[ O

-

CESKOSLOVENSKA

SOCIALISTICKA

REPUBLIKA
(19)

ORAD PRO VYNALEZY

207570

(11) (B2)

POPIS VYNALEZU
K PATENTU

- . {51) Int. C1.3
C 07 C 103/52

(22) PrihlaSenc 03 03 76
(21) (PV 3695-76)

(32) (31) (33) Préavo prednostiod 04 06 75
(583947), od 08 07 75 [594159) a
od 08 07 75 (594158)
Spojené staty americké

(40) Zvefejnéno 15 09 80
(45) Vydéao 15 03 84

A OBJEVY

(72}
Autor vynélezu

ABRAHAM NEDUMPARAMBIL A., DOLLARD DES ORMEAUX, IMMER HANS

UELI, MOUNT ROYAL, NELSON VERNER ROBERT, KIRKLAND a SESTAN]
KAZIMIR, POINTE CLAIRE (Kanada)

(73)
Majitel patentu

AYERST, MCKENNA & HARRISON LIMITED, ST. LAURENT (Kanada)

(54) Zpiisob vyreby tetradekapeptidu

-

1

Vynédlez se tykd derivatil tetradekapep-
tidu somatostatinu. Presnéji se tykd zplso-
bu pripravy derivati somatostatinu a jejich
soli.

Néazev ,,somatostatin” byl navrZen pro
faktor nalezeny v hypothalamickych ex-
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traktech, ktery inhibuje sekreci ristového
hormonu (somatotropin). Struktura tchoto
faktoru byla stanovena v prici P. Brazeau
a j. Sciemnce 179, 77 (1973) .a bylo naleze-
no, Ze md ndsledujici strukturu tetradeka-
peptidu vzorce '

H—Ala—Gly—Cys—Lys—Asn—Phe—Phe —Trp—Lys—Thr—Phe—Thr—Ser—Cys—0OH
|

Zkratky zde pouZité pro rlzné amino-
kyseliny maji nésledujici vyznamy: Ala,
alanin; Asn, asparagin; Cys, cystein; Gly,
glycin; Lys, Lysin; Phe, fenylalanin; Ser,
serin; Thr, threonin a Trp, tryptofan.

Struktura tetradekapeptidu somatostati-
nu byla potvrzena syntézou, nap¥. viz D.
Sarantakis a W. A. McKinley, Bicchem.
Biophys. Res. Comm, 54 234 (1973), J. Ri-
ver a j., Compt. Rend. Ser. D, 276, 2737
(1973) a H. U. Immer aj., Helv. Chim. Acta,
57, 730 (1974).

DuleZity fyziologicky G€inek tohoto tetra-
dekapeptidu jej zarazuje mezi slouceniny
vhodné pro klinickou farmakologii p¥i lé-
tenl akromegalie a k pouZiti p¥i cukrovce,
viz. K. Lundbaek aj., Lancet, 2, 131 (1970)
a R. Guillemin v ,,Chemistry and Biology
of Peptides”, ]. Meinhofer, Ed., 3rd Ame-
rican Peptide Symposium Bosthon 1972, Ann
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Arbor Science Publications, Ann Arbor,
Mich., 1972.

Linedrni forma somatostatinu s dvéma
thiolovymi skupinami misto disulfidového
mistku byla pFipravena a je popsdna v
préci J. E. F. Rivier, J. Amer. Chem. Soc.,
96, 2986 (1974). Je popsédno, Ze linedrni
forma je stejné u&innd jako somatostatin,
afinnost byla stanovena pedle schopnosti
obou sloufenin inhibovat rychlost sekrece
ristového hormonu slizovymi buitkami krys
p8stovanych v jednovrstvé tkatiové kultu-
re.

Neddvno byl nalezen polypeptid jiny neZ
prirodni hormon a jeho linedrni forma mé
aktivitu obdobnou somatostatinu. D. Saran-
takis aj., Biochem. Biophys. Res. Comm., 55,
538 (1973) neddvno uvedli syntézu analogu
somatostatinu [Ala3!4] somatostatinu v pev-
né fazi. Tento analog mé velmi nizkou ak-
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tivitu, asi 0,01 % somatostatinu. P. Bra-
zeau aj., Biochem. Biophys. Res. Comm.,
60, 1202 (1974) nedavno uvedli syntézu ra-
dy acylovanych derivati des-[Alal-Gly?]
metodou v pevné fazi.

Vynédlez uvéadi
které maji ucinek vyS33i neZ pfirodni hor-
mon nebo stejného fadu a jejich ulinek je
vétsi neZ ufinek somatostatinu. Tyto de-
rivaty se pfipravuji snadne b&Znym zpiso-
bem, ktery mé ndsledujici vyhody: vycha-

derivaty somatostatmu

4

7zi ze snadno dostupnych materidli a ne-
pouZivaji se 3kodlivd reak¢ni Cinidla, pro-
bihd snadno a pouZivaji se snadno odStépi-
telné chrénici skupiny.

Ptfedchédzejici vyhody a viastnosti proka-
zuji, ¥e peptidy podle vyndlezu jsou pouZi-
telné p¥i cukrovce a pro léCeni akromega-
lie.

Vynédlez se tykd peptidd obecného vzor-
ce I,

SCHZCH[RHCO—Lys-—Asn—Phe—Phe —Trp—Lys—Thr—Phe—Thr—Ser —NHCH(R2)CH2S

kde

a) Rl je H—Gly—Gly—Ala—Gly—NH,
H—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—NH nebo

H—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—NH a R? je

H nebo COOH, nebo
by Rl je H nebo NHR3, kde R3 je acylovy
zbytek nerozvstvené nebo rozvétvené alifa-
tické karboxylové kysehny s 1 aZ 6 atomy
uhliku nebo benzoyl a R? je H, nebo

¢) R! je H—Ala—Gly—NH a R? je COOalk,
kde alk- je nerozvetveny nebo rozvétveny
alkylovy Fetézec s 1 aZ 14 atomy uhliku.

_Terapeuticky vhodné soli slouCenin vzor-

ce I jsou také zahrnuty v rozsahu vynaéle-
ZU.

Peptidy podle vyndlezu se pripravuji po-
stupem, ktery se vyznatuje tim, Ze se oxi-
duje linedrni peptid vzorce II,

—NHCH (R2)CHzS—Trt

(1)
Trt—SCH2CH(R4)CO—Lys(Boc)—Asn—
—Phe—Phe—Trp—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—
—Phe—Thr (Bu*)—Ser(But)—

(11)

" kde

a) R? je H nebo COOH a R? je
Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—NH,
Boc—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—NH nebo
Boc—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—NH, nebo

b) R? je H a R% je H nebo NHR3, kde R?

~maé vyznam uvedeny vyse, nebo

c) R? je COOAlk a Rt je Boc—Ala—Gly—
—NH, jodem nebo rhodanem =za vzniku
odpovida]‘iciho derivatu cyklického disulfi-
du vzorce III, v

SCH2CH(R%4)CO—Lys(Boc) —Asn—Phe-—Phe—Trp—Lys(Boc)—

Thr[Bu+ ]

kde

R? a RY maji vyznam uvedeny vy3e, a pak -

se odstépi zbylé chrénici skupiny reakci s
50 aZ 100% Kkyselinou trifluoroctovou nebo
roztokem mineralni kyseliny.

Linedrni peptidy vzorce II pouZivané ja-
ko- v§chozi sloucdeniny se snadno piipravi
postupem, ktery se vyznaCuje tim, Ze se
azidovou metodou nechd reagovat peptid
vzorce IV

Trt—SCH2(R4)CO—Lys(Boc ) —Asn—Phe—
—Phe—NHNH2? (IV)

s peptidem vzorce V,
H—Trp—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—
—Thr(Bu*)—Ser(But)—NHCH(R2)CH2S—
—Trt (V)
kde

R2 a R? maji vyznam uvedeny vyse, za
vzniku odpovidajiciho linedrniho peptidu

|
—Phe—Thr(Bu*)—Ser(Bu*)- ——NHCH[RZ]C,HZS

(111}

vzorce II, kde R? a RY maji vyznam uve-
deny vySe, nebo se azidovou metodou ne-
chéd reagovat pentapeptid vzorce VI

Trt—Cys(Trt)— Lys[Boc]——Asn—~Phe-
—Phe—NHNH2 - (V1)

s peptidem vzorce V, kde R? je H nebo
COOH, nacdeZ se odStépenim chréanici sku-
piny koncové aminoskupiny ziskd peptid
vzorce VIII

H—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—
—Trp—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—
—Thr(But)—Ser(Bu*)—NHCH(R?)CH2S—
—Trt (VIII)

kde
R? je H nebo COOH, a posledné jmeno-

vand sloufenina se necha azidovou meto-
dou reagovat s peptidem vzorce IX,

R5—Gly—Gly—Ala—Gly—NHNHz (IX)
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kde

RS je Boc, Boc—Gly nebo Boc—Lieu, za
vziniku odpovidajiciho linedrniho peptidu
vzorce II, kde R? je H nebo COOH a R? je
Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—NH,
Boc—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—NH nebo
Boc—Lleu—Gly—Gly—Ala—Gly—NH.

Obecné zkratky v popisu pouZivané pro
oznateni aminokyselin a chréanicich sku-
pin jsou zaloZeny na doporufenich IUPAC-
-IUB Commission on Biochemical Nomen-
clature, viz Biochemistry, 11, 1726—1732
(1972). Napiiklad Cys, Lys, Asn, Phe, Trp,
Thr a Ser znamenaji ,,zbytky” L-cysteinu,
L-lysinu, L-asparaginu, L-fenylalaninu, L-
-tryptofanu, L-threoninu a L-serinu.

Pod pojmem ,zbytky” se rozuméji zbytky
odvozené od odpovidajici L-aminokyseliny
eliminaci OH dasti karboxylové skupiny a
H c¢asti aminoskupiny. VeSkeré aminokyse-
liny maji pfirodai L-konfiguraci.

Rada postupli a zptsobl piipravy pepti-
dil je dobfe znama. Napiiklad funkcni sku-
piny, které se netykaji tvorby peptidickeé
vazby, se s vyhodou chrani kondensaCni
reakci. Napiiklad chrédnici skupiny vhod-
né pro chranéni aminické funk&ni skupi-
ny peptidu nebo aminokyseliny, které se
nezucCastni tvorby peptidické vazby, jsou:
alkoxykarbonyly, které zahrnuji benzyloxy-
karbonyl (symbolisovany jako Z), terc.bu-
toxykarbonyl (symbolisovany Boc), «o,a-di-
methyl-3,5-dimethoxybenzyloxykarbonyl
(symbolisovany Ddz}, 2-(p-bifenylisopro-
pyloxykarbonyl (symbolisovany Bpoc), p-
-chlorbenzyloxykarbonyl, p-methoxyben-
zyloxykarbonyl, isopropyloxykarbonyl nebo
ethoxykarbonyl; acylové chrénici skupiny
" zahrnuji formyl, trifluoracetyl, ftalyl, ace-
tyl (Ac), nebo toluensulfonyl, chranici sku-
piny alkylového typu, které zahrnuji tri-
fenylmethyl nebo trityl (symboliscvany Trt)
nebo benzyl. Vyhodnymi chréanicimi skupi-
nami v postupu podle vynédlezu jsou ben-
zyloxykarbonyl, terc.butoxykarbonyl, trife-
nylmethyl a a,a-dimethyl-3,5-dimethoxyben-
zyloxykarbonyl. Chrénici skupiny pro hyd-
roxylserinu a tyrosinu jsou acetyl, tosyl,
benzoyl, terc.butyl (symbelisovany Bu*),
trityl a benzyl, vfhodnd chranici skupina
je terc.butyl. Chrénici skupiny na sife cys-
teinu nebo modifikovaném cysteinu jsou
napiiklad benzyl, trifenylmethyl nebo tri-
tyl (symbolisovany Trt}, benzyloxykarbo-
nyl nebo acetamidomethyl (symbolisovany
Acm), vyhodnou chrénici skupinou jsou:
trityl nebo acetamidomethyl. Karboxylova
funk&ni skupina peptidu nebo aminokyse-
liny mZe byt chrénéna jano niZsi alkyl-
ester nebo niZsi arylalkylester vCetn& me-
thylesteru (symbolisovanéhc OMe]), ethyl-
esteru (symbolisovaného OEtj, benzyleste-
ru (symbolisovaného OBzl) a také jako
substituovany hydrazid, ktery zahrinuje
terc.butoxykarbonylhydrazid {NHNH Boc],

]

benzyloxykarbonylhydrazid {NHNHZ) nebo
a,c-dimethyl-3,5-dimethoxybenzyloxykar-
bonylhydrazid {(NHNHDdz].

