cinamilo bromidc analogidkai metodikai,
aprasytai U. Schollkopf, U. Groth and C. Deng, Angew.
Chem. 93 (1981) 793. Aminoragétis (4.0 mmol), gauta to-
kiu budu, yra pridedama i heksametildisilizano (15 ml)
ir trimetilchlorsilano (2.0 mwl) misini, misinys per
nakti Sildomas 100°C temperatiroje, maiSant N, at-
mosferoje. Tada sililinan&io reagento perteklius nudis-
tiliuotas, likutis iStirpintes CH,Cl, (10 ml), pridéta
9-fluorenilmetoksikarbonilo chlorido (4,1 mmol) tirpalo
sausame CH,CI1, (5 ml), mi$inys maidytas kambario
temperaturoje azoto atmosfercje 3 valandas, CH,C1,
isgarintas, likutis i3tirpintas THF (9 ml) ir vandenyje
(1 ml), tirpalas 30 minu¢iy maidytas, nugarintas,
likutis iStirpintas EtOAc, i&dZiovintas (MgS0O,) ir
nugarintas, kad bty gautas pavadinimo junginys

tolimesnei peptido sintezei.
2 PAVYZDYS

(28,4ﬁf§R)—N-9—FluorenilmetiloksikarbonilnN'—benzilok—
sikarbonil—4,S-dihidroksi"4,5—0,0-izopropilidenlizinas

a) (2R,3R)-1—Brom—4—[(2R,SS)-3,G—dimetoksi—Z—izopropil—
2,5~dihidro—5—pirazinil—2,3—dihidroksi~2,3—0,0—izopro—
pilidenbutanas

(2R)—2,5—Dihidro—3,6—dimetoksi—2—izopropilpirazinas
(3,24 g, 17,36 mmol) idtirpintas 60 ml bevandenio THF
ir tirpalas at8aldytas iki -78°C. Buvo prideta BuLi

tirpalo heksane (10,85 ml, 17,36 mmol), ir tirpalas
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30 minudiy maidomas. Pridejus 7.8 ml 1,3-dimetil-2-
imidazolidinono, maidymas tesiamas dar 15 minuc¢iy. Buvo
suladintas (2R,3R)—1,4-dibrom—2,3—dihidroksi—2,3—0,o—
izopropilidenbutano (5.0 g, 17,36 mmol) tirpalas 10 ml
THF, ir tirpalas per nakti igijo kambario temperatirg.
Po hidrolizés fosfato buferiu (pH 7), reakcijos miSinys
keletg karty ekstrahuotas dietilo eteriu, organiniai
tirpalai iddzZiovinti (MgSO,), sukoncentruoti, o likutis
i8grynintas impulsine chromatografija (heksanas/etilo
acetatas 9/1).

ISeiga: 3.00 g (44.1%).
'"H BMR (CDC1,):$

0.7 (d, 3H), 1.04 (d, 3H), 1.40 (s, 3H), 1.41 (s, 3H),
1.95-2.30 (m, 3H), 3.40-3.58 (m, 2H), 3.68 (s, 3H),
3.70 (s, 3H), 3.97 (dd, 1H), 4.03-4.20 (m, 3H);

Y*C BMR (CDCls): 8

16.74, 19.03, 27.29, 27.46, 31.88, 32.66, 37.83, 52.40,
52.42, 52.55, 60.76, 79.80, 109.22, 163.21, 164.00

FAB-MS signalai prie m/z 391.2(72), 141.1(100).

b) (2R,3R)—1—Azido~4-[(2R,5$)—3,6—dimetoksi—2—izopro—
pil—2,5—dihidro—5~pirazinil]u2,3—dihidroksi—2,3—0,0—izo—
propilidenbutanas

(2R,3R)—1—Brom—4"[(2R,58)—3,64dimetoksi—2—izopropil—
2,5—dihidro-5—pirazinil-2,3—dihidroksi—2,3—0,0—izopro—
pilidenbutanas (5.51 g, 14.11 mmol) i8tirpintas 50 ml
DMF ir 2.93 g NaN; (45 mmol), ir prideta 0.1 g NBu,I.
Tirpalas per nakti laikytas tarp 70 ir 80°C ir pra-
skiestas S50 ml vandens. Po ekstrakcijos chloroformu,

organiniai sluoksniai surinkti ir i&dZiovinti (MgSO,) .
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Likutis iSgrynintas impulsine chromatografija (heksa-

nas/etilo acetatas 7/3).
ISeiga: 4.06 g (81.5%).
'"H BMR (CDC1,):8

0.68 (d, 3H), 1.03 (¢, 3H), 1.40 (s, 3H), 1.42 (s, 3H
1.95-2.30 (m, 3H), 3.20-2.80 (m, 2H), 3,65 (s, 3H),
3.68 (s, 3H), 3.95 (dd, 1H), 4.00-4.15 (m, 3H);

YC BMR (CDCl,):8

16.72, 19.02, 26.%92, 27.27, 31.85, 52.10, 52.36, 52.41,
52.47, 60.70, 75.09, 109.13, 163.17, 164.00

FAB-MS signalai prie m/z 354.3(100), 141..1(75).

c) (2R,3R)~1—Benziloksikarbanilamino~4-[(2R,58)—3,6-di—
metoksi-2-izopropil-2,5-dihidro-5-pirazinil-2,3~dihid-
roksi-2,3-0,0-izopropilidenbutanas

(2R,3R)wl—Azido—4~((2R,SS)—3,6~dimetoksi~2~izopropil~

2,5~dihidro—5—pirazinil)—2,3—dihidroksi—2,3—0,0—izopro~
pilidenbutanas (3.57 g, 10.12 mmol) istirpintas 60 ml
EtOH ir prideta 1.3 g Pd/C. I tirpals pufiamas argonas.
Per tirpala buvo perleistas vandenilis, ir jis per
nakti isSlaikytas vandenilio atmosferoje ir perfilt-
ruotas per celita. Likutis i8dZiovintas vakuume ir i&-
tirpintas 30 ml dioksano. Buvo pridéta 15 ml 1 M NaHCO,
tirpalo (15 mmol) ir 0°C temperatdroje pridéta 1.84 ml
CbzCl (13 mmol). Tirpalas 1 valandg maiSytas $ioje
temperaturoje, praskiestas vandeniu ir ekstrahuotas
chloroformu. Likutis i3grynintas impulsine chromatogra-

fija (heksanas/etilec acetatas 8/2).

ISeiga: 2.20 g (44.1%).
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'H BMR (CDCls):8

0.67 (d, 3H), 1.03 (d, 3H), 1.35 (s, 3H), 1.38 (s, 3H),
1.90-2.05 (m, 1H), 2.10-2.30 (m, 2H), 3.30-3.55 (m,
2H), 3.64 (s, 3H), 3.68 (s, 3H), 3.92-4.15 (m, 4H),
5.09 (s, 2H), 5.45 (m, 1H), 7.26-7.38 (m, SH);

3¢ BMR (CDCl;):d

16.70, 19.0S5, 27.17, 31.83, 37.69, 42.%4, 52.26, 52.41,
52.52, 60.65, 66.72, 75.69, 79.41, 108.61, 128.02,
128.07. 128.47, 136.54, 156.40, 163.24, 164.11.

FAB-MS signalai prie m/z 462.3(56), 141.1(47),
91.0(100) .

CouHysN{Og (461.6): Pask. %: C, 62.45; H, 7.64; N, 9.10.

