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{54) Zpisob p¥ipravy L-pyroglutamyl-L-histidyl-3-alkylprolin-

amidevyeh derivati

1

Vyndlez se tyka zplsobu pkipravy L-py-
raglutamyl-L-histidyl-3-alkylprolinamido-
vich derivatii a therapeutickych smési ob-
sahujicich tyto sloufeniny.

Vyse uvedené piipravené slouleniny po-
dle vynélezu majl nésledujici obecny vzorec

(I):
CO~-NH-CH-CO- )
N\ R%‘
o g

e )

ve kterém znamené

R atom vodiku nebo methylovou skupinu,

R! je alkylova skupina obsahujici celkové
1 aZ 3 atomy uhlikuy,

R? je atom vodiku nebo methylovd skupi-
na,
R3 piedstavuje atom vodiku, alkylovou
skupinu obsahujici celkové 1 aZ 6 atom@ uh-
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Iiku nebo cykloalkylovou skupinu obsahuiji-
ci celkové 3 aZ 6 atomi uhliku, a

RY ie atom vodiku nebo methylova skupi-
na. .

Podstata zplisobu piripravy sloufenin o-
becného vzorce (I) podle uvedeného vyna-
lezu, ve kterém ma i substituenty R, R, R2,
R3 a R4 shora uvedeny v§znam, spolivd v
tom Ze se do adifni reakce uvede slouleni-
na obecného vzorce (II):

Iﬁ}-co ~NH-CH-CO-y
CH,

=
N
N—1

/ .
R (11)

ve kterém znamena

B atom vodiku nehbo benzyloxykerbonylo-
vou. skupinu,

R mé shora uvedeny vyznam, a

Y je hydroxyskupina nebo azidova skupi-
na, se sloufeninou obecného vzorce (IV]):
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(IvV)

ve kterém maji

Ri, R2, R3 a R jiZ shora uvedeny vyznam,
prifemZ v pripadé kdy je substituent B ben-
zyloxykarbonylovd skupina, nésleduje hyd-
rogenace.

Ve vyhodném provedeni postupu podle u-
vedeného vynalezu, ve kterém se pripravu-
ji  L-pyroglutamyl-L-histidyl-3-alkylprolina-
midové derivdty obecného vzorce (I), ve kte-
rém maji R, R, R? shora uvedeny vyznam,
a RS je atom vodiku, a R4 je atom vodiku, se
do aditni reakce uvadi slouenina cbecné-
ho vzorce (II), ve kterém maji R a Y jiz
vySe uvedeny vyznam, a B je atom vodiku,
se slouleninou obecného vzorce (IV), ve
kterém maji R! a R? shora uvedeny vyznam,
a R’ je atom vodiku a R?* je atom vodiku.

V dal8im vyhodném provedeni postupu po-
dle uvedeného vyndlezu, ve kterém se pfi-
pravuji L-pyroglutamyl-L-histidyl-3-alkylpro-
linamidové derivaty obecného vzorce (I), ve
kterém maji substituenty R, R!, R% R3 a R4
shora uvedeny vyznam, se postupuje tak, Ze
v pripad& kdy je substituentem Y hydroxy-
skupina, se adifni reakce provadi v pfitom-
nosti dicylohexylkarbodiimidu a hydroxy-
benzotriazolu.

VySe uvedené sloudeniny cbecného vzorce
(I) podle uvedeného vynalezu jsou odvo-
zeny od aminokyselin, L-pyroglutamové ky-
seliny a od L-h'stidinu, pFiCemZ u uvedenych
sloufenin obecného vzorce (I) jsou histidi-
nylovy zbytek a pyroglutamylovy zbytek v
L-konfiguraci.

Uvedeny vyndlez se rovnéZ tyka therapeu-
tickych smési, které obsahuji sloudeniny o-
becného vzorce (I}, pfipravené postupem
podle uvedengho vyndlezu, soufasné s far-
maceuticky prijatelnym nosiéem nebo Fefid-
lem.

Slouceniny obecného vzorce (I) podle u-
vedenédho vyndlezu projevuji farmakologic-
kou aktivitu u myS8i p¥i metod€ hypothermie,
pri screeningovém testu antidepresivniho -
¢inku, a je moZno pFedpokladat, Ze je moZ-
no téchto sloudenin rovnéZ pouZit pri 1édeni
deprese. U t&chto slouCenin podle uvedené-
ho vynédlezu, které po strdnce chemické né-
leZi k hormonu TRH, L-pyroglutamyl-L-his-
tidyl-L-prolinamidu, ktery je uvoliiovan hy-
pothalmickym thyrotropinem, je moZno pied-
poklddat, e budou projevovat podobny -
¢inek na zadni lalok hypofyzy.