Pro usnadnéni kondensace peptidické
karboxylové skupiny s volnou aminosku-
pinou jiného peptidu za vzniku nové pep-
tidické vazby musi byt koncovd karboxy-
iovd skupina aktivovdna. Popis téchto sku-
pin aktivujicich karboxylovou skupinu je
moZno najit v obecnych ufebnicich chemie
peptidi, jako je napfiklad K. D. Kopple,
,, Peptides and Amino Acids”, W. A. Benja-
min, Inc.,, New York. 1986, str. 45—51 a
E. Schréder a K. Liibke, ,/The Peptides”,
vol. I, Academic Press, New York, 1865, str.
77—128. Priklady aktivovanych forem kon-
covych karboxylovych skupin jsou: chlo-
ridy kyselin, anhydridy kyselin, azidy Kky-
selin, aktivované estery nebo c-acyimolc-
viny dialkylkarbodiimidu. Naéasledujici ak-
tivované estery jsou zeiména vhodné pti
postupu podle vyndlezu: 2,4,5-trichlorfenyl

"(OTcp), pentachlerfenyl(OPcp), p-nitrofe-

nyl (ONpj}, nebo 1-benzoiriazolyl, rovnéZ
vhodnd pro tuto aktivaci je sukcinimidosku-
pina.

Vyraz ,azidovd metoda”, jak je v tomto
popisu pouZit, se tyka spojeni dvou pepti-
dickych fragmenttl, které se vyznaCuje tim,
7e se hydrazid peptidu necha reagovat s
¢inidlem, které in situ poskytuje kyselinu
dusitou. Vhodnymi ¢&inidly pro tyto tuclely
jsou organické nitrity, napriklad terc.butyl-
nitrit, iscamylnitrit, nebo dusitany alkalic-
kych kovlt (nap¥. dusitan sodny, dusitan
draselny) v pPfitomnosti silné kyseliny, jako
je kyselina chlorovodikovd, sirova nebo fos-
fore€nd. Takto ziskany odpovidajici azid
peptidu se pak nebchd reagovat s petidem
s volnou aminoskupinou a ziskd se poZado-
vany peptid. Vyhodné podminky pro azido-
vou metodu zahrnuji reakci hydrazidu pep-
tidu s kyselinou dusitcu vyvijenou in situ
z organického dusitanu v pritomnosti sil-
né kyseliny, s vyhodou kyseliny chlorovo-
dikové (pH bé&Zné cd 0,1 do 2} v bezvodém
inertnim organickém rozpoustédle, napii-
klad dimethylformamidu, dimethylsulfoxi-
du, ethylacetdtu, methylenchloridu, tetra-
hydrfuranu, dioxanu apod., pri teploté od
—30 °C do 20 °C, s vyhodou kolem —15 °C
po dobu 10 aZ 30 minut, a ziska se tak od-
povidajici azid. Azid peptidu se miiZe iso-
lovat a krystalovat a s vyhodou se pone-
chéava v reakéni smési. Pak se azid ve vySe
uvedené reak¢éni smési nechd reagovat s
peptidovou jednotkou s volnou aminosku-
pinou pii teploté od — 30 °C do 20 °C po
dobu jedné aZ dvou hodin a pak pri 0az 30
stupnich Celsia po dobu 10 aZz 30 hodin.
Akceptor kyseliny, s vyhodou organické ba-
ze, naptiklad N-ethyldiisopropylamin, N-e-
thylmorfolin nebo triethylamin, se priddva
do reakCni smési tak, aby reakCni prostie-
di bylo mirné alkalické, s vyhodou pH 7,0
az 7,5. Viz také vyse uvedeué ulebnice Kop-
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pleho nebo Schrédera a Liibkeho, kde jsou

uvedeny dal3i tdaje o této metod8.

Vyrazy ,peptid, tripeptid, hexapeptid”
apod., jak jsou uvedeny zde, nejsou ome-
zeny na odpovidajici zdkladni peptidy, ale
rozumi se tim také modifikované peptidy s
obménénymi nebo chranénymi skupinami.
Vyraz ,peptidy”, jak je zde pouZit, se tykd
peptidt s dvéma aZ sedmnécti zbytky ami-
nokyselin. Zbytek ,,SCH2CH(R!)CO”, jak je
zde pouZit, se tykd modifikovaného cystei-
nového zbytku, kde R! je H, nebo zbytku
cysteinu, jestliZe R! je NHRS, kde R® md
vyznam uvedeny vySe H—Gly—Gly—Ala—
—Gly—NH, H—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—
—NH, H—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—NH
nebo H—Ala—Gly—NH. Kromé& toho zby-
tek ,NHCH(RZ)CH2S”, jak je zde pouZit,
znamend zbytek cysteinu, jestlize RZ je
COOH nebo COQOalk, nebo modifikovany
zbytek cysteinu, jestlize R? je H.

Zkratka Me znamend methylskupinu a
NHNH: znamend hydrazidovou skupinu.

Vyraz ,,NiZ8i alkyl”, jak je zde pouiZit,
zahrnuje uhlovodikové zbytky s jednim aZ
tfemi atomy uhliku v&etné methylu, ethylu
a propylu. Symbol ,alk” znamend alkylo-
vou skupinu s nerozvétvenym nebo roz-
vétvenym fFetézcem s 1 aZ 14 atomy uhli-
ku.

Vyraz ,,acyl”, jak je zde poufZit, zahrnuje
niZ31 alifatické acyly s 1 aZ 6 atomy uhli-
ku, a to acyly s nerozvétvenym nebo roz-
vétvenym Fetézcem, jake je formyl, acetyl,
propionyl, butyryl, isobutyryl, pivaloyl, n-
hexanoyl apod.

Vyraz ,,alifaticky acyl s 1 aZ 6 atomy
uhliku” zahrnuje acylové skupiny s neroz-
vétvenym nebo rozvétvenym Fetdzcem, ja-
ko je formyl, acetyl, propionyl, butyryl, iso-
butyryl, pivaloyl, n-hexanoyl apod.

Vyraz ,minerdlni kyselina”, jak je zde
pouZit, zahrnuje silné anorganické Kkyseli-
ny, a to kyselinu chlorovodikovaou, bromo-
vodikovou, sirovou nebo fosforefnou. Jest-
liZze se tento termin pouZivd ve spojeni s
bezvodym systémem, je vyhodnou Kkyseli-
nou bezvody chlorovodik.

Vyraz ,slab& kyselé podminky”, jak je
zde pouZit, zejména podminky, pfi kterych
se jako reak&ni prostfedi pouZivd zfedény
vodny roztok organické kyseliny, napfi-
klad 30—80% vodné kyseliny mraventi, oc-
tové nebo propionové, s vyhodou 70 aZ
80% smds.

Vyraz ,mirné kyselé podminky”, jak je
zde pouZit, znamend podminky, pfi kterych
se koncentrované organické kyseliny nebo
roztoky minerdlnich kyselin pouZivajl ja-
ko hlavni sloZka reakéniho prostfedi pii
teploté asi od —30 .do 30 °C. Priklady vy-
hodnych podminek v tomto pfFipadé jsou
50 aZ 1009% Kkyselina trifluoroctova pfi tep-
loté od 0 do 30 °C nebo 0,1 aZ 12 N kyse-
lina chlorovodikovd ve vodném roztoku ne-
bo v roztoku v organickém rozpousiédle ne-
ba chloroviodik v roztoku v bezvodém or-

8

ganickém rozpouStédle p¥i —20 aZ 10 °C.

Vyraz ,organicky nitrit” se pouZivd pro
obchodé dostupné nitrity, napfiklad terc.-
butylnitrit, iscamylnitrit apod.

Vyraz ,jorganickd baze”, jak je zde pou-
#it, zahrnuje triethylamin, N-ethylmorfolin,
N-ethyldiisopropylamin apod.

Vyraz ,silnd béze”, jak je zde pouZit,
znamend jak organické béaze popsané vyse,
tak silné anorganické béaze v&etné& hydro-
xidi a uhlifitand sodiku a drasliku.

Peptidy podle vyndlezu se ziskaji ve for-
mé volné bédze nebo jako slil s kyselinou
bud pfimo v postupu podle. vynalezu, ne-
bo reakci peptidu s jednim nebo vice ekvi-
valenty prisludné kyseliny. PFiklady vyhod-
nych soli jsou ty s farmaceuticky vhodny-
mi Kkyselinami, jako jsou napfiklad kyseli-
na octova, mlécnd, jantarova, benzoovi, sa-
licylov4d, methansulfonovd nebo toluensul-
fonova, jakoZ i polymerni kyseliny, jako je
tanin nebo karboxymethylceluldéza a soli
anorganickych Xkyselin, jako jsou haloge-
novodikové Kkyseliny, napfiklad kyselina
chlorovodikovd, nebo kyselina sirovd, nebo
kyselina fosforetnd. Je t¥eba uvést, Ze pep-
tidy maji dva bazické dusikové atomy a
poskytuji soli s jednim aZ dvéma ekviva-
lenty kyseliny. V p¥ipadé potfeby se urdi-
td sl s kyselinou prevddi na jinou sl s
kyselinou, napfiklad sfil s netoxickou far-
maceuticky vhodnou kyselinou . plisobenim
prisludné iontomeéniCové pryskyfice zpiiso-
bem popsanym R. A. Biossonasem aj. Helv.
Chim. Acta 43, 1349 (1960). Vhodnymi ion-
toménicovymi pryskyficemi jsou iontcmeé-
nite na béazi celulézy, napfiklad karboxy-
methylceluldza nebo chemicky modifikova-
ny sitovany dextranovy katex, napriklad ty-
pu Sefadexu C a silné bazickd iontoméni-
tova pryskyfice, napiiklad jaké jsou uve-
deny v ]. P. Greenstein a M. Winitz ,,Che-
mistry of the Amino Acids”, John Wiley and
Sons, Inc., New York and London, 1961,
Vol. 2, str. 14586. ' :

Somatostatinové analogy vzorcl I posky-
tuji komplexni soli s ionty téZkych kovi.
Prikladem farmaceuticky - vhodnych kom-
plexf{i téZkych kovi je komplex tvofeny zin-
kem nebo protaminem zinku.