Rasta %: C, 62.99; H, 7,67; N, 8.77.

d) (23,4R,5R)—N'—Benziloksikarbonil-4,5—dihidroksi—4,5-

0,0—izopropilidenlizino metilo esteris

(ZR,ER)—l—Benziloksikarbonilamino—4—[(2R,58)—3,6—dime—
toksi~2—izopropil—2,5—dihidro—5—pirazinil]—2,3~d1hid—
roksi-2,3-0,0-izopropilidenbutanas (0.5 g, 1.08 mmol)
istirpintas 5 ml dioksano, iladinta 4.20 ml 0.5 M HC1
(2.10 mmol), 1r midinys maiSomas argoeno aplinkoje
kambario temperatiroje 5 valandas. Buvo pridedama amo-
niako tirpalo, kol buvo pasiektas pH 9, 1ir tirpalas po
to ekstrahuotas chloroformu, i%dziovintas (MgSO,), 1ir
vailnOo metilu esteris pasalintas distiliaciia 18 kolbcs
(0.05 tory, 25°C). ‘

I%eiga: 0.40 g (100%).

‘H BHR (CDCL3):d
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1.35 (s, 6H), 1.70-2.20 {m, 4HY. 2
3.70 (s, 3H), 3.73-3.90 (m, ZH)}, 5.09 (s, 2H), 5.32 (m,
1H), 7.26-7.40 (m, S5H).

3¢ BMR (CDCl3):8

27.01, 27.05, 37.56, 42.11, 51.99, 52.38, 66.79, 75.79,
79.82, 108.99, 128.00, 128.44, 136.39, 156.46, 175.30.

(2S,4R,5R) -N'-Benziloksikarbonil-4,5-dihidroksi~4,5~

0,0-izopropilidenlizinas

(25, 4R, 5R) -N'-Benziloksikarbonil-4, 5-dihidroksi-4, 5-

0,0-izopropilidenlizino metilo esteris (0.40 g, 1.08 mmol)
idtirpintas 3.5 ml vandens ir 4 ml dioksano ir atsal-
dytas iki 0°C. Buvo pridéta 0.54 ml 2 N LiOH tirpalo

(1.08 mmol), ir tirpalas buvo per nakti maisomas argonod

O

aplinkoje. PSC kontrolé parcde kiekybini (2S5, 4R, 5R) =-N"-
berziloksikarbonil-4,5-dihidroksi-4,5-0,0~-izcpropiliden-
lizino susidaryma. Sis nevalytas tirpalss buve tiesizl

panaudotas kitoje stadijoje.

(28,4“.SR)—H'~Vluorenilmetiloksikarbonil—N’—benziloksi~

karbonil-4,5-dihidroksi-4,5-0,0-izopropilidenlizinas

1.5 ml 1 M NaOH tirpalo (2.5 mmol) ir 0.518 g ©9-
fluorenilecksikarbonilchloriZdo (2.00 mmol) tirpalas 3 ml
dioksano pridétas i nevaiytag (2S, 4R, BR)Y -N'-banzilck-
sikarbonil-4,5-dihidroksi-4,3-izopropilidenlizinc tir-
pala, ir $is midinys maiSytas per nakti. Tirpalas pa-
rugdtintas iki pH 2, pridedant KHSO, tirpalo, ex’ ra-

nucras otile acetatuy LESE svintas (MgSD.Y, ir 1 ~1s

I Ll s

O O SN S S S S RS U -
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'H BMR (DMSO/D,0) &:

1.19 (s, 3H), 1.22 (s, 3H), 1.60-2.10 (m, 2H), 2.90-
3.30 (m, 2H), 3.50-4.00 (m, 3H), 4.00-4.40 (m, 3H),
4.95 (s, 2H), 7.20-8.00 (m, 13H).

c BMR (DMSO/D,0) &:

27.59, 27.81, 37.14, 43.15, 53.94, 65.92, 66.01, 76.98,
80.16, 108.40, 120.61, 125.67, 125.79, 127.66, 128.16,
128.22, 128.32, 128.89, 137.55, 141.18, 144.36, 156.14,
156.87, 176.09.

FAB-MS signalai prie m/z 497.1(3), 429.1(3), 179.1(31),
91.0(64)

C3;Hy4N, 04 (574.6): Pask. %: C, 66.89; H, 5.96; N, 4.88.

Rasta %: C, 62.53; H, 5,60; N, 5.03.

3 PAVYZDYS

(S)-2- (9-Fluorenilmetiloksikarbonilamino) ~6-azidohek-

sano riagstis

a) 1-Brom-4-{ (2R, 5S) -3, 6-dimetoksi-2-izopropil-2,5-di-
hidro-5-pirazinil-butanas

(2R) -2,5-Dihidro-3, 6-dimetoksi-2-izopropilpirazinas
(3.76 g, 20.43 mmol) iStirpintas 60 ml bevandenio THF,
ir tirpalas at3aldytas iki -78°C. Buvo pridéta nBuli
tirpalo heksane (20.43 mmol, 12.77 ml), ir tirpalas
maiSomas 30 minucdiy. Buvo suladintas 1,4-dibrombutano
(4.41 g, 20.45 mmol) tirpalas 10 ml THF, ir per nakti
tirpalas igijo kambario temperatira. Po hidrolizés
fosfato buferiu (pH 7), reakcijos midinys keleta karty
ekstrahuotas dietilo eteriu, organinis tirpalas i&-
dZiovintas (MgSO,;), o likutis i3grynintas impulsine
chromatografija (heksanas/etilo acetatas 9/1).
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I5eiga: 3.88 g (59.6%).
'H BMR (CDC1;):d

0.68 (d, 3H), 1.04 (d, 3H), 1.23-1.47 (m, 2H}, 1.63-
1.91 (m, 4H), 2.25 (m, 1H), 3.38 (t, 2H), 3.67 (s, 3H),
3.68 (s, 3H), 3.90-4.05 (m, 2H).

2c BMR (CDCl1;):d

16.58, 19.03, 23.29, 31.75, 32.63, 33.13, 33.58, 52.33,
55.13, 60.78, 163.60.

k) 1-Azido-4-[(2R,5S8) -3, 6-dimetoksi-2-izopropil-2,5-di-

hidro-5-pirazinil]-butanas

1—Bromo—4—[(2R,55)—3,6—dimetoksi—2—izopropil—Z,5—dihid~
ro -5-pirazinil] -butanas (3.81 g, 11.95 mmol) istir-
pintas 40 ml DMF ir 3.25 g NaN; (50 mmol), ir pridetea
0.1 g NBu,I. Tirpalas per nakti 'laikytas tarp 70 ir 80°C
ir praskiestas 50 ml vandens. Po ekstrakcijos chlo-
roformu, organiniai sluoksniail surinkti ir isdziowvinti
(MgSO,) . Likutis iSgrynintas impulsine chromatografija

(heksanas/etilo acetatas 9/1).
ISeiga: 2.17 g (64.6%) .

'H BMR (CDCl;):8

o

.68 (4, 3H), 1.04 (d, 3H), 1.20-1.50 (m, 2H), 1.53-
.91 (m, 48), 2.26 (m, 1H), 2.25 (t, 2H), 3.68 (s, 3H),
3.69 (s, 3H), 3.90-4.07 (m, 2H).

|

3¢ BMR (CDCl;): 8

16.58, 19.05, 21.83, 28.72, 31.76, 33.56, 51.32, 52.35,
55.16, 60.79, 163.63.



10

15

20

25

30

ol (- Rium .