PFi pouZiti bé&Znych metod dostatecns
zndmych v chemii peptidickych slouéenin
je moZno slouceniny obecného vzorce (I)
podle uvedeného vyndlezu pfFipravit adi¢ni
reakc! slouceniny obecného vzorce (II), u-
vedené vySe, ve kterém znamena

B atom vodiku benzyloxykarbonylovou
skupinu,

4

R je atom vodiku nebo methylova skupina,
a

Y je hydroxyskupina nebo azidovd se slou-
¢eninou obecného vzorce (IV), ve kterém
maji substituenty R, R2, R a R? jiZ shora u-
vedeny vyznam, a v pfipadé kdy je substi-
tuentem B benzyloxykarbonylovda skupina,
ndsleduje hydrogenace, pricemZ pii prvém
alternativnim provedeni se do adi¢ni reakce
uvede sloudenina obecného vzorce (Ila):

ANH-?H-COY’
CH,

R (1la)

ve kterém ma

R jiZ shora uvedeny vyznam,

A je atom vodiku a

Y! je chrdanici skupina, jako naptiklad
nizsi alkoxyskupina, kterd chsahuje 1 aZ 4
atomy uhliky, se sloufeninou obecnZho
vzorce (II1):

/—COX

O B (1
ve kicré znamend

X skupinu, kterd je schopnd tvofit pepti-
dické vazby, jako je naptiklad hydroxysku-
pina, substituovand fenoxyskupina (jako je
napiiklad p-nitrofenoxyskupina, tri- nebo
pentachlorfenoxyskupina) nebo  azidova
skupina, a

B ma4 jiZ shora uvedeny vyznam, za vzniku
dipeptidické skupiny, ve které se potom
skupina Y! prevede na skupinu Y, kterd je
schopna tvolit peptidické vazby, jako je na-
priklad hydroxyskupina nebo azidova skupi-
na, a potom se provede reakco se sloudeni-
nou obecného vzorce (IV), ve které maji
substituenty Rl, R2 R a R% jiZ shora uvede-
ny vyznam. V ndésledujici f4zi prob&hne od-
stranéni vSech chranicich skupin. Adiéni re-
akce probihd na karboxylové skuping, to
znamend v piipadé sloudeniny obecného
vzorce (Ila) kdy znamend substituent X
hydroxyskupinu nebo u dipeptidické sloude-
niny, ve které substituent Y znamend hydro-
xyskupinu, pFi¢emz se tato reakce provadi v
pritomnosti adiéniho &inidla jako je nap¥i-
klad N,N‘-dicyklohexylkarbodiimid, a ve vy-

.hodném provedeni postupu podle uvedené-

ho vynélezu v pfitomnosti racemizaéniho in-
hibitoru, jako je napriklad hydroxybenzo-
triazol. _

Podle druhého alternativniho provedent
postupu podle uvedeného vynélezu je moZno
s pouZitim b&Znych postupli dostatedné zna-
mych v chemii peptidickych sloudenin pfi-
pravit sloudeniny podle uvedeného vynéle-
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zu adidui reakcl sloucdeniny obecného vzor-
ce (Ila), ktery je uveden vy3e, a ve kterém
Zznamena

R substituent stejného vyznamu jako je
uvedeno vyse,

A je chréanici skupma dusiku, b&Zné zna-
ma a pouZivand v chemii peptldxckych slou-
¢enin (jako je napfiklad t-butoxykarbonyl
nebo benzyloxykarbonyl], a

Y! je skupina, ktera je schopnd tvofit
pptidické vazby, jako je napriklad hydroxy-
skupina, substituovana fenoxyskupina nebo
azidovd skupina, se slouCeninou obec-
ného vzorce (IV), ve kterém maji sub-
stituenty RY, R2, R3 R¢ jiZ shora uvedeny vy-
znam, za vzniku dipeptidické sloudeniny. V
dalsim postupu se odstrani chrénici skupina
na dusiku, a provede se adi¢ni reakce zis-

kané slouceniny, za pomoci:b&Znych metod
dostatedné zndmych v chemiii- peptidickych:

slouc¢enin, se slougeninou obécneho VZOorce

(111}, ktery je uv@den vyse, a ve kterém zna--

mend

X skupinu, kteLa je schopna tVOI‘lt px,ptl-
dicka vazhy, jako je naptiklad hydroxysku-
pna, substituovang- fenoxyskup na az1dova
skupina nieho chlor, a

B je vodik nebo chlémm skupma ]ako ]e
napiiklad benzyloxykarbonyl,
tom ndsleduje odstranéni vsech chrénicich
skupin. Aditni reakce, které probihaji na
volunych karboxylovych -skupindch, to zna-
menda v pripadech, kdy jsou substituenty X
nebo Y hydroxyskupiny, se provadg€ji v pii-
tomnaosti adiéniho ¢inidla, jako je napfiklad
N,N‘-dicyklohexylkarbodiimidu, a ve vyhod-
ndm provedeni postupu podle uvedeného vy-
nalezu se tyto reakce provadéji v pfitom-
nosti racemizac¢niho inhibitoru, jako je na-
priklad hydroxybenzotriazol.