Peptidy pfipravované postupem poedle vy-
nélezu, jakoZ i jejich odpovidajici farma-
ceuticky vhodné soli jsou pouZitelné vzhle-
dem k své farmakologické aktivit&, analo-
gické piirodnimu tetradekapeptidu soma-

tostatinu. Jejich aktivita byla prokézédna

farmakologickymi testy, jako jsou modifi-
kace [A. V. Schally aj., Biochem. Biophys.
Res. Commun., 52, 1314 (1973}; J. Rivier aj.,
C. R. Acad. Sci. Paris, Ser. D, 276, 2737
(1973)] in vitro metody podle M. Saffran a
A. V. Schally, Can. ]. Biochem. Physiol., 33
405 (1955). -

Utinek peptidd vzorce I podle vyndlezu
byl prokédzdn také in vivo miodifikaci pen-
tobarbitalem indukovaného zvySeni hladi-
ny rlistového hormonu v plasmé& u krys, jak
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je popsdno v préaci Brazeaua aj. vySe. Pri
tomto testu peptidy podle vyndlezu vyka-
zuji dlinek, ktery je vétsi nebo stejného
Fadu, jako je uCinek somatostatinu. ¢

Peptidy podle vyndlezu jsou pouZitelné
pro lé¢eni akromegalie a pfFibuznych hy-
persekreCnich endokrinnich stavi a pii dia-
betes u savcl viz P. Brazeau aj., citace vy-
Se. JestliZe se peptidy nebo jejich soli po-
uZiji pro toto léCeni, aplikuji se systemic-
ky, s vyhodou parenterdlné v kombinaci s
farmaceuticky vhodnymi kapalnymi nosiCi.
Peptidy vzorce I majl nizkou toxicitu. Po-
mér peptidu nebo jeho soli se stanovuje po-
dle rozpustnosti v uvedeném nosici, podle
uvedeného nosice nebo podle zplsobu apli-
kace. JestliZe se peptid nebo jeho sl pou-
Zije ve sterilnim vodném roztoku, miZe ten-
to roztok také obsahovat jiné rozpuSténé
latky, jako jsou pufry nebo kenzervatni
latky, jakoZ i dostatetnd mnoZstvi farma-
ceuticky vhodnych soli nebo glukoézy, aby
byl roztok isotonicky. Davky zdvisi na for-
mé aplikace a zejména na druhu, ktery se
ma 1éc¢it, a s vyhodou se pohybuji mezi 1
ug az 300 ug na kg télesné hmotnosti.
AvSak ddvka v rozmezi asi od 1 ug asi do
50 ug na kg télesné hmotnosti se s vyho-
dou pouZivd pro dosaZeni udinnych vysled-
k.

Peptidy nebo soli se mohou aplikovat v
jedné dlouhodobé& pisobici pomalu se uvol-
tujici depotni ddvkové formé& popsané ni-
Ze, s vyhodou ve formé intramuskuldarni
injekce nebo implantatu. Tyto ddvkové for-
my jsou upraveny tak, Ze uvoliuji asi od
1 ug asi do 50 ug na kg télesné hmotnosti
za den.

Casto se poZaduje aplikovat €inidlo kon-
tinudiné delsi dobu v dlouhodobé, pomalu
se uvoliluji nebo depotni davkové formé.
Tyto davkové formy mohou obsahovat bud
farmaceuticky vhodnou siil, nebo peptid s
nizkou rozpustnosti v télesnych kapalinéach,
napiiklad jednu ze soli popsanych niZe, ne-
bo peptid ve formé& ve vod€ rozpustné soli
spolu s ochrannym nosiCem, ktery brani
rychlému uvolilovani. V posledné uvedeném
pripadé se peptid miZe napiiklad upravit
s neantigenni C4stené& hydrolysovanou Ze-
latinou ve formé& viskosni kapaliny nebo se
miiZe absorbovat na farmaceuticky vhodny
pevny nosiC, napriklad hydroxid zinecnaty,
a miiZe se aplikovat v suspenzi ve farma-
ceuticky vhodném nosi¢i, nebo se miZe
upravit na gely nebo suspenze s cchrannym
neantigennim hydrokolcidem, napiiklad se
sodnou soli karboxymethylceluldzy, polyvi-
nylpyrrolidonem, algindtem sodnym, Zela-
tinou, polygalakturonovymi Kkyselinami, na-
priklad pektinem, ur€itymi mukopolysa-
charidy, spolu s vodnymi nebo nevodnymi
farmaceuticky vhednymi kapalnymi nosici,
konservaCnimi latkami nebo povrchové ak-
tivnimi dinidly. Piiklady téchto preparati
je moZno nalézt v standardnich farmaceu-
tickych ulebnicich, napifiklad v Reming-
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ton ’'s Pharmaceutical Sciences 14th Ed., Mack
Publishing Co., Easton; Pennsylvania, 1970,

Dlouhodobé pomalu se uvoliiujici pre-
paréaty peptidu pfipraveného podle vyndle-
zu se mohou také pfipravit mikroenkapsu-
laci ve farmaceuticky vhodnych povlacich,
napriklad v Zelating, polyvinylalkoholu ne-
bo ethylceluléze. Dalsi priklady materigli
pro povlaky a postupy pro mikroenkapsu-
laci jsou popsdny v ]. A. Herbig ,Encyclo-
pedia of Chemical Technology”, Vol. 13, 2nd
Ed., Wiley, New York 1967, str 436—456.
Tyto preparaty, jakoZ i suspense nebo soli
peptidu, které jsou pouze omezend roz-
pustné v télesnych kapalindch, napiiklad
soli pamicové Kyseliny nebo taninu, se u-
pravuji tak, Ze uvolfiuji asi 1,0 mcg aZ asi
100 mcg aktivni sloueniny na kg télesné
hmotnosti za den a s vyhodou se aplikuji
intramuskuldrni injekci. Alternativnhé se
intramuskuldrni injekci. Alternativné se né-
které pevné davkové formy uvedené vy3e,
napiiklad urdité ve vod8 omezens& rozpustné
soli nebo disperse nebo adsorbé&ty na pev-
nych nosi¢ich nebo soli peptidu, nap¥iklad
disperse v neutrdinim hydrogelu polymeru e-
thylenglykiolmethakryldtu nebo c¢bdobnych
sifovanych monomerech, jak jsou posdny v
US patentu €. 3551556, mohou také upra-
vit na formu pilulek, které uvoliluji stej-
né mnoZstvi, jak bylo uvedeno vySe, a mo-
hou se implantovat podkoZné nebo intra-
muskuldrné.

Postup podle vyndlezu je bliZe objasnén
v ndsledujicim popisu, ve kterém je popsé-
na piiprava urcitych peptidé vzorce I

a) Sloudeniny vzorce I, kde R! = H—
—Gly—Gly—Ala—Gly—NH, H—Gly—Gly—
—Gly—Ala—Gly—NH— nebo H—Leu—
—Gly—Gly—Ala—Gly—NH— a RZ? je H ne-
bo COOH

Chranény niZsi alkylester alanyl-glycinu,
s vyhodou Boc—Ala—Gly—OMe [popsany
H. U. Immer aj., Helv. Chim. Acta., 57 730
{1974)], se rogpusti v trifluoroctové kyse-
liné a roztok se udrZuje asi jednu hodinu
na teploté 0 aZ 10 °C a po odpafeni trifluor-
octové kyseliny se ziskd H—Ala—Gly—OMe
ve formé soli s trifluoroctovou kyselinou,
kterd se muiZe popiipadé prevést a pouZit
ve formé volné béaze. ‘

Ostatni Stépici Cinidla pro odStépeni Boc
chranici skupiny jsou bromiovodik v kyse-
ling octové, alkoholicky roztok chlorovodi-
ku apod. Posledné jmenovand slu€enina se
rozpusti v inertnim organickém rozpoustéd-
le, s vyhodou dimethylformamidu, a ziska-
ny roztok se ochladi na asi 0 aZ 10 °C. Pfe-
bytek, s vyhodou 1,1 aZ 1,3 ekvivalentu or-
ganické béze, s vyhodou N-ethylmorfoiin,
se pFid4 k roztoku a roztok mé pak pH asi
8. Prid4 se jeden ekvivalent chrdnéného ak-
tivovanéha esteru glycinu, s vyhodou Boc—
—Gly—QOTcp [popsany v J. Pless a R. A.
Boissonnas Helv. Chim. Acta 46, 1609
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(1963)], a reakéni smés se nechd stat asi
dva dny pfi 0 aZ 20 °C. Rozpoustédlo se
odpafi a zbytek krystalizaci poskytne chré-
nény niZ8i alkylester glycyl-alanyl-glycinu,
s vyhodou Boc—Gly—Ala—Gly—OMe, kte-
ry reakci s trifluoroctovou kyselinou po-
skytne vySe uvedenym zplsobem niZ8i al-
kylester tripeptidu glycyl-alanyl-glycinu, s
vyhodou H—Gly—Ala—Gly—OMe, ve formé
soli s trifluoroctovou kyselinou, kterda se
popiipadé prevede na volnou bazi. Posled-
né uvedeny tripeptid se nechd reagovat s
Boc—Gly—OTcp vySe uvedenym zplsobem
a ziskd se chranény niZsi alkylester glycyl-
-glycyl-alanyl-glycinu, s vyhodou Boc—
—Gly—Gly—Ala—Gly—O0Me, ktery reakci s
trifluoroctovou kyselinou poskytne vyse u-
vedenym zplsobem niZsi alkylester glycyl-
-glycyl-alanyl-glycinu, s vyhodou H-—Gly—
—Gly—Ala—Gly—OMe ve formé& soli s tri-
fluoroctovou kyselinou, kterd se miiZze zno-
vu prevést na volnou bAzi. Posledné uve-
deny tetrapeptid se nechd reagovat s chra-
nénym aktivovanym esterem glycinu, s vy-
hodou s Boc—Gly—OTcp, vySe uvedenym
zplsobem a ziskd se niz8i alkylester glycyl-
-glycyl-glycyl-alanyl-glycinu, s vyhodou
Boc—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—0QMe.

Vy3e uvedeny tetrapeptid bez chranici
. skupiny, H—Gly—Gly—Ala—Gly—OMe, s
vyhodou ve formé soli s trifluoroctovou ky-
selinou, se neché& reagovat s chranénym
aktivovanym esterem leucinu, s vyhodou
1-benzotriazolylesterem terc.butyloxykar-
bonylleucinu pfi teploté 0 aZ 15 °C v inert-
nim organickém rozpoustédle, s vyhodou
dimethylformamidu, a to tak, Ze se smisi
. vySe uvedeny nechranény tetrapeptid, v pod-
staté 1,5 aZ 2,0 ekvivalenty Boc—Leu—OH,
1,5 az 2,0 ekvivalenty 1-hydroxybenzotria-
. zolu, 1,5 aZ 2,5 ekvivalentu dicyklohexyl-
karbodiimidu a pPebytek organické béze,
s vyhodou N-ethylmorfolinu, aby pH roz-
toku bylo asi 8. Vznikld sm&s se udrZuje
20 aZ 30 hodin pfi 0 aZ 15 °C. Odstranénim
. sraZeniny, odpafrenim filtratu a Kkrystaliza-
ci se ziskd chrédnény niZ#8i alkylester leu-
cyl-glycyl-glycyl-alanyl-glycinu, s vyhodou
Boc—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—OMe.