LT 3615 B
27

c) Metil (S)-2-amino-6-azidoheksanoatas

1-Azido-4-{ (2R, 5S) -3, 6-dimetoksi-2-izopropil-2, 5-dihid-
ro-5-pirazinil] -butanas (2.17 g, 7.72 mmol) i&tirpintas
30 ml dioksano ir buvo sulaSintas 1.28 ml konc. HCl
tirpalas 30 ml vandens (15.45 mmol), miSinys argono
aplinkoje per nakti buvo maiSomas kambario tempe-
raturoje. Buvo dedama amoniako tirpalo, kol pasiekta
pPH %, po to tirpalas ekstrahuotas chloroformu, isdZio-
vintas (MgSO,), ir valino metilo esteris pa3alintas
distiliacija iS5 kolbos i kolbg (0.05 tory, 25°C).

ISeiga: 1.44 g (100%).
'H BMR (CDC1,):5

1.40-1.87 (m, 8H), 3.28 (t, 2H), 3.43 (dd, 1H), 3.73
(s, 3H).

Pc BMR (CDC1,): 6
22.93, 28.63, 34.36, 51.22, 51.98, 54.26, 176.37.
d) (S)-2—Amino—6—azidoheksano rugstis

Metil- (S)-2-amino-6-azidoheksanoatas (1.44 g, 7.73 mmol)
iStirpintas 4 ml dioksano ir at8aldytas iki 0°C. Buvo
pridéta 3.87 ml 2N LiOH tirpalo (7.74 mmol), ir tir-
palas buvo maiSomas per nakti azoto aplinkdje. PSC
(plonrasluoksnes chromatografijos) kontrolé parode kie-
kybini (S)-2-amino-6 -azidoheksano ri0g3ties susidarymg.
Sis nevalytas tirpalas buvo panaudotas kitoje stadi-

joje.
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e) (S)—2-(9~Tlnorenilmetiloksikarbonilaminc)~6—azido-

heksano rigstis

11.6 ml 1N NaHCD; tirpalo (11.6 mmcl) ir 3.00 g 9-fluo-
reniloksikarbonilchloridc ({(11.6 mmol) tirpalo 12 mi di-

oksano buvo pridéta pris nevalyto (S)-2-amino-€-azido-

ey
D
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s Lian per nak-
ti maiSoma argenc aplinkoia. Tirpalas parigdtinamas iki
p

pH 2, pridedant KHEO, tirpalo, exstrahuotas etilo

acetatu, 3i3dziovintas (MgSd,), ir Tikutis ifgrynintas
impulsine chromatografiia (heksanas/etilo acetatas/acto

ragstis 7/3/0.5).
IZeiga: 2.0 o (65.6%).
ly BMR (DMSO} &:

1.20-1.80 (m, 22}, 3.31 (t, 2H), .94 {m, 1H), 4.27 (m,
34), 7.20-8.0C (m, 8H).

23.32, 28.26, 30.73, 47.10, 50.94, 54.09, 66.01,
120.48, 125.65, 127.44, 128.02, 141.11, 144.1¢, 144.25,
156.54, 174.22.

4 PAVYZDYS
(S)—N—(9-Fluorenilmetiloksikarbonil)~O~metil—serinas

a) (2R,5$)—3,6—dimet0ksi—5-(metoksimwtil)~2—izopropil—
2,5-dihidropirazinas

I (R)-2,5-dihidro-3, —~dimetoksi-2-izoproplil-pirazing

(5.53 g, 30 mmol) tirpali pevandeniamwe THE (80 ml)

o . - P R “ 3 - - PR oy | JRE, S -
~-78°C temperatircje prideta 1.6 M nbali tirpaleo heksane

(10.85 ml, 17.326 wmmol). PO 30 mirudiy sula$intas bro-
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mometilo eterio tirpalas (4.5 g, 36 mmol) THF-e. (20 ml).
Reakcijos miSiniui per nakti leista igyti 20°C tempe-
ratirg, ir jis buvo uZgesintas, pridejus 1 M fosfato
buferio (pH 7, 80 ml). Drumstas midinys mai3omas 10 mi-
nu¢iy, praskiestas vandeniu (250 ml) ir dietilo eteriu
(180 ml). Sluocksniai atskirti, o vandeniné fazé ekst-
rahuota dietilo eteriu (2 x 150 ml) . Sujungtas organi-
nis sluoksnis isdZiovintas (Na,S0,), sukoncentruotas ir
isgrynintas impulsine chromatografija (silikagelis; hek-
sanas : dietilc eteris 5:1), dave 5.61 g produkto. Kito
diastereomero galutiniy priemaisy pa3alinimui, medZiaga
kristalizuota i¥ acetonitrilo -30°C temperatdroje ir
Saltes nuosédos vél iStirpintos CH,Cl,, i&dZiovintos
(Na,SO,;) ir sukoncentruotos.

ISeiga: 4.24 g {18.6 mmol, 62%).

'H BMR (CDC1;):&

4.05 (kv, 1H, J 3.5 Hz), 3.99 (¢, 1H, J 3.5 Hz), 3.80-
3.64 (m, 8H), 3.34 (s, 3H), 2.29 (d sept, 1H, J 3.5,
7.0 Hz), 1.05 (¢, 3H), 0.68 (d, 3H).

YC BMR (CDCl,):8

164.79, 161.58, 74.13, 60.76, 59.51, 56.82, 52.42.
FAB-MS signalai prie m/z 229 [M" +1].

CpiHyoN,05 (228.29) .

b) Metil (S)-2-(9-fluorenilmetiloksikarbonilamino)—3—
metoksipropionatas

I (2R,SS)—3r6—dimetoksi—5-(metoksimetil)—2-izopropil—
2,5-dihidropirazino (2.1 g, 9.2 mmol) tirpala dioksane
(18 ml) pridéta 1 M HCl (18.4 ml, 18.4 mmol), ir
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midinys per naktj maidomas kambario temperatdroje. La-
ks komponental i3garinti, likutis vél iétirpintas di-
oksane ir vél i&garintas. Nevalytas likutis i3tirpintas
dioksane ir pridéta FmocCl  (5.71 g, 2.21 mmol). PO
2 minudiy pridéta 1 M NaHCO; (44.2 ml, 44.2 mmol). PO
15 minuciy miZinys  praskiestas vandeniu (50 ml) ir
CHCl,y (100 ml). Siluoksniai atskirti ir vandeniné faze
ekstrahuota CHCl; (2 X 75 ml). Sujungtas organinis
sluoksnis i&dZiovintas (Na,SC,) ,..sukoncentruotas ir i8-
grynintas impulsine chromatografija (silikagelis; hek-

sanas : etilo acetatas 2:1).
I%eiga: 2.68 g (7.54 mmol, 82%).
14 BMR (300 MHz, CDCl;):d

7.78 (d, 2H, J 7 Rz}, 7.63 {(t, 2H, J 7 Hz), 7.41 (t,
2B, Thz), 4.56-4.35 {(m, OSH), 4.25 (&, 14, J 3.0, 9,3
Hz), 3.84 (dd, 1H, J 3.0, .3 Hz), 3.70 (s, 3H), 3.65
(dd, 1H, J 3.6, 9.3 Hz), 3.36 (s, 3H).