Sloudeniny obecného vzorce (IV), ve kte-
rém majl substituenty R, R2, R® a R? shora
uvedeny vyznam, je moZno piipravit z odpo-
vidajicich prolind, které jsou substituovany
alkylovymi skupinami, pfiem# se chréani i-
minova funkéni skupina pomoci napfiklad
t-butoxykarbonylové skupiny nebo pomoci
benzyloxykarbonylové skupiny, potom nésle-
duje aktivovani karbonylové skupiny nékte-
rou z béznych metod, které jsou dostatecné
zndmy v chemii peptidickych sloucCenin (ja-
ko je naptiklad metoda se smiSenym anhyd-
ridem nebo metoda s aktivovanym esterem),
v dalim postupu se provede adi¢ni reakce
takto ziskané aktivované sloudeniny s amo-
niakem nebo s aminem v prostiedi vhodné-
ho rozpoustédla a nakonec se provede od-
stranéni chranfei skupiny na dusiku za po-
moci b&Znych metod, dostateéné zndmych v
chemii peptidickych sloucemn

Postup podle uvedeného vynalezu bude v
dal3dim ilustrovan praktickymi priklady pro-
vedeni, které rozsah vynalezu nijak neome-
zuji, pritemZ v téchto prikladech je teplota
uvadéna ve stupnich Celsiovych.

piidemZ po-

Priklad 1

L-Pyroglutamyl-L-histidyl-trans-
-3-methyl-L-prolinamid

(obecny vzorec I, ve kterém znamena
R vodik,
R! je trans-3-methyl, a
R2, R® a R jsou vodiky)

1) N-t-Butoxykarbonyl—tréns—3-me-
thyl-L-prolin.

Podle tohoto provedeni se prid4 triethyl-
amin (3,5 ml) a t-butyl-2,4,5-trichlorfenylkar-
bonéat (3,5 g) k roztoku trans-3-methyl-L-pro-
linu (1,25 g) v t-butanolu (12 ml) a vody

(8 ml). Takto pfipravena smés se zahfiva na

teplotu 60°C po dobu 2 hodin, potom se ten-
to roztok odpafli a ziskany zbytek se rozpus-
ti v roztoku 1 N hydrogenuhliitanu sodné-

o {50 ml} a potom se tento roztok promyje
etherem. V dalSim postupu se pridd- preby-
tek pevné kyseliny citronové, ziskany pro-
dukt. se extrahuje ethylesterem kyseliniy oc-
tové, spojenz extrakty se su3i siramem sod-
nym a odpabi, ¢imZ se ziskd surovy-Krysta-
licky produkt (1,8 g). Rekrystalizaci ze smeg-
si ethylesteru kyseliny octové a.lehkého ben-
zinu (Kkterd se provadi pri teploté poh,ybu]'i—
ci se v rozmezi 0d.40-do 60 °C).:se ziska poZa-
dovany produkt v mnoZstvi 1,33 g.- Teplota
tdani takto pripraveného produktu se pohybu-
je v rozmez{ od 146 do 150 °C,

[ie | p29—60,1 °C,
(¢, 1,0, chloroform).

1I) N-t-Butoxykarbonyl-trans-3-me-
thyl-L-prolinamid.

Podle tohoto provedenf se piidd N-methyl-
morfolin {6,0 ml) k roztoku N-t-butoxykar-
bonyl-trans-3-methyl-L-prolinu (1,1 g) v te-
trahydrofuranu (50 ml) pFi teploté —20 °C.
K tomuto roztoku se potom pFida cerstvé
oddestilovany izobutylchlorformiat (0,8 g},
pricemZ toto pridavani se provadi po kap-
kach, a takto plipraveny roztok se micha
10 minut pfi teploté —20 °C. K takto zpraco-
vanému roztoku se potom pridd koncentro-
vany roztok amoniaku (5 ml) a ziskany roz-
tok se potom michd po dobu 2 hodin, ddle se
odpa¥i, ¢imZ se ziska zbytek, ktery se vnese
do ethylesteru kyseliny octové (100 ml) a
takto pFipraveny roztok se promyje 10%
vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sod-
ného, potom solnym roztokem a nakonec se
sudi siranem sodnym. Odpaienim se ziskéa
surovy Kkrystalicky produkt (1,0 g). PoZado-
vany vysledny produkt se ziskd rekrystali-
zaci ze smési ethylesteru kyseliny octové a
lehkého benzinu, piitemZ tato rekrystaliza-
ce se provede pii teplot&é pohybujici se v
rozmezi od 40 do 60 °C.
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VytéZzek 0,91 g, teplota tdni 100 aZ 101°C,
[@]p?—79,7 °C,
(c, 1,0, chloroform).

I1T) Hydrochlorid trans-3-methyl-L-
-prolinamidu.

Podle tohoto provedeni se pFidd roztok
chlorovodiku v dioxanu (o KkKoncentraci 7,5
N, 5 ml) k roztoku N-t-butoxykarbonyl-trans-
-3-methyl-L-prolinamidu (0,65 g) v 10 ml di-
oxanu. Po 2 hodindch se krystalickd pevnd

hmota zfiltruje a potom se provede rekrys--

talizace ze smési ethanolu a etheru, priem#Z
se ziskd vysledny poZadovany produkt.

VytéZzek 0,47 g,

teplota tani 235 aZ 237 °C, -
[ ]n20—14,8°,

(¢, 1,0, voda).

IV) L-Pyroglutamyl-L-histidyl-trans-
-3-methyl-L-prolinamid

Podle tohoto provedeni se hydrochlorid
trans-3-methyl-L-prolinamidu. (5 ml), ptid4d
k roztoku L-pyroglutamyl-L-histidinazidu,
ktery se pfipravi z hydrazidu (0,9 g), v di-
methylformamidu (15 ml], pf#i teploté —20
stupiifi Celsia, a potom se k tomuto roztoku
pfida triethylamin (0,45 ml). Takto pfFipra-
vend smés se potom ponechd stat pri teplotd
ckoli po dobu 12 hodin, zfiltruje se, odpafi
se, pficemZ se ziska zbytek, ktery se v dal-
§fm postupu rozpusti v 1% roztoku pyridinu
ve vodé (10 ml), a potom se tento roztok ve-
de do kolony naplnéné sulfoethylovou prys-
kyFici Sephadex (coZ je kationtovymé&nna
pryskyfice obsahujici zesitény dextran-poly-
sacharidovy polymer se sulfoethylovymi
funkénimi skupinami), oznadeni C-25 v
mnozstvi 50 g pryskyfice ve vihké formé.
Priimér kolony byl 2 cm. Pryskyfice se nasy-
ti do rovnovaZného stavu 1% vodnym rozto-
kem pyridinu.