VySe zmindny tetrapeptid vzorce Boc—
—Gly—Gly—Ala—Gly—0OMe a pentapepti-
dy vzorce Boc—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—
—OMe a Boc—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—
- —OMe se zde uvéddgji jako RS—Gly—Gly—
—Ala—Gly—OMe, kde RS je Boc, Boc—Gly
a Boc—Leu. '
~ Posledn& uvedené sloufeniny vzorce RS5—
. —Gly—Gly—Ala—Gly—O0Me, kde R% méa v§-
znam uvedeny vy3e, se snadno prevedou na
. odpovidajici hydrazidy reakci s prebytkem
(20 aZz 50 molarnich ekvivalentd) hydra-
zinhydratu. Vyhodné podminky zahrnuji re-
akcl posledn& jmenovanych esterd v inert-
nim organickém rozpoustddle, napfiklad
methanolu, n-butanolu nebo dimethylforma-
midu s 40 aZ 50 molarnimi ekvivalenty hyd-
razinhydréatu p¥i 0 aZ 30 °C po dobu dvou
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hodin aZ jednoho dne. Odpafenim rozpous-
tédla a prebytku hydrazinhydrdtu vznikne
odpovidajici aminochrénény hydrazid pep-
tidu vzorce IX,

R3-—Gly—Gly—Ala—Gly—NHNH2 (IX)
kde

R5 je Boc, Boc—Gly nebo Boc—Leu.

Vy8e uvedeny peptid vzorce IX a penta-
peptid vzorce
H—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—
—OMe (popsany H. U. Immer aj. vySe) se
nechd reagovat azidovym zplisobem a ziskd
se peptid vzorce
R5—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys(Trt)—
—Lys(Boc)—Asn-—~Phe—Phe—0OMe.

BéZna a ufinnd metoda pro tento stupeii
zahrnuje rozpus$téni peptidu vzorce IX v
inertnim organickém rozpoustédle, s vyho-
dou dimethylformamidu, nebo ve smési di-
methylformamidu a dimethylsulfoxidu. Roz-
tok asi dvou aZ péti molarnich ekvivalent,
s vyhodou tii moldarnich ekvivalentll rozto-
ku silné minerdlni kyseliny v organickém
rozpoustédle, s vyhadou chlorovodiku, v e-
thylacetdtu, se pridd k posledn& uvedené-
mu roztoku pri teploté —20 °C az —10 °C,
s vyhodou pii —15 °C, a k michanému roz-
toku se pFidd organicky nitrit, s vyhodou
terc. butylnitrit (1,0 aZ 1,5 moldrniho ek-
vivalentu, s vyhodou 1,2 ekvivalentu). Po
15 minutdch pr¥i —20 °C aZ 0 °C se smés
zalkalizuje, s vyhodou na pH 7,0 aZ 7,5,
priddnim organické béze, s vyhodou N-e-
thyldiisopropylaminu, a pak se pfidd jeden
ekvivalent vy3e uvedeného pentapeptidu.
Dal3im pridanim organické béaze, s vyho-
dou N-ethylmorfolinu, se smé&s mirné zal-
kalizuje. Reak¢ni smés se pak michd pFi
—10 aZ 0 °C jednu aZ dvé hodiny a pak 20
a7z 30 hodin pii 20 aZ 30 °C. Odpafenim
rozpoustédla, rozpuSténim zbytku v orga-
nickém rozpousStédle, s vyhodou methano-
lu, pFidanim k roztoku v rozpoustédle, ve
kterém nastdvd vysrdZeni, s vyhodou ve
vodé nebo diethyletheru, a jimanim ziska-
ného produktu se ziskd vySe uvedeny pep-
tid vzorce

R5—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys(Trt)—
—Lys{Boc)—Asn—Phe—Phe—OMe.

Vy8e popsany pentapeptidovy fragment
popsany vySe v publikaci se snadno ziské
reakci aktivovaného esteru Boc—Phe—OH
s H—Phe—OMe a ziskd se Boc—Phe—Phe—
—OMe, ktery po odstranéni koncové chréa-
nici skupiny (Boc) za mirné& kyselych pod-
minek poskytuje H—Phe—Phe—OMe. Pos-
ledné jmenovand slouCenina se nechd rea-
govat s aktivovanym esterem Boc—Asn—QOH
a ziskd se Boc—Asn—Phe—Phe—OMe. Né&-
sledujicim odStépenim skupiny chranici
koncovou aminoskupinu posledn& uvedené
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slouceniny za mirné kyselych podminek se
ziska tripeptid H—Asn—Phe—Phe—0OMe.

Pak se posledng jmenovand sloufenina
pouZije pro ziskdni poZadovaného pentapep-
tidového fragmentu reakci tripeptidu s ak-
tivovanym esterem Z—Lys(Boc)—OH a zis-
kd se Z—Lys{Boc)—Asn—Phe—Phe—O0OMe,
kterj hydrogenaci v pfitomnosti katalyza-
toru vzdcného kovu poskytne H—Lys(Boc)—
—Asn—Phe—Phe—O0Me, ktery se konden-
zuje s aktivovanym esterem Trt—Cys(Trt}—
—0OH a ziskd se Trt—Cys(Trt)—Lys(Boc)-—
—Asn—Phe—Phe—OMe a odStépenim kon-
cové N-chranici skupiny (Trt) v této posled-
ng jmenované sloufeniné za mirné kyse-
lych podminek se ziska poZadovany penta-
peptid H—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—Phe—
-—Phe—OMe.

Pri pFipravé slouceniny vzorce I vyze, se
v§Se uvedeny ester peptidu R5—Gly—Gly—
—Ala—Gly—Cys(Trt) —Lys(Boc)—Asn—
—Phe—Phe—OMe, kde RS md vyznam uve-
deny vyse, prevede na odpovidajici hydra-
zid reakci s prebytkem hydrazinhydratu
zplisobem popsanym vySe a ziskd se hyd-
razid peptidu vzorce IVa,

R5—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys(Trt]—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—NHNH:2
(IV a)

kde

R’ md vyznam uvedeny zde nebo alter-
nativné psany jakc peptid vzorce IV, kde
R4 je Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—NH,
Boc—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—NH nebo
Boc—Leu—Gly—Gly-—-Ala—Gly—NH.

V néasledujicim stupni postupu podle vy-
ndlezu se¢ wuvedend posledné jmencvana
sloudenina vzorce IV a peptid vzorce V,

H—Trp—Lys(Boc)—Thr (Bu*)—Phe—
—Thr(Bu* ) —NHCH(R2)CHyS—Trt (V)

kde

R? je H nebo COOH, nechaji reagovat azi-
dovym zplisobem popsanym vySs na line-
arni peptid vzorce (Ila),

R5—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys(Trt) —
—Lys(Boc )—Asn—Phe—Phe—Trp—
—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—Thr(Bu™)—
—Ser(Bu*)—NHCH (R2)CHzS—Trt,

kde

R5 md vyznam uvedeny vySe a R? je H
nebo COOH nebo alternativng psany jako
linedrni peptid vzorce 1I, kde R? je H nebo
COOH a R?! je Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—
—NH, Boc—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—NH
nebo Boc—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—NH.

B&Zny a ufinny postup pro tento stupei
zahrnuje rozpu§téni hydrazidu peptidu
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vzorce IVa v dimethylformamidu. Roztok
asi dvou aZ péti molarnich ekvivalentidt, s
vyhodou tif moldrnich ekvivalentfi, rozto-
ku silné mineradlni kyseliny v organickém
rozpoustédle, s vyhodou chlorovodiku v e-
thylacetatu, se pridd k posledné uvedené-
mu roztoku pri —20 az —10 °C, s vyhodou
pfi —15 °C a za michéni se k tomuto roz-
toku pfidd terc.butylnitrit (1,0 aZz 1,5 mo-
larniho ekvivalentu, s vyhodou 1,2 ekviva-
lentu}. Asi po 15 minutdch pii —20° aZ 10
stupnich Celsia se pridd jeden ekvivalent
peptidu vzorce V a organickd baze, s vy-
hodou t¥i aZ pét ekvivalentl N-ethyldiiso-
propylaminu v dimethylformamidu, pfi tep-
lot& asi —15 °C.

Reakéni smés se pak michd jednu az dvé
hiodiny pii —20 °C aZ 0 °C a pak 15 az 25
hodin p¥i 20 aZ 30 °C. Odpafenim rozpous-
tédla, rozmélnénim zbytku s vodou, me-
thanolem nebo smési methanclu a vodné
kyseliny citronové (2 aZ 5%) a cddélenim
pevnych podilli se ziskd vy3e uvedeny li-
nearni peptid vzorce Ila, ktery se miiZe
pouZit bez dal§iho CciSténi pro ndsledujici
stuperi, viz niZe.

VysSe zminény peptid vzorce V,

H—Trp—Lys(Boc)—Thr(Bu*)J—Phe—
—Thr(Bu*)—Ser{But)—NHNH—
—{R2)CH2S—Trt,

kde

R? je COOH nebo alternativné& psany ja-
ko heptapeptid vzorce (Va)

H—Trp—Lys(Boc)—Thr{Bu*)—Phe—
—Thr(Bu*)—Ser(But)—Cys(Trt)—OH,

popsany H. U. Immer aj., citace vy3e a v
USA patentu & 3917578 z 4. XI. 1975, se
snadno ziskd reakci methylesteru O-t-bu-
tylserinu s aktivovanym esterem benzyloxy-
karbonyl-{O-t-butyl)threoninu a ziska se
Z—Thr(Bu*)—Ser(But)]—0Me.

Chranici skupiny koncové aminoskupiny
(Z) se pak odstrani hydrogenaci v pFitom-
nosti katalyzdtoru vzdcného kovu a ziskd
se H—Thr(Bu*)—Ser{Bu*)—0Me.

Posledné uvedeny methylester se pak ne-
chéd reagovat s aktivovanym esterem Z-—
—Phe—OH a ziskd se Z—Phe—Thr(Bu*)—
—Ser(But)—0Me, ze kterého se koncovou
aminoskupinu chranici skupina Z odstrani
nésledujici hydrogenaci v prFitomnosti ka-
talyzatoru vzacného kovu a ziskd se H—
—Phe—Thr(Bu*)—Ser(Bu*}—0Me. Pak se
posledné uvedeny ester tripeptidu necha
reagovat s aktivovanym esterem
Z—Thr(Bu*)—OH a ziskd se Z—Thr(Bu*}—
—Phe—Thr(But}—Ser(Bu*)—O0Me. Znovu
se koncovou aminoskupinu chranici skupi-
na (Z) v posledné jmenované sloufening
odstépi hydrogenaci v pritomnosti kataly-
zatoru vzdcného kovu a ziskd se H—
—Thr(Bu*)—Phe—Thr(Bu*)—Ser(Bu*)—
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—OMe. Tato slouenina se nechd reagovat
s aktivovanym esterem Z—Lys{Boc)—OH a
ziskd se Z—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—
—Thr{But)—Ser(But}—0OMe, a pak né-
sleduje odst8peni chrénici skupiny konco-
vé aminoskupiny (Z]) z posledné jmenova-
né slouCeniny hydrogenaci v pritomnosti
Katalyzatoru vzacného kKovu a ziskd se H—
—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—Thr(But)—
—Ser(Bu*)—0Me. Tato sloudenina se nyni
nechd reagovat s aktivovanym esterem
Ddz—Trp—OH a ziskd se Ddz—Trp—
—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—Thr(Bu*)—
—Ser(But*)—O0Me, ktery se necha reagovat
s hydrazinhydratem a ziskd se odpovidajici
hydrazid hexapeptidu, Ddz—Trp—Lys(Boc)—
—Thr(Bu*}—Phe—Thr{But)—Ser(But}—
—NHNH2. Tento hexapeptid se nechd rea-
govat s H—Cys(Trt)—OH azidovou meto-
dou a ziskd se odpovidajici heptapeptid,
Ddz—Trp—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—
—Thr{Bu*)—Ser(But)—Cys(Trt)—OH.
Reakci posledné jmenované slouCeniny za
mirné kyselych podminek se ziskd poZado-
vany heptapeptid vzorce Va nebo peptid
vzorce V, kde R? je COOH.