13- BMR (75 MHz, CDCly):d

170.77, 156.01, 143.88, 143.75, 141.25, 127.66, 127.02,
125.12, 125.07, 119.92, 72.27, 67.11, 59.23, 54.37,
53.44, 52.54, 47.12.

c) (S)—(9—fluorenilmetiloksikarbonilamino)—3—metoksi—

propiono rugstis

I metilo (S)—(9-fluorenilmetiloksikarbonilamino)—3—me—
toksipropionato (2.18 g, 6.13 mmol) tirpala dioksane
(31 ml) prideta 6 M HC1 (31 ml, 184 mmol). Miginiui
leista atgalti ir - jis buvo koncentruotas. Likutis 1iS-
grynintas impulsine chromatografija (silikagelis; hek-

sanas : etilo acetatas; actc ragdtis 10:10:1).
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ISeiga: 1.91 g (5.60 mol, 91%) po liofilizacijos.
'H BMR (DMSO-d¢): 8

7.87 (d, 2H, J 7.5 Hz), 7.74 (d, 2H, J 7.5 Hz), 7.41
(dt, 2H, J 0.6 Hz, 7.5 Hz), 7.31 (dt, 2H, J 0.6 Hz, 7.5
Hz), 4.29-4.19 (m, 4H), 3.65-3.54 (m, 2H), 3.24 (s,
3H).

c BMR (DMSO-dg): &

172.07, 156.46, 144.23, 144.21, 141.11, 128.03, 127.46,
125.73, 120.48, 71.80, 66.19, 58.60, 54.47, 47.05.

5 PAVYZDYS

(S) -6-(Benziloksikarbonilamino)-2- (9-fluorenilmetilok-
sikarbonilamino)-heks~-4-ino rigstis

a) - 1-Chloro-4-[(2R,5S)-3,6-dietoksi-2-izopropil-2,5-di-
hidro-5 pirazinil]but-2-inas:

I (R)-2,5-dihidro-3, 6-dietoksi-2-izopropilpirazino (21.23 g,
100 ml) tirpala/THF (200 ml) -78°C temperatiroje su-
lasinta 1.6 M nBuLi (62.5 ml, 100 mmol). Po 30 minué&iy
§is tirpalas -78°C temperatiroje perpiltas i 1,4-
dichlorobut-2-ino (49.2 g, 400 mmol) tirpalg THF (400 ml).
MiSiniui per nakti buvo leista igyti 20°C temperatirs.
Reakcija uZgesinta, pridedant 1 M fosfato buferio tir-
palo (250 ml). MiSinys praskiestas dietilo eteriu (300 ml)
ir vandeniu (300 ml). Vandeninis sluoksnis atskirtas ir
ekstrahuotas dietilo eteriu (2 x 300 ml). Sujungtas

‘ organinis sluoksnis 1i3dZiovintas (Na,S0,), perfilt-

ruotas, sukoncentruotas ir i3grynintas impulsine chro-

matografija (silikagelis; heksanas:dietilo eteris 10:1).

ISeiga: 24.8 g (83 mmol, 83%).
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ly BMR (CDC13):98

4.39-4.00 (m, B8Hi, 2.78 (m, AA'X, 2H}, 2.30 (d sept,
1H, J 3.5, 9.5 Hz), 1.38-1.20 (m, 6H), 1.05 (d, 3H,
7Hz), 0.70 (d, 34, 7Hz).

13- BMR (CDClj):d

161.03, 159.25, 83.78, 60.90, 54.21, 31.68, 30.95,
25.48, 20.62, 19.03, 15.385, 14.21.

b) 1—Azido-4-[(ZR,SS)—3,6—diet0ksi-2-izopropil—2,5—di—

hidro—S-pirazinil]but—z—inas

1-(chloro)-4-[ (2R, 35 —3,6"dietoksi—2—izopropil—2,S—di—

hidro—S»pirazinil}but—Z—ino (19.4 g, 65 mmol) ir tet-
rabutilamino jodido (2 g) tirpalas pevandeniame DMF
(200 ml) per nakti maigomas 20°C temperatiroje. Di-
@zioji dalis DMF paSalinta cumazintame slégyje {(0.01 to-
rg) . Likutis paskirstytas tarp dietilo eterio (250 ml)
if vandens (250 ml) vandeninis slucksnis ekstrahuotas
eteriu (2 x 250 ml). Sujungtas organinis sluoksnis iS-
dziovintas  (Na,S04) . sukoncentruotas 1r idgrynintas
impulsine chromatografija (silikagelis; heksanas:di-

etilo eteris 8:1).

I%eiga: 18.06 g (59 mmol, 91%).

'y BMR (CDCl;3):d

4.25-3.99 (m, 4H), 3.84 (m, 6H), 3.84 (m, 2H), 2.83-
2.77 (m, AAR'X, 2H), 2.33-2.26 (m, 1H), 1.35-1.27 (m,

6H), 1.05 (d, 3H, 7.2 Hz), 0.71 (4, 3H, J 7.2 Hz).

130 BMR (CDCl3): 8



10

15

20

25

30

35

o Foor N

LT 3615 B
33 :

164.24, 161.16, 84.54, 73.50, 61.00, 60.74, 54.31,
40.20, 31.84, 25.31, 19.03, 16.62, 14.27, 14.21.

c) 1-Benziloksikarbonilamino-4-[(2R,58)-3,6-dietoksi~-
2,5-dihidro-2-izopropil-5-pirazinil]but-2-inas

I l-azido-4- (2R, 5S)-3, 6-dietoksi-2-izopropil-2,5-di-
hidro-5-pirazinil]) but-2-ino (3.6 g, 11.8 mmol) tirpalg
THF (236 ml) 20°C pridéti trifenilfosfinas (3.7 g,
14.16 mmol) ir H,O (680 ml, 37.8 mmol). ISkart paste-
bétas N, i3Ssiskyrimas. Reakcijos miSinys 2 valandas
maiSomas ir tada koncentruojamas. Prie likucio tirpalo
dioksane (29 ml) 0°C temperatiroje buvo pridéti 1 M
NaHCO; (14.2 ml, 14.2 mmol) ir Cbz-chloridas (2.42 g,
14.2 mmol). MiSinys laikytas 3$ioje temperatiroje 1 va-
landg, tada ekstrahuotas dietilo eteriu (3 x 50 ml).
Sujungtas organinis sluoksnis iSdZiovintas (Na,SO,), per-
filtruotas, sukoncentruotas ir isSgrynintas impulsine chro-
matografija (silikagelis; heksanas:etilo acetatas 4:1).

ISeiga: 4.1 g (9.92 mmol, 84%).

'H BMR (CDC1,):8

7.37-7.33 (m, 5H), 5.10 (s, 2H), 4.24-4.03 (m, 6H),
3.97-3.90 (m, 4H), 2.70-2.67 (m, AA'X, 2H), 2.32-2.25
(m, 1H), 1.27 (t, 4H, J 7 Hz), 1.04 (d, 3H, J 7 Hz),
0.69 (d, 3H, J 7 Hz).

3¢ BMR (CDCl3): 8

164.11, 161.35, 136.31, 128.46, 128.42, 128.05, 127.53,

126.89, 80.41, 66.85, 65.25, 60.85, 60.69, 60.65,
54.43, 31.66, 25.32, 19.054, 16.53, 14.29, 14.21.
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d) Etil (S)"Z—Amino—G—(benziloksikarbonilamino}—Z—hekﬂ

sinoatas

1 l—benzi1oksikarbonilaw@no—41[(2R,58)~3,6~dietoksi*2,5w
dihidro—Z—izopropi1~5—pirazinil)but—2wino (4 g 0.67 mmol)
tirpala dioksane {38 ml) pridéta. 1M HC1 (38.7 ml,

38.70 mmol) - gis midinys per nakti maisdytas kambario

temperatﬁroj pigzicii dalis diocksano paéalinta su-

o
.

mazintame slegyiz. © vandeninis 1ikutis praskiestas
yandeniu iki 100 ml. 5is widinys ckstrahuotas etexriu
(100 ml) . Tada rirpalo pH buvo sureguliuota iki 9
pridedant konceutruoto NH; ki kol susiformavo paltas
aliejus. %is miSinYyS ekstranuotas cucl, (3 0% 50 ml),
sujungtas CHCl3usluoksnis {adziovintas (MgS04) s PEET
filtruotas ir sukoncentruotas. 1ikutis pajungtas
Kugelrohr'o distiliacijai tam, kac bty paéalintas
etilo valinatas 50°C tempexatfroje (0.1 tory) - Likusi

; ey DUV e A0S A
mediiaga Luvo Grynas produxbas.