Tato kolona se potom v dal$im postupu e-
luuje gradientovou metodou za pomoci
5% vodného roztoku pyridinu, postupujici
pfes 1 litrovou kulovitou misici nddobu, na-
plnénou 1% vodnym roztokem pyridinu. Jed-
notlivé frakce, které obsahuji produkt (tyto
frakce se zjisti na zdkladé optické otadivos-
ti a chromatografie provadéné v tenké vrs-
tvé), se spoji, potom se provede odpafeni a
ziskany zbytek se trituruje etherem, ¢imZ se
ziskéd produkt (jako monohydrdt) ve formé
amorini psvné hmoty.

Vytézek 0,70 g,

[a]p? —46,7 %,

{c, 1,0, voda],

Ry 3B: 0,48,

teplota tani 145 aZ 148 °C,

Analyza: pro C17H2¢NeO4, H20

nalezeno:
52,5% C, 7,0% H, 21,3 % N,

vypodéteno:
51,8 % C, 6,7 % H, 21,3 % N.

Priklad 2

L-Pyroglutamyl-L-histidyl-trans-
-3-ethyl-dl-prolinamid.

I} Trans-3-ethyl-dl-prolin.

Podle tohoto provedeni se diethylbenzyl-
oxykarbonylaminomalonat (11,5 g, 38 mM)
rozpusti v suchém ethanolu (50 ml) a tato
smeés se potom piidd k roztoku sodiku {150
miligram@) v suchém ethanolu (10 ml). Po-
tom se p¥ida k této smési pent-2-enal (3,2 g,
38 mM) v ethanolu (10 ml), pfifemZ tento
piidavek se uskutedni za michani po kap-
kach, a potom se roztok micha po dobu dal-
51 1 hodiny. K takto pfipravenému roztoku
se potom pFidé roztok kyseliny octové (0,29
mililitri) v ethanolu (1 ml),a tento roztok
s2 potom podrobi hydrogenaci, kterd se pro-
vddi po dobu 2 hodin pii-atmosférickém
tlaku a pouZije se p¥i ni jako-katalyzdtoru
palddia na uhli v koncentraci 5 %. Vv dal-
8im postupu se odstran{ katalyzdtor filtraci
a filtrat se odpafri. Timto postupem se ziska
zbytek, ktery se rozpusti v chloroformu a
ziskany roztok se potom promyje solankou,
kterd obsahuje malé mnoZstvi hydrogenuhli-
Citanu sodného, potom se tento roztok susi
siranem sodnym a nakonec se odpafi. Timto
postupem se ziskd zbytek, ktery se oddesti-
luje pri tlaku 1,95 kPa, pFiem? se ziskd 4-
-ethyl-5,5-dikarboethoxy-2-pyrrolin, ve for-
mé bezbarvého oleje. '

VytéZek 5,65 g,

teplota tani 115 aZ 120°C (pfi 1,95 kPa),
[.R. spektrum:

1715, 1610 cm ™1,

Takto ziskany pyrrolin (4,68 g, 19,5 mM)
se piidd ke smé&si 1 M hydroxidu sodného
(80 ml) a ethanolu (80 ml), a ziskany roz-
tok se miché pri teplot& 50 °C po dobu 4 ho-
din. Takto zpracovany roztok se potom o-
chladi, pridd se k nému borohydrid sodny
(1,0 g), a nakonec se tento roztok miché pti
teploté 25 °C po dobu dalich 10 hodin. Tak-
to ziskany roztok se potom opatrn& okyseli
za pomoci zFed&ného roztoku kyseliny chlo-
rovodikové na hodnotu pH' 4, potom se ten-
to roztok zkoncentruje a vnese do kolony,
naplnéné pryskyrici Dowex 50Wx8 (coZ je
kationtovyménnd pryskyfice obsahujici ze-
sitovany dextranovy polysacharidovy poly-
mer s diethylaminoethylovymi funkénimi
skupinami, v H* form&, mnoZstvi 100 mili-
litrG). Eluovanim pomoci vodného roztoku
amoniaku o koncentraci 2 ‘M, se ziskd roz-
tok, ktery po odpafeni poskytne trans-3-
-ethyl-dl-prolin. L
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VytéZek 2,1 gramu,
teplota tani 208 aZ 209 °C,
Ry 38: 0,43.

Analyza na aminokyselinovém analyz4toru
Jeol 8AH (kolona 50 cm, pufr 0,2 N citrona-
nu sodného, hodnota pH 3,25, teplota 57 °C),
ukéazala jeden pik (elugni doba 117 minut).

(11} t-Butyloxykarbonyl-trans-3-
-ethyl-dl-prolin.