VySe uvedeny peptid vzorce V, kde R2
je H, popsany v USA patentu ¢. 3917 581 z
4, XI. 1975, se ziskd snadno reakci popsa-
ného hydrazidu hexapeptidu vzorce Ddz—
—Trp—Lys(Boc)—Thr(But)—Phe—
—Thr(Bu*)—Ser(Bu*]—NHNHz s 2-trityl-
thioethylaminem azidovou metodou popsa-
nou vySe a ziskd se odpovidajici hexapep-
tid vzorce Ddz—Trp—Lys(Boc)—Thr (Bu*)—
—Phe—Thr(But)—Ser(Bu*)—
—NHCH2CH2S—Trt. Tato sloufenina se pak
nechd reagovat za mirné& kyselych podmi-
nek a ziskd se peptid vzorce V, kde R? je
H ve formé soli s kyselinou mravendi a po-
pfipadé se tato pfevede na volnou béazi.

Alternativné se vySe popsany linedrni
peptid vzorce Ila snadno pFipravi néasledu-
jicim zplisobem:

Chrédnény niZSi alkylester pentapeptidu
vzorce Trt—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—
—Phe—Phe—0Me, popsany vySe, snadno
prevede na odpovidajici hydrazid reakci s
pfebytkem hydrazinhydratu. Vyhodné pod-
minky zahrnuji reakci posledné uvedeného
esteru v inertnim rozpous$tédle, naprifklad
methanolu, butanolu nebo dimethylforma-
midu, s 20 aZ 40 moldrnimi ekvivalenty
hydrazinhydratu po dobu jednoho aZ dvou
dntt p¥i teploté 0 aZ 30 °C. Od3tépenim roz-
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poustédla a krystalizaci se ziskd odpowvida-
jici hydrazid pentapeptidu vzorce VI,

Trt—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—Phe—
—Phe—NHNH3.

Posledn& jmenovand sloufenina, peptid

vzorce V, kde R? je H nebo COOH, se ne-
chd reagovat azidovou metodou zpflisobem
popsanym vy3e a ziskd se peptid vzorce
VIII, Trt—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—
—Phe—Phe—Trp—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—
—Phe—Thr(But)—Ser(Bu*)—
—NHCH (R2)CH2S—Trt, kde RZ je H nebo
COOH, nateZ po odstépeni koncové N-chré-
nici skupiny (Trt) v posledn& jmenované
sloufening VII se ziskd odpovidajici peptid
vzorce VIII,

H—Cys(Trt)—Lys{Boc)—Asn—Phe—Phe—
—Trp—Lys{Boc)—Thr(But)—Ser(But)—
—NHCH (R?)CH2S—Trt,

kde

R2 je H nebo COOH. Od$tépeni této chra-
nici skupiny (Trt) se provadi za mirn& ky-
selych podminek. Vyhodné podminky zahr-
nuji rozpusténi peptidu vzorce VII ve smé-
si 5 aZ 15% kyseliny mravend¢i v 60 aZ 80%
kyseling octové, nafeZ se reakéni roztok
nechd 3 aZ 10 hodin stdt p¥i 20 aZ 30 °C.
Zahusténim tohoto roztoku se ziskd pep-
tid vzorce VIII, kde R? je H neho COOH, ve
formé& soli s kyselinou, kterd se popiipads
miiZe p¥evést na volnou bazi.

Posledn& jmenovand sloudenina vzorce
VIII a hydrazid peptidu vzorce IX, kde RS
ma vyznam uvedeny vySe, se nechd reago-
vat azidovym zplisobem popsanym vyse a
ziskd se odpovidajici linedrni peptid vzor-
ce Ila nebo vzorce II, kde R? je H nehd
COOH a R?* je Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—
—NH—, —Boc—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—
—NH nebo Boc—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—
—NH—.

PFevedeni posledné& jmenovaného linedr-
niho peptidu vzorce II, ziskanéhio postupem
popsanym vySe, na odpovidajici slouteninu
vzorce I se provadi b&Zné& a ucinné nejpr-
ve reakci linedrniho peptidu vzorce II s
jédem, s vyhodou v piftomnosti niZ$iho al-
kanolu nebo kyseliny octové, piiemZ se
souasné odSt&pi skupiny chrénici thiolové
skupiny, napfiklad Trt, a vytvo¥i se disul-
fidovy mastek za vzniku odpovidajiciho cyk-
lického disulfidového derivdtu vzorce III,

SCH2CH(R?)CO—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—

|
—Thr{But*)—Ser(Bu*)—NHCH(R2)CHzS

kde

(111)
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R? je H nebo COOH a R? je Boc—Gly—
—Gly—Ala—Gly—NH, Boc—Gly—Gly—
—Gly—Ala—Gly—NH nebo Boc—Leu—
—Gly—Gly—Ala—Gly—NH. Posledng jme-
novand sloufenina vzorce III, kde R? je

18

COOH a R* je Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—
—NH, Boc—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—NH
nebo Boc—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—NH,
se miZe alternativné psat jako vzorec Illa,

R5—G1y—Gly——A1a—G1y—-?ys——Lys{ Boc ) —Asn—Phe—Phe—Trp—Lys(Boc)—

—Thr(Bu*)—Phe—Thr(Bu*)—Ser(Bu*)—Cys—OH

kde

R5 méa vyznam uvedeny vy3e.

Nasledujici reakci slouleniny vzorce III,
kde R? je H nebo COOH a R* je Boc—Gly—
—Gly—Ala—Gly—NH, Boc—Gly—Gly—Gly—
—Ala—Gly—NH nebo Boc—Leu—Gly—Gly—

—Ala—Gly—NH, za mirné kyselych pod-

minek se o0dStépi zbylé chrénici skupiny
{to jest Boc a But) a ziskd se odpovida-
jici slouCenina vzorce I, kde R! je H—Gly—
—Gly—Ala—Gly—NH, H—Gly—Gly—Gly—
—Ala—Gly—NH nebo H—Leu—Gly—Gly—
—Ala—Gly—NH a R? je H nebo COOH.

PFi vfhodném provedeni se vySe uvedend
transformace linedrniho peptidu vzorce Ila
provadi tak, Ze se provede rozpuStdni v
kyseling octové nebo methanolu, ethanolu
nebo jiném vhodném niZ8§im alkanolu, na-
pfiklad propanolu, isopropanclu nebo bu-
tanolu, a roztok se pfidéd k plebytku jédu
(5 aZ 25, s vyhodou 10 molarnich ekviva-
lentli, rozpudténych v jednom z vySe uve-
denych rozpoustédel, s vyhodou se pouZivd
2 aZ 5% roztoku jédu v methanolu. Doba a
teplota této reakce neni rozhodujici, aviak
poZaduje se, aby se reakce udrZovala pii-
davanim roztoku jodu pii teploté 0 az 30
stuprit Celsia nebo aby se reak&ni smés
chladila, nebo aby se pouZila kombinace
obou zplisobd. Za téchto podminek trva
priddvani béZné 30 aZ 60 minut. Po skon-
teni piiddvani se smés michd 30 aZ 120
minut pfi 20 aZz 30 °C, s vyhodou se miché
60 minut. Pak se reakéni smés ochladi asi
na 0 °C a prid4a se prebytek mirného re-
dukéniho &inidla, s vyhodou thiosiranu sod-
ného ve vodném roztoku. Smés se zahusti
a zbytek se suspenduje ve vod&. Jimédnim
pevného podilu se ziskd odpovidajici cyk-
licky disulfid vzorce III a kde Boc a But*
jsou jedté p¥itomné chranici skupiny.

Alternativné se linedrni peptid vzorce Ila
miZe pfevést na vySe zmin&ny odpovidajici
cyklicky disulfidovy derivat vzorce Illa zpi-
sobem popsanym v praci R. G. Hiskey a R.
L. Smith, J. Amer. Chem. Soc., 98, 2677
(1968) za pouZiti rhodanu.

Nakonec se vySe zminény cyklicky di-
sulfidovy derivat vzorce III pPevede na od-
povidajici peptid vzorce I reakei za mirng
Kyselych podminek, p¥iemZ se zbylé chra-
nici skupiny cyklického disulfidového de-
rivatu odStépi. Obecné& se tento stupeil pro-
vadi rozpusténim cyklického disulfidového

(Illa)

derivdtu ve vodném reak&nim prostiedi ob-
sahujicim organickou kyselinu, p¥i 0 aZ 20
stupnich Celsia po debu 10 aZ 60 minut.
Priklady vhodn§ch €inidel jsou kyselina tri-
fluoroctovd, 10 aZ 20% vodna kyselina si-
rovd, 10% kyselina fosfore¢nd, 10 aZ 30%
kyselina bromovodikovd a 10 aZ 36% kyse-
lina chlorovodikova. Zejména vyhodnym mé-
diem je koncentrovana Kyselina chlorovo-
dikova. Vyhodné podminky pro postup po-
dle vynédlezu jsou rozpusténi cyklického di-
sulfidu v minimélnim mno#stvi koncentro-
vané Kyseliny chlorovodikové, ochlazené na
0 °C, a michani reak&ni smési 5 a¥ 10 mi-
nut p¥i 0 °C v atmosféfe dusitku. Pak se
pfida ledovd kyselina octovd (desetindso-
bek objemu} a roztok se ochladi asi na
—70 °C a lyofilisuje se a ziskd se cyklicky
peptid vzorce I. Posledn® uvedeny produkt
se déale Cisti chromatografii na iontom&ni-
€i, s vyhodou za pouZiti karboxymethylce-
lul¢zového iontoméni€e a octanu amonné-
ho jako eludniho &inidla. V tomto p¥Fipadd
se produkt ziskd ve formé& soli s cctovou
kyselinou. Alternativng se produkt &isti roz-
délovaci chromatografii na chemicky mo-
difikovaném sitovaném dextranu, nap¥iklad
Sephadexu LH—20 nebo Sephadexu G—25
pouZitim methanolu nebo kyseliny octové
jako elu¢niho &inidla. V pt¥ipads, Ze se po-
uZije Sephadex LH—20 a methanol jako e-
luéni ¢inidlo, ziskd se produkt ve formé
hydrochloridu. V p¥ipadé pouZiti Sephade-
xu G—25 a kyseliny octové jako eluéniho
Cinidla se produkt ziskd ve form& soli s
kyselinou octovou. Opakovanou lyofilisaci
z vody produkt ve formé soli s Kyselinou
octoviou poskytne témér Eisty peptid vzor-
ce I, kde R! je H—Gly—Gly—Ala—Gly—NH,
H—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—NH nebo
H—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—NH a R? je
H nebo COOH ve formé volné béaze.

b} Slouceniny vzorce I, kde R! je H nebo
NHR3, kde R3 m@d vyznam uvedeny vyse a
RZ2 je H