18eiga: 2.57 ¢ (g.44 o 87.3%) -
'H BMR (CDCLs): 0
7.34 (s, 5H)s 5.11 (s, 28} 4.18 (q, 280 Y Tuz), 3.9

(m, 2H). 3.57 (Lr 14, J © Hz) 2.60 (AR Xy 2H) 1.27
(t, 3« 7 Hz) .

Cq

130 pMR (CDC13):d

173.73, 160.35, 136.24, 128.44, 128.10, 128.05, 79.02,
78.66, 66.93, 61.19 53.22, 31.15, 25.10, 14.15.

e) (S)—6—(Benziloksikarbonilamino)-2v(9—fluorenilmetil—

oksikarbonilamino)—A—heksino rugstis

I etilo (S)—Z—amino—6r(benziloksikarbonilamino)~4—hek—

sinoato. HCl (520 ™gy, 1.71 mol) tirpala dioksane (5 ml)
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pridéeta 1 M NaHCO; (2.05 ml, 2.05 mmol) ir vandens (3 ml).
Po 5 valandy pridéta FmocCl (530 mg, 2.05 mmol) diok-
sane (5 ml). Beveik 15 karto susidaré nuosedos. &is
misinys partg3tinamas, pridedant 1 M HC1 ir ekstra-
huotas CHCl; (3 x 30 ml). Organinis sluoksnis sukoncent-
ruotas ir iSgrynintas impulsine chromatografija (silika-
gelis; heksanas:etilo acetatas:acto ragstis 10:10:1).

Iseiga: 720 mg (1.44 mmol, 84.5%).
'H BMR (300 MHz, DMSO-d):&

7.87 (d, 2H, J 7.5Hz), 7.71 (d, 2H, J 7.5 Hz), 7.42-
7.28 (m, 9H), 5.00 (s, 2H), 4.30-4.20 (m, 3H), 4.10 (m,
1H), 3.77 (m, 2H), 2.58 (m, 2H).

Yc BMR (300 MHz, DMSO-d):&

172.41, 156.28, 144.20, 141.10, 137.35, 128.73, 128.21,
128.03, 127.48, 125.68, 120.49, 100.09, 79.37, 79.03,
66.21, 65.93, 53.49, 47.04, 30.63, 21.78.

6 PAVYZDYS
(S)—2—Amino—3—(2—furil)propiono rigstis

a) (2R,SS)—2,5—Dihidro-3,6—dimetoksi-2—izopropil-S—fur-
furilpirazinas

1.55 M butilli&io (6.45 ml, 10 mmol) tirpalas heksane
SvirkStu suleistas | maidomg (2R) -2, 5-dihidro-3, 6~
dimetoksi -2-izopropil-pirazino (1.84 g, 10 mmol) tir-
palg THF (50 ml) -78°C temperatiroje, ir tirpalas 1 va-
landg buvo maiZomas -78°C temperatiroje. Laipsniskai
pridétas 2-chlorometilfurano (1.3 g, 11 mmol) tirpalas
THF (10 ml), ir maiéymas buvo tesiamas per nakti. Tir-

piklis sumaZintame slégyje pasSalintas, likutis i3-
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tirpintas etilo acetate (5C ml) ir ekstrahuotas fosfato
buferiu (pH 7). Vandening fazé du kartus ekstrahuota
etilo acetatu (2 = 20 ml). Organinis slucksnis i&dzio-
vintas (MgSOy4) . tirpiklis sumazintame slegyje iSgarin-
tas ir likutis iggrynintas impulsine chromatografija

(dietilo eteris/heksanas 15/1, silikagelis).

I%eiga: 2.00 g (76%}, bespalvis klampus skystis.
ly BMR (CDCl1;):@

0.65 (d, 3H, J 6.7Hz), 1.00 (¢, 3H, J 6.7 Hz), 2.20 (m,
1H), 3.11 (d, 28, J 5 Hz), 2.62 (t, 1H, J 2.5 Hz), 3,65
(d, 3H, J 0,9 Hz), 3.70 (4, 3H, J 0.9 Hz), 4.26 (dd,
1H, J 5, J 8.5 Hz), 5.96 (a, 1H, J 3.1 Hz), 6.23 (dd,
14, J 1.8, J 3.1 Hz), 7.26 (dd, 1H, J 1.0, J 0.8 Hz).

11‘/‘- NS Nalnial! v. S
C BME (CDCLyyto

16.54, 19.07, 31.42, 33.03, 52.33, 52.41, 54.95, 60.48,
107.10, 110.24, 141.28, 152.27, 162.53, 164.10.

b) Metil (S)—2—amino—3-(Z-furil)propionatas

(2R,55)—2,5—Dihidro~3,6—dimetoksi—2—izopropil—S—furfu—

rilpirazino (2 g, 7.6 mmolj, 1 M HC1 (7.6 ml, 7.6 mmol)
ir dioksano (7.6 ml) midinys per nakti, maiSomas N
atmosferoje kampbario temperatidroje. Dioksanas paSalin-
tas sumazintame slégyje, © vandeniné fazé ekstrahuota
dietiic eteriu (20 ml). X vandenine faze 1iki pH 9
dedamas skystas amoniakas, po O ekstrahuota CHCl;
(3 x 30 ml), isd¥iovinta (MgSO,) 1ir tirpiklis pasa-
lintas sumazintane slegyje. Valino metilo esteris pa-
salintas 40-50°C temperattroje (0.05 mbar) distiliacija
i& kolbos i kolba. Visas neiddistiliuotas junginys

panaudotas be tolimesnio valymo.
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ISeiga: 1.00 g (86%).

'H BMR (CDC1,):8

1.5 (s, 2H), 2.92 (d4d, 1H, J 15, J 7,2 Hz), 3.04 (dd,
14, J 15, J 5 Hz), 3.68 (d, 34, J 0.5 Hz), 3.73 (dd,
1H, 3 7.2, J 5.1 Hz), 6.06 (dd, 1H, 3 0.7 , J 3.2 Hz),
6.24 (dd, 1H, J 2.9, J 2 Hz), 7.28 (dd, 1H, J 0.7, J
1.9 Hz).

YC BMR (CDC1,): 8

33.45, 52.00, 53.67, 107.44, 110.20, 141.83, 151.32,
174.97.

c) (S)-2-(9—F1uorenilmetiloksikarbonilamino)—3-(2—fu—
ril) -propiono rigstis

Metil (S)-2-amino-3- (2-furil)propionatas (1 g, 6.5 mmol)
sumaiSytas su 2M LiOH (3.27 ml, 6.5 mmol) ir dioksanu
(3.37 ml) 0°C temperatiroje ir per nakti maiSomas N,
atmosferoje. Kitg dieng reakcijos mi3inio PSC kontrolé
(CHC13/MeOH/NH; sk 1/1/0.1) esterio buvimo nerode 1 M
NaHCO3; (9.75 ml, 9.75 mmol) ir 9-fluorenilmetiloksi-
karbonilo chloridas (2.5 g, 9.75 mmol), iStirpinti di-
oksane (10 ml), prideti i auk3&iau minétg tirpala, ir
maiSymas tesiamas dar 1 valanda. Dioksanas sumaZintame
slégyje pa3alintas, o vandeninis tirpalas rugStinamas
10% KHSO, tirpalu iki pH 2. Tirpalas ekstrahuotas CHC1,
(3 x 20), isdZiovintas, isgarintas ir isgrynintas im-
pulsine chromatografija (heksanas/etilo acetatas/acto
rugstis 10/10/1).