Tato sloudenina se piipravi z trans-3-ethyl-
-dl-prolinu (1,72 g), pFiemZ se pouZije
stejného postupu jako v piikladu 1 (I), a
ziskd se ve formé oleje.

VytéZzek 2,82 g,
Ry 3A: 0,92.

IIT) t-Butyloxykarbonyl-trant-3-ethyl-
-dl-prolinamid.

Tato sloufenina se pFipravi z t-butyloxy-
karbonyl-trans-3-ethyl-dl-propolinu (3,5 gJ,
zpiisobem, ktery je popsén v pirikladu 1 (II)
pFifemZ se ziskd po chromatografovdni na
kolon& napln&né silikagelem, t-butyloxykar-
bonyl-trans-3-ethyl-dl-prolinamid ve formé
bilgch krystalk(.

VytéZek: 3,1 g,
teplota téni 78 aZ 80 °C.

IV) trans-3-Ethyl-dl-prolinamid-
hydrochlorid.

Tato sloudenina se pfipravi z t-butyloxy-
karbonyl-trans-3-ethyl-dl-prolinamidu (3,0
gramil) stejnym postupem, ktery je uveden
v pFikladu 1 (III), pfidemZ se ziskd trans-2-
ethyl-dl-prolinamidhydrochlorid ve formé
bilych krystalkd.

VytéZek 1,5 g,

teplota tani 206 aZ 207 °C,
Ry 3A: 0,22,

RI: 3B: 0,72.

V) trans-3-Ethyl-dl-prolinamid.

Podle tohoto provedeni se hydrochlorid
trans-3-ethyl-dl-prolinamidu v mnoZstvi 0,5
gramu, rozpusti ve vodé a tento roztok se
potom vede kolonou naplnénou pryskyfrici
DEAE-Sephadex v OH~ form& (coZ je anion-
tovfmé&nnd pryskylice obsahujici zesit&ny
dextranovy polysachoridovy polymer s di-
ethylaminoethylovymi funkénimi skupina-
mi. V dalS$im postupu se oddéli frakce, kte-
réd obsahuje produkt (tyto frakce se ziisti
chromatografii provddénou v tenké vrstvd),
tyto frakce se spoji a odpaf¥i do sucha,- p¥i-
CemZ se ziskd hydrét trans-3-ethyl-dl-prolin-
amidu, ve formé bilé pevné hmoty.

10

VytéZek 0,45 g,

teplota tani 89,5 aZ 91 °C,
Ry 3A: 0,22,

Ry 3B: 0,72.

V1) L-Pyroglutamyl-L-histidyltrans-
-3-ethyl-dlprolinamid.

Podle tohoto provedeni se postupuje tak,
Ze se trans-3-ethyl-dl-prolinam:d (288 mg,
2 mM), benzyloxykarbouyl-L-pyroglutamyl-
-I-histidin (822 mg, 2 mM]) a hydroxybenzo-
triazol (550 mg, 4 mM) rozpusti v dimethyl-
formamidu (6 ml), ziskany roztok se ochla-
di na teplotu 0 °C, pfifemZ v dal$im postupu
se k této smési pridd dicyklohexylkarbodi-
imid (480 mg, 2,2 mM]) a ziskand smé&s se
potom michda 18 hodin. Takto zpracovand
smeés se potom zflitruje a filtrat se odpafi.
Ziskd se olejovitd hmota, ktera se rozpusti
ve smeési tetrahydrofuranu a vody (v pomé-
ru 1:1, v mnoZstvi 80 m!), dédle se p¥id4d pa-
ladium nanesené na uhli (v koncentraci
10 %, a v mnoZstvi 60 mg) a takto priprave-
ny roztok se potom podrobi hydrogenovéani
po dobu 4 hod. p¥i atmosférickém tlaku. Po-
uZity katalyzdtor se potom odstrani odfil-
trovanim a ziskany filtrdt se odpafi do su-
cha. Ziskand gumovitd hmota se potom roz-
dé&li mezi ethylester kyseliny octové v munoz-

- stvi 50 ml, a vodu v mnoZstvi 80 ml. Ziska-

na vodné féze se oddéli, odpaii se do sucha
a takto ziskany zbylek se rozpusti ve vod-
ném roztoku ktery obsahuje 1% kyseliny
octové a 0,05 % pyridinu. Tento roztok se
potom vede do kolony naplnéné pryskytici
S.P.-Sephadex C 25 v pyridinové formé& (coZ
je kationtovymeénnd pryskyf¥ice obsahujici ze-

sitény dextranovy polysacharidovy polymer

se sulfopropylovymi funk&nimi skupinami},
kterd se nejdfive nasyti do rovnovaZného
stavu pomocl vodného roztoku, obsahujiciho
1 % kyseliny octové a 0,05 % pyridinu. Ta-
to kolona se potom eluuje gradientovou me-
todou, pFiCemZ se pouZile vodného rozto-
ku, ktery obsahuje 1 % kyseliny octové a
1 procento pyridinu, Kktery postupuje
pfes  kulovitou misici néddobu, napl-
nénou vodnym roztokem, ktery obsahuje 1
procento kyseliny octové a 0,05 % pyridinu.
V dal8im postupu se oddéli frakce obsahu-
jici produkt (tyto frakce se zjisti chromato-
grafii, provddénou v tenké vrstvd), tyto
frakce se spoji a nakonec se provede odpa:-
Feni, priCemZ se ziskd L-pyroglutamyl-L-his-
tidyl-trans-3-ethyl-dl-prolinamid ve formé
bilé amorfni pevné hmoty.