PoZadovany hydrazid peptidu vzorce IV

Trt—SCH2CH (R4)CO—Lys(Boc) —Asn—
—Phe—Phe—NHNH2
kde

R? je NHR3, kde R3 méd vyznam uvedeny
vySe, nebo alternativné psany jako vzorec
IVDb,
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R3—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—Phe—
—Phe—NHNHz,

kde

R3 mé& vyznam uvedeny vySe, se pFipravi
acylaci pentapeptidu vzorce H—Cys(Trtj—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—0OMe a ziska
se pentapeptid vzorce R3—Cys(Trt)—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—0OMe, ktery se
podrobi hydrazinolyse za vzniku odpovida-
jictho hydrazidu pentapeptidu vzorce IV,
kde R4 je NHR3,

Ve vyhodném provedeni pfipravy vySe u-
vedeného pentapeptidu hydrazidu vzorce
IVb se ekvimolarni smés organické béze, s
vyhodou N-ethylmorfolinu a pentapeptidu
vzorce H—Cys(Trt) —Lys(Boc)—Asn—
—Phe—Phe—0Me, pfipraveného podle H.
U. Immer aj., citace vySe, v inertnim or-
ganickém rozpoustédle, s vyhodou diethyl-
formamidu nebo tetrahydrofuranu, p¥i tep-
loté asi 0 aZz 10 °C nechd reagovat s pre-
bytkem, s vyhodou 1,1 aZ 2 moldrnimi ek-
vivalenty poZadovaného p-nitrofenylacylatu
nebo benzoatu, napriklad p-nitrofenylace-
tatu, pfipraveného postupem popsanym F.
D. Chattawayem ]. Chem. Soc. 2495 (1931).
Smés se pak udrZuje 15 aZ 30 hodin pii
teplot& 0 aZz 10 °C a pak se odpaii. Odpa-
rek se rozpusti v polarnim organickém roz-
poustédle, s vyhodou methanolu, a poma-
lu se pfidd k nepolarnimu organickému
rozpoustédlu s vyhodou diethyletheru. Zby-
tek se oddéli a krystalizaci se ziskd odpo-
viajici acylovany nebo benzoylovany pen-
tapeptid, napiiklad pentapeptid vzorce R5—
—Cyse(Trt)Lys(Boc ) —Asn—Phe—Phe—
—OMe, kde R3 méd vyznam uvedeny v§Se.
Posledn& jmenovand sloufenina se rozpus-
ti v inertnim organickém rozpoustédle, na-
pfiklad methanolu, ethanolu, dimethylior-
mamidu apod., s vyhodou v methanolu. Roz-
tok se pak nechd reagovat s piebytkem
hydrazinhydratu, naptiklad s 15 aZ 30 mo-
larnimi ekvivalenty. Reak¢ni smés se udr-
Zuje 40 aZ 60 hodin pfi 0 aZ 10 °C. SraZe-
nina se oddgéli a vysu3i a ziskd se uvedeny
hydrazid pentapeptidu vzorce IV, kde R? je
NHR3, kde R3 md vyznam uvedeny vyse,
nebo vzorce IVh, kde R3S mé vyznam uve-
deny vyS3e.

Podle dalSiho rysu vyndlezu se poZado-
vany hydrazid peptidu, tetrapeptidu vzorce
Iv,

Trt—S—CH2CH(R4)CO—Lys(Boc)—Asn—
—Phe—Phe—NHNHz2,

kde :

RY je atom vodiku, pFipravi reakei akti-
vovaného esteru 3-tritylthiopropionové ky-
seliny s tetrapeptidem vzorce H—Lys(Boc)—
—Asn—Phe—Phe—O0OMe a ziskd se tetra-
peptid vzorce Trt—SCH2CH2C0O-—Lys(Boc]—
—Asn—Phe—Phe—O0OMe, Kktery se hydrazi-

nolysuje na hydrazid tetrapeptidu vzorce
IV, kde R? je atom vodiku.

P¥i vyhodné provedeni pFipravy vySe u-
vedeného hydrazidu tetrapeptidu se aktivo-
vany ester 3-tritylthiopropionové kyseliny,
s vyhodou pentachlorfenylester, pripravi
smiSenim ekvimoldrnich mnoZstvi 3-trityl-
thiopropionové kyseliny, pentachlorfenolu a
dicyklohexylkarbodiimidu v inertnim orga-
nickém rozpoustédle, s vyhodou tetrahyd-
rofuranu, p¥i teploté 0 aZ 10 °C. Smés se
micha asi jednu hodinu pi#i 0 az 10 °C po
dobu asi jedné hodiny a pak asi jednu ho-
dinu pii 20 aZ 30 °C. Smés se ochladi asi
na 0 °C, prefiltruje se a filtrat se odpafi.
Odparek se krystaluje a ziskd se pentachlor-
fenylester 3-tritylthiopropionové kyseliny.
Roztok posledné jmenované slouleniny a
ekvimoldrniho mnoZstvi tetrapeptidu vzor-
ce H—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—0OMe, ve
form& acetdtu popsaného vySe v odstavci
a), v inertnim organickém rozpoustddle, s
vfhodou diethylformamidu nebo tetrahyd-
rofuranu, se necha reagovat s témér ekvi-
molarnim mnoZstvim organické béaze, s vy-
hodou triethylaminem, pi#i teploté 20 aZ 30
stuptifit Celsia. Sm#s se michd& dva aZ tfi
dny pii 20 aZ 30 °C a rozpoustédlo se od-
paii za sniZeného tlaku. Odparek se rozmél-
ni se studenou vodnou Kkyselinou citréno-
vou a vodou, vysuSi se a krystalizaci se zis-
kd tetrapeptid vzorce Trt—SCH2CH200—
—Lys(Boc})—Asn—Phe—Phe—O0OMe. Posled-
né jmenovand sloufenina se rozpusti v i-
nertnim organickém rozpoustédle, napii-
klad v methanolu, ethanolu nebo s vyhodou
dimethylformamidu. Roztok se necha rea-
govat s piebytkem hydrazinhydréatu, napfi-
klad s 15 aZ 30 moldrnimi ekvivalenty. Re-
akéni sm@s se udrZuje 20 aZ 30 hodin asi
pfi 20 aZ 30 °C a odpafi se pak za sniZe-
ného tlaku. Odparek se rozmélni se stude-
nou vodou, vysudi se a ziskd se hydrazid
tetrapeptidu vzorce IV, kde R? je H.

V nésledujicim . stupni postupu podle vy-
nédlezu se hydrazid peptidu vzoorce IV, kde
R? je H nebo NHR3, a peptid vzorce V

H—Trp—Lys(Boc)—Thr(But)—Phe—
—Thr(Bu*)—Ser(Bu') —~NHCH2CH(R2)S—~
—Trt,

kde

R? je H popsany vySe v odstavci a), ne-
chaji reagovat azidovou metodou popsa-
nou vySe a ziskd se odpovidajici linedrni
peptid vzorce II, kde R? je H a R? je H ne-
bo NHRS3.

Prevedeni posledné uvedeného linedrni-
ho peptidu vzorce II na odpovidajici slou-
C¢eninu vzorce I se vhodnég a Ufinné priovéa-
di tak, Ze se nejprve posledn& jmenovany
linedrni peptid vzorce II nechd reagovat s
jodem, s vyhodou v pFitomnosti methano-
Iu [jak je popsdno diive naptiklad pro pri-
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prava derivdtu cyklického disulfidu vzor-
ce III v odstavci a)], prfiCemZ probéhne od-
$tépeni chranici skupiny na thioolové sku-
ping, to jest Trt, a tvorba disulfidového
mistku za vzniku odpovidajiciho derivatu

22
cyklického disulfidu vzorce III, kde R? je H
a R? je H nebo NHRS, kde RS mda vyznam
uvedeny vySe. Posledné uvedend sloufenina
vzorce I1I, kde R% je NHRY, se miZe alter-
nativné psat ve formé vzorce IIID,

R5—Cys—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe-—Trp—Thr(Bu* ) —Phe—~Thr(Bu*)—
I

|
—Ser(But)—NH—CH([R2)CHsS

kde

R? je H a R¥ md vyznam uvedeny vyse.

Nasledujici reakce posledn& uvedené
slouteniny vzorce 1II, kde R? je H a R? je
H nebo NHR3, se provaddi za mirné Kkyse-
lych podminek, s vyhodou koncentrovancu
kyselinou chlorovodikovou, ochlazenocu asi
na 0 °C (jak je popsdno vySe pro piipravu
cyklického peptidu vzorce I v cdstavel a)],
zbylé chrénici skupiny se od$tépi (to jest
Boc a Bu*)} a ziskd se odpovidajici peptid
vzorce I, kde R! je H nebo NHR3, kde R3
mé vyznam uvedeny vysSe a R? je H ve for-
m& volné baze nebo soll s kyselinou.

¢} Sloufeniny vzorce I, kde R! je Boc—
—Ala—Gly—NIH a R? je COOalk

PredloZzeny prvy hydrazid peptidu vzor-
ce 1V, kde R! je Boc—Ala—Gly—NH, nebo
alternativné psany jako heptapeptid vzor-
ce IVce.

Boc—Ala—Gly-—Cys(Trt)—Lys(Boc}—
—Asn—Phe—Phe—NHNHz (IVe)

je pln& popsan v préci H. U. Immer aj., ci-
tace vy3e.

Pozadovany druhy peptid vzorce V, kde
R? je COOAIlk, alternativné psany jako es-
ter heptapeptidu vzorce Vb,

H—Trp—Lys{Boc)—Thr(Bu*)—Phe—
—Thr{Bu")—Ser(Bu*}—Cys(Trt) —CO0alk
(Vb]

se snadno pripravi nédsledujicim zptisobem:
Heptapeptid vzorce Ddz—Trp—Lys(Boc)—
-~Thr(Bu*)-—Phe—Thr(Bu*)—Ser(But)—
—Cys(Trt)—OH [popsany vy3e v odstavci
a)] v roztoku v inertnim rozpoustddle se
nechd reagovat s diazocalkanem vzorce
{alk minus H)Nz v roztoku, inertnim roz-
poustédle, pii teploté od 0 do 20 °C po do-
bu od 1 do 48 hodin, rozpou3tédlo a pre-
bytek diazoalkanu se odpali, odstrani se
chréanici skupina Ddz a C&iSt€nim se ziska
odpovidajici ester heptapeptidu vzorce Vb.
Diazoalkany pouZitelné pro tyto uCely jsou
napiiklad diazomethan, diazoethan [von
Pechmann, Ber. Deutsch. Chem. Ges. 34,
2460 (1898) 1-diazopropan Niedlinger aj.,
Am. Chem. J. 43, 378 (1910)], 2-diazopropan
[Staudinger aj., Ber. Deutsch. Chem. Ges.
49, 1905 (1916)], 1-diazobutan (Niedlin-

(11Ib)

ger aj., citace vySe, str. 380), 1-diazoisobu-
tan, (Adamson aj., ]. Chem. Soc. 1935, 286),
4-diazo-2-methylbutan [Werner, J. Chem.
Soc, 115, 1101 (1919)], 1-diazopentan, I1-
-diazohexan, I1-diazoheptan, nebo 1-diazc-
oktan, pfifemZ posledni Cty¥i diazoalkany
se pfipravi postupem popsanym Adamsoneimn
aj., citace vy3e. Vyhodnymi inertnimi roz-
poustédly " jsou alkanoly, jako je methanol,
a ethery, jako je diethylether.