ISeiga: 1.3 g (53%), balti kristalai.

'H BMR (CDC1,): 8



10

15

20

25

30

35

o | ! (- imi !

LT 3615 B
38

2.95 (dd, 1H, ¢ 9.9, J 15.2 Hz), 3.08 {dd, 1H, J 4,4, J
15.2 Hz), 2.6 (pls, 1H), 4.16-4.26 (m, 4H), 6.12 (d,
1H, J 2.9 Hz), €.33 (t, 1H, J 2.3 Hz), 7.29 (t, 2H, J
7.32 Hz), 7.39 (t, 2H, J 7.48 Hz), 7.49 (pls, 1H), 7.64
(ad, 2H, J 7.17, J 2.14 Hz), 7.85 (d, 2H, J 7.48 Hz).

3¢ BMR (CDCl;): 8
59.8, 46.98, 66.04, 107.45, 110.85, 120.48, 125.57,

125.63, 127.50, 12%8.07, 141.06, 142.21, 144.09, 151.84,
156.26, 160.35.

[

7 PAVYZDYS

(S)—2-Amino—3~(3,5—dimetil-4—izoksazolil)propiono

ragsStis

a) (ZR,SS)~2,5~Dihidro~3,G-dimetoksi—Z-izopropil—S—(3,5—

dimetil-4-izoksazolilmetil)pirazinas

1.55 M butillic¢io tirpalas (10 ml, 15.5 mmol) heksane
dvirkdtu suleistas 1 maisomg (2R)~2,5-dihidro-3, 6-di-
metoksi-2-izopropilpirazino (2.85 g, 15.5 mmol) tirpalg
THF (50 ml) -78°C temperatiroje. Tirpiklis sumaZintame
slégyje paSalintas, Ilikutis istirpintas etilo acetate
(50 ml) ir iSekstrahuotas rosfato buferiu (pH 7). Van-
deniné fazé du kartus ekstrahucta etilo acetatu (2 % 20 ml).
Organinis sluoksnis i&dZiovintas  (MgSO,), tirpiklis
iggarintas sumaZintame slégvje ir likutis iSgrynintas
impulsine chromatografija {dietilo eteris/heksanas 4/1,

silikagelis) .
Iseiga: 3 g (64%), bespalvis klampus skystis.

'H BMR (CDCl;):8
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0.60 (d, 3H, J 6.7 Hz), 0.97 (d, 3H, J 6.7 Hz), 2.17
(s, 3H), 2.26 (s, 3H), 2.73 (dd, 1H, J 5.9, J 14.6 Hz),
2.86 (dd, 1H, J 4.4, J 14.7 Hz), 3.59 (t, 1H, J 3.4
Hz), 3.63 (d, 3H, J 0.3 Hz), 3.68 (d, 3H, J 0.3 Hz),
4.11 (m, 1H).

YC BMR (CDC1,):5

10.21, 11.16, 16.41, 18.99, 26.99, 31.29, 52.26, 52.33,
55.93, 60.46, 109.82, 160.18, 162.33, 164.24, 166.34.

b) Metil (S)—2—amino—3-(3,5-dimeti1—4—izoksazolil)—pro-
pionatas

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

dimetil—4—izoksazolilmetil)pirazino (2 g, 6.8 mmol),
1.0 M HCl (13.6 ml, 13.6 mmol) ir dioksano (13.6 ml)
miSinys per nakti mai3omas kambario temperatiroje N,
atmosferoje. Dioksanas sumaZintame slégyje pa3alintas,
© vandeniné fazé ekstrahuota dietilo eteriu (20 ml). I
vandenine faze iki PH 9 dedamas skystas amoniakas,
ekstrahuojama CHCl, (3 x 30 ml), iSdZiovinama (MgS0,),
ir tirpiklis sumazintame slégyje pa3alintas. Valino me-
tilo esteris 40-50°C (0.05 mbar) pasSalintas distilia-
cija i85 kolbos i kolba. Visas nenudistiliuotas junginys

panaudotas be tolesnio valymo.

ISeiga: 1.3 g.

'H BMR (CDCl,): 8

1.52 (pls, 2H), 2.21 (s, 3H), 2.31 (s, 3H), 2.56 (dd,
1H, J 7.5, J 14.6 Hz), 2.74 (dd, 1H, J 6.2, J 14.6 Hz),

3.55 (t, 1H, J 6.7 Hz), 3.69 (s, 3H).

YC BMR (CDC1,): 8
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0.18, 11.06, 27.94, 52.06, 54.45, 109.45, 159.63,
166.31, 175.18.

c) (S)~2~(9wFluorani¢metileksikaxbonilamino—3—(3,5~di-

metil-4&-izoksazolil)propioro rligStis

Metil (S)~2-amino—3—(3,5—dimetil-4—izcksazolil)—propio—
natas (1,3 g, 6.6 mmol) sumaidytas su 2 M LiOH (3.3 ml,
6.6 mmol) ir dioksanu (3.3 1), 0°C temperatiroje mai-
Somas per nakti N atmosferoje. Kit ‘diena reakcijos
misinio PSC kontrole (CEC1,/MeOH/NH; sk 1/1/0.1) nerode
esteric buvimc. 1 M NaHCOj (10 ml, 10 mmocl) ir 9-fluo-
renilmetiloxsikarbonilo chloridas (2.6 g, 10 mmol), 18-
tirpinti diocksane (10 mi), pridéti prie avksCiau apra-
gyto tirpalo, ir maifymas tesiamas dar valandg. Diok-
sanas ©»a$alintas sumarintame slegyje, ©

tirpalas rag$tinamas 10% KHSO, tirzpaliu iki pH 2. Tir-
palas ekstranuvouas CHCL; (3 x 20 ml), i3dZziovintas
(MgSC,), i8garintas ir isgrynintas impulsine chromatc-
grafija (heksanas/etilc acetatas/acto rogdtis 10/10/1).

.

I8eiga:1i.6 g (59%), balti kristalai.
1 ~
H BMR (CDCl3):d

2.10 (s, 3H), 2.19 (s, 3H), 2.65 (dd, 1H, J 9.46, J
14.65 Hz), 2.76 {(dd, 1H, J 5.4, J 14.65 Hz), 2.5-4.
(m, 48), 7.24-7.40 (m, 4p), 1.63 (4, 2H, J 7.32 Hz),
7.82 (t, 2H, 7.63 Hz).