Vytszek 205 g,

teplota tédni 156 aZ 160 °C,
Ry 3A: 0,27,

Ry 3B: 0,50.

Na aminokyselinovém analyzéru byly po
kyselé hydrolyze zjistény nésledujici. poms-
ry:
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histidin: 0,95,
g utamovd kyselina: 0,99,
3-ethylprolin: 1,06.

Priklad 3

L-Pyroglutamyl-L-histidyl-3,3-dimethyl-
-dl-prolinamid.

(I) 3,3-dimethyl-dl-prolin.

Podle tohoto provedeni se diethylbenzyl-
oxykarbonylaminomalonét (3,09 g, 10 mM)
rozpusti v suchém ethanolu (15 ml) a po-
tom se tato smés pfidd k roztoku ethoxidu
sodného (piipravenému ze 100 ml sodiku) v
ethanolu (6 ml) a takto pFipraveny roztok
se potom michd pfi teploté 25 °C po dobu
24 hodin. K tomuto roztoku se potom v dal-
8im postupu pfidé kyselina octovd (0,28 ml)
a roztok se podrobi hydrogenovdani, které
se provede po dobu 24 hodin, priCemZ se
jako katalyzatoru pouZije palddia nanese-
ného na uhli (v koncentraci 10 %, a mnoZ-
stvi 500 mg). Takto zpracovany roztok se
potom zfiltruje, odpaii se, pfiCemZ se ziskd
zbytek, ktery se porobi chromatografickému
déleni na koloné& naplnéné silikagelem, p¥i-
¢emZ se jako eluéniho ¢inidla pouZije smési
etheru a petroletheru (v poméru 1:1), a

praces se provede pfi teploté pohybujici -

se v rozmezi od 40 do 60 °C, pfitemZ vysled-
kem je 2,2-dikarboethoxy-3,3-dimethylpyrro-
lidin v mnoZstvi 0,9 g.

Takto plipraveny diester se potom za-
h¥ivd pod zp&tnym chladitem (850 mg])
v 5 M roztoku kyseliny chlorovodikové (10
mililitrd) po dobu 4 hodin, pfi¢emZ po od-
pafieni se ziskd praskovitd bild pevna hmo-
ta. Rekrystalizaci ze smési methanolu a e-
theru se ziskd hydrochlorid 3,3-dimethyl-dl-
-prolinu ve formé bilych krystalkil.

VytéZek 451 mg,
teplota tani 110 aZ 112 °C.

IT} t-Butyloxykarbonyl-3,3-dimethyl-
-dl-prolin.

Podle tohoto provedeni se vySe uvadena
sloufenina pfFipravi z hydrochloridu 3,3-di-
methyl-dl-prolinu (1,07 g) postupem stej-
nym, jako je uveden v piikladu 1 (1), pfi-
temZ vysledkem je t-butyloxykarbonyl-3,3-
-dimethyl-dl-prolin ve formé& bilé krystalic-
ké pevné hmoty.

VytéZek 1,45 g,
teplota tani 107 aZ 108,5°C.

III) t-Butyloxykarbonyl-3,3-dimethyl-
-dl-prolinamid.

Podle tohoto provedeni se vySe uvedena
sloucenina p¥ipravi z t-butyloxykarbonyl-3,3-
-dimethyl-dl-prolinu (v mnoZstvi 900 mg)
stejnym postupem jako je uveden v piikla-
du 1 (II), pFifemZ se ziskd t-butyloxy-kar-
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bonyl-3,3-dimethyl-dl-prolinamid ve formeé
bilé krystalické pevaé hmoty.

VytéZek 375 mg,
teplota tani 115 aZ 117 °C.

1V) Hydrochlorid 3,3-dimethyl-dl-
-prolinamidu. .

Podle tohoto provedeni se vy8e uvedena
sloudenina ziskd z t-butyloxykarbonyl-3,3-
-dimethyl-dl-prolinamidu (v mnoZstvi 300
miligramil) stejnym zpisobem jako je to u-
vedeno v pfikladu 1 (III), pFiCemZ vysled-
kem je hydrochlorid 3,3-dimethyl-dl-prolin-
amidu ve formé bilé krystalické pevhé hmo-
ty.

Vytézek 175 mg,
teplota tani 220 aZ 223 °C.

V) 3,3-Dimethyl-dl-prolinamid.

Podle tohoto provedeni se vySe uvedend
sloutenina p¥ipravi z 3,3-dimethyl-dl-prolin-
(v mnoZstvi 17 mg) stejnym postupem jako
je uveden v prikladu 2 V], pfi€emZ vysled-
néd sloutenina se ziskd ve formé bilé pevné
hmoty.

Vytszek 135 mg,
Ry 3A: 0,19,
Ry 3B: 0,70.

VI) L-pyroglutamyl-L-histidyl-S,3-
-dimethyl-dl-prolinamid.

Podle tohoto provedeni se vy$e uvedend
sloudenin pfipravi z 3,3-dimethyl-dl-prolin-
amidu (v mnoZstvi 100 mg) stejnym zpliso-
bem jako je uveden v prikladu 2 (VI), pfi-
temZ vysledny produkt se ziskd ve formé bi-
1ého prasku.