Alternativné a zejména, jestliZe se ma zis-
kat peptid vzorce 1, kde R! je H—Ala—Gly—
—NH— a R je COOalk, kde aikylovd sku-
pina [alk) obsahuje 9 a% 14 atomfl uhlikuy,
se nechd cystein reagovat s moldrnim pre-
bytkem pfFislusnéhe alkanolu alkOH, kde
alk mé vyznam uvedeny vy3e v piitomnosti
chlorovodiku pri teploté 25 az 120 °C, s
vyhodou pri 100 aZ 120 °C, po dobu 1 az b
hodin a ziskd se odpovidajici hydrochlo-
rid alkylesteru cysteinu. Posledné imenova-
néd slocufenina se pak nechd reagovat s
priblizné jednim moldrnim ekvivalentem
trifenylkarbinolu v pritomnosti 0,1 aZ 1,0
moldrntho ekvivalentu boririfluoridethera-
tu pri teploté 10 aZ 30 °C po dobu 0,5 aZ 3
hodin, s vyhodou v pritomnosti 0,1 molar-
niho ekvivalentu pfi 25 °C po dobu jedné
hodiny, a ziskd se odpovidajici alkylester
H—Cys{Trt)—0Alk.

Posledné jmenovany alkylester chranéné-
ho cysteinu se pak nechd reagovat azido-
vou metodou s chranénym hydrazidem he-
xapeptidu vzorce

Ddz--Trp—Lys(Boc)-—-Thr{Bu*}—Phe—
—Thr(Bu*)—=Ser(Bu*)—NHNH3,

popsaného vySe v odstavei a), a ziskd se
po odStépeni chrdnici skupiny Ddz za mir-
nych Kkyselych podminek poZadovany dru-
hy ester heptapeptidu vzorce Vb. Vyhodné
podminky pro vySe popsancu sekvenci re-
akci zahrnuji pouZiti ekvimolarnich &asti u-
vedeného chranéného hydrazidu hexapep-
tidu a terc.butylnitritu v pritomnosti mine-
ralni kyseliny, s vyhodou 2 aZ 3 molarnich
ekvivalentt chlorovodiku v inertnim bez-
vodém rozpoustédle, s vyhadou DMF, na-
CeZ pridanim prislusného alkylesteru vzor-
ce H—Cys{Trt)Oalk s 2 aZ 3 molarnim?}
ekvivalenty organické baze, s vyhcdou N-
-ethyldiisopropylaminu, v inertnim bezvo-
dém rozpoustédle, s vfhodou DMF, se pro-
vede reakce pfi -—20 aZ 25 °C po dobu 6
aZ 12 hodin, a ¢isténim vzniklého chrang-
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ného alkylesteru heptapeptidu se ziskd
slouCenina vzorce

Ddz—Trp—Lys(Boc)--Thr(But)—Phe—
—Thr{Bu*)—Ser(But)—Cys(Trt)—O0Alk.

Posledn& jmenovand sloufenina se pak
nechd reagovat za mirné kyselych podmi-
nek, s vyhodou michanim ve smési kyseli-
ny octové, mraventi a vody (7 : 1 : 2) po
dobu 12 aZ 18 hodin p¥i teploté 20 aZ 25
stuprift Celsia, a ziskd se odpovidajici al-
kylester heptapeptidu vzorce Vb.

V nésledujicim stupni postupu podle vy-
nilezu se prvni hydrazid peptidu vzorce
IVc a druhy ester heptapeptidu vzorce Vb
nechd reagovat azidovou metodou popsa-
nou vySe za vzniku odpovidajiciho linedr-
niho peptidu vzorce II, kde R? je Boc—Ala—
—Gly—NH a R? je COOalk nebo alternativ-
nd psany jako linedrni tetradekapeptid
vzeree Ilc

24

Boc—Ala—Gly—Cys(Trt)—Lys(Boc)—
—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys(Boc)—
—Thr(Bu*)—Phe—Thr(But*)—Ser(Bu*)—
—Cys(Trt)—0Alk (1ic)

Pfevedeni pfedchdzejiciho linedrniho te-
tradekapeptidu vzorce IIc na odpovidajici
slouCeninu vzorce I, kde R! je H—Ala—
—Gly—NH a R? je COOalk, se s vyhodou a
ucinné provadi nejprve reakci posledné
jmenovaného linedrniho tetradekapeptidu s
jédem, s vyhodou v pFitomnosti methano-
lu [jak bylo popsdno dfive pro pfFipravu
cyklického disulfidového derivatu vzorce
III v odstavci a)}, pfiCemZ se od3tépi chra-
nici skupiny thiolovych skupin, to jest Trt,
a vytvorl se disulfidovy miistek a ziskad se
odpovidajici cyklicky derivat disulfidu vzor-
ce III, kde R? je COOalk a R% je Boc—Ala—
—Gly—NH nebo alternativnd psany jako
derivat cyklického disulfidu vzorce Illc,

Boc——A].a—Gly—fl;'ys—Lys (Boc)—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys(Boc)—

—Thr{But]—Phe—Thr(But)—Ser{Bu*)—Cys—0alk.

Né&sledujici reakci posledné uvedené slou-
Ceniny za mirnych Kkyselych podminek, s
vyhodou koncentrované Kkyseliny chloro-
vodikové ochlazené asi na 0 °C [jak bylo
popséno dfive pro pfipravu cyklického pep-
tidu vzorce I v odstavei a)], se odstrani
zbylé chréanici skupiny (to jest Boc a Bu™)
a dal3im ¢iSt&nim popsanym v odstavci a)
se ziska peptid vzorce I, kde R! je H—Ala—
—Gly—NH a R? je COOAlk nebo alterna-
tivné psany jako sloufenina vzorce

H—Ala—Gly—Cys—Lys—Asn—Phe—
—Phe—Trp—Lys—Thr—Phe—Thr—Ser—
—Cys—0Alk

ve formé& volné baze nebo soli s kyselinou.

Ve vySe uvedeném postupu popsaném pod
c) se chrénici skupina Bu* pro hydroxylo- -
viou skupinu serinu a threoninu mfiZe vy-
jest skupiny Ser{Bu*) a Thr(Bu*) se mo-
hou nahradit Ser a Thr. Také s ohledem na
postup pod c] se Trt chrénici skupina
zbytkil cysteinové aminokyseliny miliZe na-
hradit chréanici skupinou Acm.

Postupy popsané vyse pod a) aZ c) je
moZno zndzornit nasledujicimi schématy:

a) R! = H—-Gly—Gly—Ala—Gly—NH,
H—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—NH a H—
—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—=NH a R? =
== H nebo COOH

REGl - Gl 7—A la- Gl y C.,s-Lys -Asp-Phe-Phe TrpLysThr -Phe ~Thr-Ser-

[X

4
Iva

NHCH(R?- CH,S-Trt

1

lla —>llla —>1

R-sGly-Gly“Ala'th Cys-Lys-Asn-Ph e-Phe Trp-Lys-Thr-Phe -Thr-Ser -

NHCH(R* CH,S=Trt

!

° I Ul —I

2
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b) R: H nebo NHRS REH

Trt—SCHZCH (R% CO—Ly s~Asn-Phe~Phe Trp -les"Tbr-Plze-Thra-Ser-NHCH( RY-

v

v c/-/zs——Trt

!

Il

¢) RLA-ALa-Gly -NH a R*=C00alk

Boc-Ala-6ly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe ~Trp-Lys-Thr-PheT hr Ser—Cys-CA tk

| ive

Vb

Il

Kone¢n®& odbornikim je zndmo, Ze se
mohou, aniZ diochézi k odchyleni od roz-
sahu vyndlezu pouZit ekvivalentni skupiny
chréanici aminoskupiny, hydroxyskupiny ne-
bo thiolové skupiny, mohou se pouZit ek-
vivalentni reakce pro spojovdni peptidic-
kych fragmentd a mohou se pouZit ekvi-
valentni metody pro odStépeni chrénicich
skupin aminoskupin, hydroxyskupin nebo
thiolovych skupiny. Tyto alternativy spada-
ji do rozsahu vynélezu.

Nésledujici diagram a priklady objasiiu-
ji dale vynélez.

Linerani peptid (II}

Oxidace

l

Cyklicky disulfidovy derivat (III}

Odstranéni chrédnicich skupin

Peptid (I}
Pi¥iklad 1
Triflucracetat alanyl-glycinmethylesteru
(H—Ala—Gly—0OMe.CF3C0O0H)

Boc—Ala—Gly—O0OMe [10 g 45 mmol, po-
psany H. U. Immer aj. Helv. Chim. Acta.
87, 730 (1974)] se rozpusti ve studemé (1&-
zeii s ledem) kyseling trifluoroctové (100
mil). Roztok se miché& 1 hodinu p¥i 0 °C a
rozpoustédlo se odpaii. Odparek se rozpus-
ti v methanolu, pF¥idd se diethylether, sra-
Zenina se odfiltruje a ziskd se sloulenina
uvedend v nadpisu.

Priklad 2

t-Butyloxykarbonyl-glycyl-alanyl-glycinme-
thylester (Boc—Gly—Ala—Gly—OMe)

K studenému (lazeil s ledem) roztoku
H—Ala—Gly—OMe.CH3COzH (45 mmol, po-
psanému v piikladu 1) v dimethylformami-
du (50 mol) se pridd N-ethylmorfolin
(pH ~ 8), pak se pFid4d studeny roztok Boc—
—Gly—OTcp (18 g, 45 mmol) v dimethyl-
formamidu (50 ml). Roztok se udrZuje dva
dny v ledové lazni. Rozpoustédlo se odpa-
Fi a produkt se Cisti chromatografii na ko-
lon& silikagelu za pouZiti smési ethylace-
tdtu-methanolu a pyridinu {98 : 1 : 1). Pro-
dukt krystaluje ze smé&si ethylacetdtu a
petroletheru a ziskd se slouCenina uvede-
né v nadpisu, b. t. 98—100 °C; NMR (DMSO-
-ds), 1,25 & (3H), 1,4 § (9H), 3,68 & (3H).

Pfiklad 3

Trifluoracetat glycyl-alanyl-glycinmethyl-
esteru {H—Gly—Ala—Gly—OMe.CF3C00H)

Boc—Gly—Ala—Gly—OMe (6,4 g, 20,1
mimol, popsany v prikladu 2) se rozpusti ve
studené (lazeti s ledem) kyseling trifluor-
octové (120 ml} a roztok se michd jednu
hodinu pfi 0 °C. RozpouStédlo se oadpafi, -
odparek se rozpusti v methanoclu a produkt
se vysrdZi pridanim diethyletheru. Odfil-
trovanim sraZeniny se ziskd sloucenina u-
vedend v nadpisu.

Priklad 4

t-Butyloxykarbonyl-glycyl-glycyl-alanyl-
-glycinmethylester (Boc—Gly—Gly—Ala—
—Gly—0OMe}

K studenému (ldzeil s ledem) michané-
mu, roztoku H—Gly—Ala—Gly—OME.
.CH3CO2H (6,4 g, 20,03 mmol, popsanému
v pfikladu 3) v dimethylformamidu (30 mi)
se pridd N-ethylmorfolin (2,8 ml) a pak se
pfidéd roztok Boc—Gly—OTcp (8,5 g, 24
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minol) v dimethylformamidu (20 mil). Roz-
tok se udrZuje v lazni s ledem dva dny.
Rozpoustédlo se odpafi a odparek se roz-
pusti v methanolu a produkt se vysrazi di-
ethyletherem. Krystalizaci z ethylacetatu se
ziskd sloufenina v nadpisu b. t. 103—105
stupiii Celsia a 141 °C (dimorfni); NMR
1,25 § (3H), 1,38 6 (9H), 3,65 & (3H]).