D

3¢ BMR (CDCl3):8

10.02, 10.90, 24.27,
120.44, 125.51, 127.46,
159.83, 166.51, 17

§=N
N
O

>

53.81, 66.73, 110.1¢,
, 141.06, 144.1Z2, 156.27,

j—t
N
<o
O
for
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Peptidy kietos fazés sintezé

Kietos fazés peptido sintezé buvo atliekama is esmés
pagal fluorenil, metoksikarbonilo (Fmoc)-poliamido sin-
tezes principus (Atherton and Sheppard, Solid phase
peptide synthesis: a practical approach, Oxford IRL
Press at Oxford University Press, 1989). Buvo pa-
naudotos prekyboje turimos sintetinés dervos; periodine
sinteze arba rankomis, arba naudojant pusiau automatini
prietaisg (Labortec Peptide Synthesizer 5P 650) jos
buvo polistireno su rug$ties labilaus (Wang, J. Amer.
Chem. Soc., 95, 1328-1333, 1973) arba rig3ties hiper-
labilaus rySio agentais (Merger et al., Tetrahedron
Letters 29, 4005-4008, 1988). Alternatyviai, peptidai
buvo sudaryti wvisiSkai automatidkai ant takiy dervy
(Atherton et. al., J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1151-2,
1981), panaudojant LKB Biolynx 4170 automatini peptidy

sintezatoriy. Buvo isigytos dervos, kurios turéjo
apsaugotg reikalinga C-galo Fmoc-aminorugsties liekana.
Grandinés pailginimas pasiektas ivairiai su 3oninés
grandines apsaugotais Fmoc-aminorig3ties pentafluo-
renilo esteriais KKisfaludy and Schoen, Synthesis, 325-
327, 1983), panaudojant aktyvacija su diciklohek-
silkarbodiimido (DDC)/l-hidroksibenzotriazolu (HOBt)
(Koenig and Geiger, Chem Ber., 103, 2034-2040, 1970)
arba panaudojant prijungimo reagentg PyBOP (Coste et
al., Tetrahedron Lett., 31, 205-208, 1990). Lizino

Soninés grandinés amino grupé buvo apsaugota su t-
butiloksikarbonilo funkcija, glutamino arba asparagino
rugSties Sonines grandinés karboksilo grupés Dbuvo

apsaugotos kaip t-butilo esteriai.

UZbaigus norimy seky kietos fazés surinkima, peptidai
atskirti nuo sintezés dervy, kartu vykstant 3oniniy
grandiniy deblokavimui, panaudojant trifluoracto rtgs-
ti, prie kurios buvo pridéti Jjai tinkami valantys
chemikalai (King et. al., Int. J. Peptide Protein Res.,




[ 3 L emy i

Lz
35, 255-2838; 1930). Po idgarinimoc, peptidai buvo at-
skirti, nusodinant dietilo eteriu ir iddzicvinti. Gry-
ninimas atliktas praparatyvine atvirk3cios fazés auksto

slégio skystine chromatografija.
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1 LENTELE

Bendros struktiros monomeriniy peptidy Pyr-Glu-Asp-Xaa-

Lys-OH analizés duomenys

Xaa® HPLC Metodas® Grynumas® FAB-MS
(Uzlaikymo (%) [ M+ H]
laikas, min)

Valinas 0-30-20 (17) 100 601.4
Norleucinas 0-30-20 (23) 99 615.4
Leucinas 0-30-20 (22) 98 615.4
Triptofanas 20-50-20 (14) 96 688.3
Tirozinas 0-30-20 (13) 98

Lizinas 0-30-20 (10) 100 630.4
Glutamino rugstis 0-30-20 (12) 99 631.6
Glutaminas 0-30-20 (12) 100 630.3
Histidinas 0-30-20 (13) 99 639.4
Prolinas 0-30-20 (15) 99 599.3
1-Naftilalaninas 30-90-20 (15) 99 699
Tien-2-ilalaninas 0-30-20 (20) 100 655.3
Piridin-2-ilalaninas 0-30~-20 (12) 95
Furan-2-ilalaninas

3,5-Dimetilizoksa-

zol-4-ilalaninas

Cikloheksilalaninas 10-40-20 (23) 98 655.4

Alilglicinas
O-Metilserinas
2-Amino-6-azidohek-
sano ragstis
2-Amino-4, 5-dihidroksi-
6-benziloksikarbonil-
amino heksano rag3tis

Visos aminortgétys yra L konfiglracijos, t.y. kaip

randamos gamtinése aminorutgStyse.



10

15

-20

25

[ ‘ I el

LT 3615 B
44

P Metodai yra i3reidkiami kailp mobilios fazés B fazéje A
gradientai per tam tikra laika, tokiu budu, pvz., 10~
40-20 nurodo gradientsg, prasidedanti 10 ir besibai-
gianti 40% B per 20 minudiy. Mobilios fazés: A) 0.1%
TFA B) 0.1% TFA 40-tyje % MeCN. Stulpelis: Vydac TP54,
c18, 0.46X25 cm, Sum dalelés, 100 A pora; srautas 1 mlL/min.

© Nurcdo HPLC chromatogramos piky integracija (A = 215 nm)
2 LENTELE

Aminoriigé&iy analizés duomenys peptidams

Peptidas su Xaa peptide Pyr-Glu-Asp-Xaa-Lys-CH

Yaa=Val Xaa=Leu Xaa=Nle Xaa=Ser Xaa=Trp

Randamas liekany skailius (teoriskai)

Val 0.81 (1)

Nle 0.94 (1)

Leu 0.97 (1)

Trp 0.51% (1)
Lys 0.77(1) 0.68(1) 0.89(1) 0.90(1) 1.00(1)
Glu 2.09(2) 2.01(2) 2.11(2) 2.11(2) 2.33(2)
Asp 1.00(1) 1.00(1) 1.00(1) 1.00(1) 0.68(1)

® Triptofanas rugdtines hidrolizes metu dalinai suardomas.

HOBt = Hidroksibenzotriazolas
Pfp =Pentafluorfenilas

Fmoc = 9-Fluotenilmetoksikarbonilas

Boc = t-Butoksikarbonilas
DCC = Dicikloheksilkarbodiimidas
Cin = (S)-2-Amino-5-fenil-4-(E)-penten-1-0 ragstis
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Buli = n-butillitis
THF = tetrahidrofuranas
DMF = dimetilformamidas

PGlu-Glu-Asp-[Cin]-Lys

Peptidas sintezuojamas, naudojant Labortec peptidy
sintezatoriy. I reakcijos kolba idedamas Fmoc-Lys (Boc) -
Sasrin polimeras (1.0 g, 0.6 mmol; Bachem A.G. pakei-
timas 0.6 mmol/fg). Prie polimero pridéta (S)-2-(9-fluo-
renilmetoksikarbonilamino)-5fenil-4- (E) -penten-1-o0 rugs-
ties (578 mg, 1.4 mmol), DCC (290 mg, 1.4 mmol) ir HOBt
(211 mg, 1.4 mmol) DMF'e ir reakcijai leista vykti
9 valandas. Tada polimeras nuplautas CH,CL, 30%
MeOH/CH,Cl, ir DMF (neigiamas Kaiser'io testas).