VytéZek 195 mg,
teplota tani 180 °C,
teplota m&knuti 135 °C,
Ry 3B: 0,65.

Na aminokyselinovém analyzéru byly po
kyselé hydrolyze ziskdny nésledujici pomé-
ry:

histidin: 1,02,

glutamov4 kyselina: 0,89,
3,3-dimethylprolin 1,02,
[a]p? + 5,9 %,

(c = 1, dimethylformamid).

Priklad 4

L-Pyroglutamyl-N"-methyl-L-histidyl-
-trans-3-methyl-L-prolinamid.

1)} Benzyloxykarbonyl-L-pyroglutamyl-
-N*-methyl-L-histidin.

Podle tohoto provedeni se N™-methyl-L-
-histidin v mnoZstvi 428 g a uhlifitan sod-
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ny v mnoZstvi 288 mg, rozpusti ve vod& v
mnoZstvi 5 mililitrh a hodnota pH hohoto
roztoku se upravi na 8,5. K tomuto roztoku
se potom pPidd N-hydroxysukcinimidester
kyseliny benzyloxykarbonyl-L-pyroglutamo-
vé v mneZstvi 933 mg, v dioxanu v mnoZstvi
5 ml, a takto ziskany roztok se potom mi-
ché po dobu 15 hodin pfi teploté 22 °C.
Takto ptripraveny roztok se odpafii, ¢imZ se
ziskd zbytek, ktery se podrobi chromato-
grafickému rozdélovdni v koloné naplnéné
silikagelem (kolona 15 x 330 mm), pFi¢emZ
se jako elu¢niho Cinidla pouZije smési iso-
propanolu, ethylesteru kyseliny octové a vo-
dy v poméru 3:1:1:1, a po odpareni odpovi-
dajici frakce se ziskd kone&ny produkt ve
formé bilé pevné hmoty.

VytéZek 615 mg,

teplota tani 192 aZ 195 °C,
Ry 3A: 0,21,

Ry 3B: 0,69,

[a]DZZ —"113 05 .

(c = 1, dimethylformamid).

(II) L-Pyroglutamyl-N"-methyl-L-histidyl-
-trans-3-methyl-L-prolinamid. :

Podle tohoto provedeni se vySe uvedena
sloudenina pfiipravi z benzyloxykarbonyl-L-
pyroglutamyl-N™-methyl-L-histidinu v mnoZ-
stvi 207 mg, a z trans-3-methyl-L-prolinami-
du v mnoZstvi 77 mg, stejnym zptsobem ja-
ko je uveden v pfikladu 2 (VI), pfiCemZ vy-
slednym produktem je bil4d hydroskopickd
pevnd latka.

VytéZek 90 mg,
teplota tani 135 aZ 140 °C,
R 3B: 0,60,

Analyza: pro CisHz3NsO4

nalezeno:
55,0 % C, 7,0 % H, 21,2 % N,

vypodéteno:
55,4 % C, 6,7 % H, 21,5 % N.

[e]n? —23,9°,
(¢ == 1, dimethylformamid]).

Priklad 5

L-Pyroglutamyl-L-histidyl-trans-3-
-methyl-L-prolincyklohexylamid.

I) t-Butyloxykarbonyl-trans-3-methyl-
-L-prolincyklohexylamid.

Podle tohoto provedeni se vySe uvedend
sloudenina pfipravi z t-butyloxykarbonyl-
-trans-3-methyl-L-prolinu” (1,15 g) a cyklo-
hexylaminu (2,85 m!) stejnym zplisobem ja-
ko je to uvedeno v p¥ikladu 1 (II), pFiemZ
vysledny produkt je ve formé& Dbilé pevné
hmoty. VytéZek 1,3 g,
teplota tani 130 aZ 134 °C,

Ry 1F: 0,53.
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I1) trans-3-Methyl-L-prolincyklochexyl-
amid.

Podle tohoto provedeni se vySe uvedend
sloudenina piipravi z t-butyloxykarbonyl-
trans-3-methyl-L-prolincyklohexylamidu
(900 mg) stejnym zplUsobem jako je uveden
v pFikladu 1 (III) a v pfikladu 1 (IV]), pii-
¢emZ vyslednym produktem je bild pevnd
hmota. ' :

VytéZzek 410 mg,
teplota tani 111 aZ 113 °C,
Rr 2A: 0,33.

I11) L-Pyroglutamyl-L-histidyl-trans-
-3-methyl-L-prolincyklohexylamid.

FPodle tohoto provedeni se vySe uvedend
sloudenina piipravi z benzyloxykarbonyl-L-
-pyroglutamyl-L-histidinu {565 mg) a z trans-
-3-methyl-L-prolincyklohexylamidu (300 mg)
stejnym zptsobem jako je to uvedeno v pii-
kladu 2 [VI), pFicemZ vysledny produkt se
ziska ve formé pevné bilé hmoty.

Vytézek 272 mg,

teplota tani 145 aZ 150 °C,
Ry 3A: 0,43,

R 3B: 0,78,

[2]p?2 — 14,9 %,

(c == 1, dimethylformamid)
R 4A: 0,50

Priklad 6

L-Pyroglutamyl-L-histidyl-trans-
-3-methyl-L-prolinhexylamid.

Podle tohoto pFikladu se vy§Se uvedend
slougenina pfipravi stejn¥m postupem jako
je uveden v piikladu 5, pficemZ vysledny
produkt je ve formé bilého prasku.

Ry 4A: 0,52,
Ry 3B: 0,82.

V postupech podle vyse uvedenych pii-
kladfi se chromatografie v tenké vrstvé pro-
vadi na platech Kiesegel GFzs54 (coZ je sili-
kagelovy materidl), pliemZ se pouZije na-
sledujicich rozpoustédlovych systémi:

1 E methanol, chloroform 1:4,

1 F methanol, chloroform 1:9,

2A chloroform, methanol, kyselina octové
18:2:1,

3A chloroform, methanol, kyselina octova,
voda 80:18:2:3,

3B chloroform, methanol, kyselina octovd,
voda 30:20:4:6,

4A n-butanol, ethylester kyseliny octove, Ky-

selina octovd, voda 1:1:1:1,

6C n-butanol, pyridin, kyselina octovéa, voda
30:20:6:12,

7C ethylester kyseliny octové, pyridin, kKyse-
lina octovd, voda 120:20:6:11.
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Bylo zjisténo, Ze sloufenina podle pfikla-
du 1, v pfipadg, Ze byla testovdna na mysich
po ukonceni testu reserpinem navozené hy-
pothermie, podle postupu B. M. Askewa, Life
Sci.,, 10, 725 (1963), projevuje vyznamny
[ P<0,05, Mann Whitneyav U test] ufinek
pfi kterém se vytvari teplo b&éhem 4 hodin
u plné reserpinovanych mysi.

Tato sloudenina je 3 aZ 4Kkrat ucinnéjsi
neZ TRH, v pfipadg, Ze byla podana v dav-
kach 1 aZ 30 mg/kg p. o.

Therapeutické smeési podle uvedeného vy-
nalezu mohou byt ve formé& vhodné pro orél-
ni podavéani nebo ve formé vhodné pro pa-
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renterdlni poddvéani. Tyto smé&si pro oralai
poddvani mohou mit formu kapsli, tablet,
granuli nebo kapalnych pfipravki, jako jsou
napfiklad elixiry, sirupy nebo suspenze.

Smési pro patenterdlni poddvani mohou
mit formu sterilnich pfipravkd pro injekce
jako jsou napfiklad roztoky ve vod& nebo
v solném roztoku.

Je vyhodné pouZivat uveden# smési ve for-
mé& jednotkové davky, nebot tato forma je
nejobvyklejsi. Pro orédlni poddvani obsahuje
jednotkova forma 1 miligram aZ 100 mili-
gramit slou¢eniny obecného vzorce I.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpflisob pripravy L-pyroglutamyl-L-his-
tidyl-3-alkylprolinamidovych derivdtli obec-
ného vzorce (1):

PCO—NH-CH-CO— f
N | R
\ "
0 ) R

&

CHa  CONRR
N —
R (1)

ve kterém znamena

R atom vodiku nebo methylovou skupi-
nu,

R! je alkylovd skupina obsahujici celko-
vé 1 aZ 3 atomy uhliky,

R? je atom vodiku nebo methylovd skupi-
ria, -

R3 predstavuje atom vodiku, alkylovou
skupinu obsahujici celkové 1 aZ 6 atomi
uhliku nebo cykloalkylovou skupinu obsahu-
jici celkové 3 aZ 6 atomd uhliku, a

R? je atom vodiku nebo methylova skupi-
na,
vyznadujici se tim, Ze se do adiéni reakce u-
vede sloucenina obecného vzorce (II):

CO—NH-C{H-CO-Y
N
\ CH,,
O B
“Z N
N__'_J
R/ (1)

Severografia, n.

ve kterém znamena

B atom vodiku nebo benzyloxykarbonylo-
vou skupinu, :

R ma vySe uvedeny vyznam a

Y je hydroxyskupina nebo azidovd sku-
pina,
se sloudeninou obecndho vzorce (IV):

(IV)

ve kterém maji

Rl, R2?, R3 a R4 jiZ shora uvedeny vy-
znam,
pfifemZ v pfipad® kdy je substituentem B
benzyloxykarbonylovd skupina, nésleduje
hydrogenace.

2. Zpusob podle bodu 1, pro pf¥ipravu L-
-pyroglutamyl-L-histidyl-3-alkylprolinamido-
vych derivati obecného vzorce (I), ve kte-
rém maji

R. Rt a R? shora uvedeny vyznam,

R3 je atom vodiku a

R% je atom vodiku,
vyznacujici se tim, Ze se do adi¢ni reakce
uvadi sloucdenina obecnéhg vzorce (II),
ve Kterém maii

R a Y jiZ vySe uvedeny vyzunan a

B je atom vodikuy,
se sloudeninou obecného vzorce (IV),
ve kterém maji

R! a R 2 shora uvedeny vyznam a

R3 je atom vodiku a

R% je atom vodiku.

3. Zpasob podle bodu 1 neho 2, vyznaduji-
ci se tim, Ze v pFipad&, kdy je substituen-
tem Y hydroxyskupina, potom se adi¢ni re-
akce provadi v pritomnosti dicyklohexylkar-
bodiimidu a hydroxybenzotriazolu.

p., z&vod 7, Most



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