Likusi sintezés dalis atliekama pagal standartine me-
todika, panaudojant Fmoc-Asp (tBu)-Opfp (0.89 g, 1.5 mmol),
Fmoc-Glu (OtBu)-Cpfp (0.90 g, 1.5 mmol) ir pGlu-penta-
chlorfenilo esteri (0.57 g, 1.5 mmol). Kiekvienoje
sujungimo stadijoje , kuriai leidZiama vykti 1 valands,
pridedama HOBt (0.23 mg, 1.5 mmol). Sujungimo pabaiga
yra nustatoma Kaiser'io testu. Po sujungimo su Fmoc-
aminortgs$timi, polimeras nuplaunamas DMF, apsaugine
grupe atskeliama 20% piperidinu/DMF ir polimeras vel
nuplaunamas MeQOH/CH,Cl,, bei CH,Cl, ir i3dZ%iovinamas.
Peptidas yra atskeliamas nuo polimero TFA:CH,Cl, 1:1,
perfiltruojamas (0.45 pn) ir filtratas i&dZiovinamas
Saldant. Tolimesniam gryninimui nevalytas peptidas i3-
tirpinamas vandenyje ir nukreipiamas preparatyvinei
HPLC (auksto slégio skystine chromatografija Beckman'o
Ultrasferos ODS kolonéléje ir tirpalas A 0.1% TFA
vandenyje, B 0.1% TFA/MeCN:H,0 40:60. Grynas peptidas
(>95%) gaunamas po surinkty frakcijuy, kuriose yra

homogeniSko peptido, isdZiovinimo Saldant.
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TERADIMO APIBREZTIS

1. Peptidinio Jjunginio darinys, sudarytas 18 vien-
grandZio hemoreguliacinic peptido, kuric negalines ami-
norugéties Co atomas yra pakeistas grupe -A 1ir prie
minéto Co atomc néra natyvios -—5oninés grandinés, kur

; s AR
-A yra grupe CRR -Z,

kuricje kiekviecnas R nepriklausomal yra vandenilio
o po Yy A A A
atomas arba -R°, -0OR , -SSR, -NR" R" , -CONR R arba
. A _
-COCR™ grupe;

N L A _
R" yra vandenilio atomas arba R grupe;

oA - -y . . - . .
R yra alkilas, cikloalkilas, alkanoilas, hidroksi-

. B T D B F L.

Zz yra grupe -OR, -~NRR, -CR'R'R arba paxkeilstas arba
nepakeistas, aromatinis arpa nearomatinis, karbocikli-
nis arba heterociklinis ziedas, kitoks neli nepakeistas

fenilas;

kur kiekviena R" yra linijinés arba 3akotos grandineés,
prisotinta arba neprisotinta angliavandenilio grupe,
tokia kaip alkilo, aralkilo arba arile grupé, pasi-
rinktinai pakeista viena ar daugiau R® grupémis, kur R
yra tokia, kaip nurodyta auks¢iau, ir i kurig pasi-
rinktinai iterptas vienas arba daugiau -N-, -O- ar -5-

heteroatomy;

R® yra vandenilic atomas arba R® grupé;

D

. . F .
R yra vandenilio atomas arba R grupe;

E N . F . D
R® yra wvandenilio atomag arba R* rgupé, arba kartu su R

grupe sudaro >C=0 grupeg; ir
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RF yra grupé -R®, -0R®, -NR°R® arba -SR®, arba hi-

droksilo, karboksilo, aminokarbonilo ar alkoksi grupe,
arba metileno grupé, prijungta prie azoto atomo, su-
jungto su Ca atomu, arba kartu su R® sudaro alkilideno

s . . v A
grupe, arba yra vandenilio atomas, kur vienas i3 R,

R

, R® ir R® yra ne vandenilis.,
2. Peptidinis junginys pagal 1 punkta, b e s i s k i -
riantis tuo, kad -A yra -CH,-Z,

kurioje Z yra pakeistas arba nepakeistas, aromatinis
arba nearomatinis, karbociklinis arba heterociklinis
ziedas, kitoks nei nepakeistas fenilas.

3. Peptidinis junginys pagal 2 punktg, b e s i s k i -
r i a n t i s tuo, kad 2 yra benzilo, indolilo,
hidroksifenilo, imidazolilo, naftilo, tienilo, piridi-
nilo, furanilo, izoksazolilo, 3,5-dimetilizoksazolilo
arba cikloheksilo grupeé.

4. Peptidinis junginys pagal 1 punkta, b e s i s k i -
riantis tuo, kad -A yra grupé -CH,-2Z,

B (kur R® yra tokia, kaip nuro-
dyta 1 punkte) arba -CHR°RF;

kurioje Z yra grupé -OR

R® yra vandenilio atomas arba grupé -CH;;

RF yra alkilo grupeé, pasirinktinai pakeista hidroksilo,
amino ar azido grupémis; arba

® ir R kartu sudaro alkilidino grupe.

R
5. Peptidinis junginys pagal bet kuri i3 1-4 punkty,
besiskiriantis tuo, kad minétas vien-
grandis hemoreguliacinis peptidas yra apraSomas I for-
mule
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—— Nl e CH e GO e e NH e CH —
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R® reidkia
——NH caem CH = GO o
|
&7
£ . > .
R™ reisdkia
—NH — CH 10 3 10 10
—— COR aee NH e CH e COR —NH — CHs— COR
CH, > >
(i‘ 2 s arba ((I‘HZ')} arba
NH_, NH
|
//C*\
Va
N, NH,,
(kuriose

n ir m nepriklausomai reiskia 0 arba 1;
p, q ir r nepriklausomai reiskia 1 arba 2;

s reidkia 3 arba 4;
1. 2 L1 . s
R' ir R° abu yra vandenilio atomai arba kartu reiSkia

okso grupe;

3 . 4 Cq s . ey
R’ ir R° abu yra vandenilio atomai arba kartu reiSkia

anglis-anglis jungti;
R’ yra vandenilis arba acilo grupe;
kiekvienas R°® ir R’ nepriklausomai reiskia hidroksilo

grupe arba amino grupe, bet tinkamesnes yra hidroksilo

grupes;
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8 ey . . :
R™ reisSkia wvandenili, C, alkilo grupe, C,.,, aralkilo

)]

a
grupe, kuri gaii turetl vieng arba daugiau hidroksilo,

amino arba metoksi pakaitalu; arba metabcliskai labilig

r
S—-apsaugine grupe;

S

R” reiskia vandenili arba metilo grupe; ir

10 Dy . . . . .
R reidkia hidroksilo arba pakeiste amino grupe, amino-
rig3ties glutawinc liexang arba peptida, turinti N-ga-

lini glutemino fragments.
B ¥

6. Peptidiniai -dunginiai pagal 5 punktag, b e s i s k i-
. = i = s

riantys tvo, kad apragomi II fcormule

b . . £

R* - R” - R - NH - CH - CC - (R, - R 11,
{
i
A

kuricje -A yra tokia, kaip nurodyta bet kuriame 18 1-4

punkty ir R*, R°, R%, R' bei n yra tokie, kaip nurodyti
5 punkte.

7. Farmaciné kcmpeozicija, b e s 1 s k 1 r i a n t 1
tuo, kad ja sudaro peptidinis ijunginys pagal bet kurij

i§ 1-5 punkty ir farmacinis nefiklis arba uZpildas.

8. Peptidinis junginys pagal bet kuri 1§ 1-5 punktuy,
skirtas naudoti mielopoezes arba kauly cCiulpy rege-

neracijos inhibicijai.

9. Peptidinio junginio pagal bet kuri 18 1-5 punkty

gavimo blidas, b e s i s ki riantis tuwo, kad

a) bis-laktimo eteri metalina ir po to alkilina, gau-

dami bis-laktimo dipeptido eteri;
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b) vykdo a} stadijos bis-laktimo dipeptido eterio hid-
rolize, gaudami NH,-CH(A)-COOH formulés aminorigdti,
kur A yra kaip nurodyta bet kuriame i3 1-4 punktuy;

c) likusias aminortg$tis jveda i peptidine grandine; ir

d) vykdo bet kurios apsaugotos grupés deblokavimg.

10. AminortgSties darinys pagal formule

NH

HC — A

H 00(!:

kurioje -A yra tokia, kaip nurodyta bet kuriame i& 1-4

punkty.
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