Prfiklad 5
t-Butyloxykarbonyl-glycyl-glycyl-alanyl-gly-
cinhydrazid; IX, RS = Boc (Boc—Gly—
—Gly—Ala—Gly—NH-—NH?2?)

K studenému (lazeii s ledem) michané-
mu roztoku Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—

—OMe (2,5 g, 6,7 mmol, popsanému v pii-

kladu 4) v methanolu (50 ml) se prFida
hydrazinhydrat (2,5 ml). Roztok se micha
pfi 0 °C tfi hodiny a pak pFi teplotd mist-
nosti pFes noc. SraZenina se odfiltruje, pro-
myje methanolem a vysuSenim se ziskéa
slouenina uvedend v nadpisu. Analyza ami-
nokyselin: Gly 3, Ala 0,99.

Priklad 6

t-Butyloxykarbonyl-glycyl-glycyl-alanyl-
-glycyl-S-trityl-cysteinyl-Né-t-butyloxykar-
bonyl-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenyl-
alaninmethylester {Boc—Gly—Gly—Ala—
—Gly—Cys(trt)—Lys{Boc)—Asn—Phe—
—Phe—O0Me]

K roztoku Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—
—NH—NH2 (1,57 g, 4,2 mmol, popsanému
v pfikladu 5} v dimethylsulfoxidu (25 ml}
a dimethylformamidu (25 ml) se piida 2,04
N roztok chlorovodiku v ethylacetatu (5,15
ml) p¥i teploté —10 °C. Roztok se ochladi
na—12 °C a piidd se terc.butylnitrit (0,61
ml, 5,2 mmol). Roztok se 15 minut udrZuje
pri —10 °C, ochladi se na —15 °C a nej-
prve se pPFidd N-ethyldiisopropylamin (1,8
ml, pH 8) a pak roztok H—Cys(Trt)—
—Lys[Boc)—Asn—Phe—Phe—0OMe [4,5 g,
4,19 mmol, popsany v praci H. U. Immer
aj., Helv. Chim. Acta, 57, 730 (1974)] a N-
-ethyldiisopropylaminu (0,72 ml) v dime-
thylformamidu (25 ml). Smés se michéd jed-
nu, hodinu p¥i —10 °C a pfes noc pii tep-
lot& mistnosti. Po odpafeni se odparek roz-
pusti v methanolu, produkt se vysrédZi vo-
dou a Kkrystalizaci z methanolu se ziské
slouCenina uvedend v nadpisu. Analyza a-
minokysen: Lys, 1,07; Asp, 0,97; Gly, 3,27;
Ala, 1,0, Phe, 2,08, Cysteova kyselina 1,35.

Priklad 7

t-Butyloxykarbonyl-glycyl-glycyl-alanyl-
-glycyl-S-trityl-cysteinyl-Ne-t-butyloxykar-
bonyl-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenyl-
alanin hydrazid, 1V, R = Boc—Gly—Gly—

—Ala—Gly—NH [Boc—Gly—Gly—Ala—
—Gly—Cys(trt)—Lys(Boc )—Asn—Phe—
—Phe—NH—NHz2]

K studenému (lazeii s ledem] roztoku
Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys(Trt)—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—0OMe (0,9. g,
0,66 mmpol, popsanému v prikladu 6] v di-
methylformamidu (25 ml) se pfidd hydra-
zinhydrat (1,5 ml). Roztok se micha 18
hodin pii teploté mistnosti. Rozpoustédlo
se odpaii a odparek se rozméini s metha-
nolem, vysu$i nad kysliénikem fosforetnym
a ziskd se tak slou€enina uvedend v nad-
pise. Analyza aminokyselin: Lys, 1,10, Asp,
1,00, Gly, 3,33, Ala, 1,0, Phe, 2,14, Cysteovd
kyselina 1,35.

Priklad 8

t-Butyloxykarbonyl-glycyl-glycyl-alanyl-
-glyeyl-S-trityl-cysteinyl-Ne-t-butyloxykar-
bonyl-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenyl-
alanyl-tryptofyl-Ne-t-butyloxykarbonyl-ly-
syl-O-t-butyl-threonyl-fenylalanyl-O-t- -
-butyl-threonyl-O-t-butyl-seryl-S-trityl-cys- :
tein, II, RZ = COOH a R* = Boc—Gly—
—Gly—Ala—Gly—NH [Boc—Gly—Gly—
—Ala—Gly—Cys(Trt) —Lys{Boc)—Asn—
—Phe—Phe—Trp—Lys{Boc)—Thr(But*)—
—Phe—Thr(Bu*)—Ser (But)—Cys(Trt)—
—OH]

K roztoku Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—
—Cys(Trt)—Lys{Boc)—Asn—Phe—Phe—
—NHNH2 (800 mg, 0,59 mimol, popsanému
v prikladu 7) v dimethylformamidu (12
ml), michanému pii —20 °C se pfida 1,85
N roztok chlorovodiku v ethylacetdtu
(0,795 mi, 1,475 mmol). Smés se ochladi
na —15 °C, prida se terc.butylnitrit (0,081
ml, 0,71 mmol) a roztok se michd 15 mi-
nut. Roztok H—Trp—Lys(Boc)—Trh(But)—
—Phe—Thr(Bu*)—Ser(But)—Cys(Trt)—
—OH [816 mg, 0,59 mmol, popsany H. U.
Immer aj., Helv. Chim. Acta, 57, 730 (1974)]
a N-ethyldiisopropylaminu (0,354 ml, 2,06
mmol) v dimethylformamidu (6 ml) se o-
chladi na —15 °C a prida se k vySe pfipra-
né reakéni smési. Smds se michd jednu ho-
dinu pit —15 °C a 18 hodin pfi 25 °C.
Rozpoustédlo se odpali a odparek se roz-
mélni s ledem ochlazenou kyselinou citré-
novou, prefiltruje se, promyje vodou, pak
methanolem a 2ziskd se slouCenina uvede-
nd v nadpisu. Analyza aminokyselin: Lys,
1,94, Asp, 0,96, Thr, 1,64, Ser, 0,49, Gly,
2,82, Ala, 1,00, Phe, 2,80.

Prfiklad 9
Cyklicky sulfid glycyl-glycyl-alanyl-glycyl-

-cysteinyl-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fe-
nylalanyl-tryptofyl-lysyl-threonyl-fenylala-
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nyl-threonylseryl-cysteinu, I, Rl = H—Gly—Gly—Ala—Gly—NH a R? = COOH (H--

—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys—Lys—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys—Thr—Phe—Thr-—

—Ser—Cys—0OH)

Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys(Trt)—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—Trp—
—Lys{Boc)—Thr(Bu*)—Phe—Thr(But)—
—Ser(Bu*)—Cys(Trt)—OH, popsany v pri-
kladu 8 (0,871 g, 0,32 mmol) se rozpusti
v ledové kyseling octové (150 ml) a pfi
teplotd mistnosti se pfikape b&hem jedné
hodiny k roztoku jodu v methanolu (0,5 %,
150 ml, 30 mmol). Smés se michd dalSich

45 minut, ochladi se v ladzni s ledem a pIi-
dd se roztok thiosiranu sodného ve vodé
(1IN, 6 ml) tak, aby se odstranil pfebytek
jodu , (bezbravy roztok). Rozpoustédlo se
odpafi a odparek se rozmeélni s vodou, vy-
susi, suchy produkt se rozmélni s isopro-
pyletherem a ziskd se cyklickych disulfid
hexadekapeptidu vzorce IIL

Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys—Lys(Boc }—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys(Boc])—
|

—Thr(Bu*)—Phe—Thr (Bu*)—Ser(Bu*)—Cys—OH (111).

K posledng jmenované sloucening se v
atmosfére dusiku za intenzivniho michani
v ledové lazni pfidd studeny koncentrova-
ny roztok kyseliny chlorovodikové (23 mi).
V michani se pokracduje jeSté asi 10 minut,
k roztoku se prida ledovd kyselina octova
(300 ml) a roztok se lyofilisuje. Odparek
se rogpusti ve vodé& a znovu se lyofilisuje.
Odparek se pak rozpusti v 0,01 N vodném
roztoku octanu amonného a nanese se na
kolonu karboxymethylcelulszy (Whatman
CM—23 2,5 x 30 cm]). Cista sloucenina se
eluuje 0,06 N pufrem octanu amonného.
Cistény material se lyofilisuje z vody a
ziskd se slouCenina uvedend v nadpisu ve
form& bilé pevné latky jako shl s kyseli-

MeOH
nou octovou; A 282 nm (¢ 5260), 289
max

nm (¢ 4730), analyza aminokyselin: Lys,
2,28, Asp, 1,05, Thr, 1,95, Ser, 0,93, Cys, 2,34,
Gly, 3,00, Ala, 1,05, Phe, 3,12. Opakovanou
lyofilisaci posledn& jmenovaného produktu
z vody se ziska sloucenina uvedend v nad-
pisu ve form#& volné bdze. Analyza amino-
kyselin: Lys, 2,10, Asp, 1,04, Thr, 1,80, Ser,
0,95, Cys, 2,17, Gly, 3,00, Ala, 1,07, Phe, 2,99.

Analogickym zplsobem, ale za pouZiti
rhodanu, postupem podle Hiskey a Smith,
citace vy3e, misto jodu se ziskd také slou-
¢enina uvedend v nadpisu.

Priklad 10

t-Butyloxykarbonyl-leucyl-glycyl-glycyl-ala-
nyl-glycinmethylester (Boc—Leu—Gly—
—Gly—Ala—Gly—O0OMe)

Roztok Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—O0OMe
(2,0 g, 5,35 mmol, popsany v plikladu 4)
v kyseling trifluoroctové (25 ml) se mi-
chd jednu hodinu pfi 0 °C. Rozpoustédlo se

odpati, odparek se rozmélni v etheru, pev-
ny podil se odfiltruje, vysusi a ziska se te-
trapeptid vzorce H—Gly—Gly—Ala—Gly—
—0OMe, isolovany ve fcrmé soli s kyselinou
trifluoroctovou.

Roztok poslednd uvedeného tetrapeptidu
(5,35 mmiol), Boc—Leu—OH (2,31 g, 10
mmol), 1-hydroxybenzotriazolu (1,35 g, 10
mmol), dicyklohexylkarbodiimidu (2,27 8,
11 mmol) a N-ethylmorfolinu (0,68 ml) v
dimethylformamidu (25 ml) se micha 24
hodin p¥ 0 °C. Smé&s se filtraci zbavi sra-
Zeniny a filtrat se pridd k 200 ml diethyl-
etheru. SraZenina se cdfiltruje a Kkrystali-
zaci z methanolu a isopropyletheru se zis-
k& sloufenina uvedena v nadpisu bh. t.
190,5—193 °C, [@]p® = —152° (¢ = 1,
dimethylformamid).

Pi¥iklad 11

t—ButyloxykarbonyI—leucyl—glycyl-glycyl‘-
-alanyl-glycinhydrazid, I1X, RS = Boc—Leu
[Boc——Leu——Gly—~G1y—-—A1a——G1y—~NHNH?)

Roztok Boc—Leu-—Gly—Gly—Ala—Gly—
—OMe (2,0 g, 4 mmol, popsany v prikladu
10) a hydrazinhydratu (4,12 ml, 80 mmol)
v methanclu {50 ml} se michd 4 hodiny pii
0 °C. Roztok se zahusti na 4 ml a piida se
k diethyletheru (200 ml). SraZenina se od-
filtruje, rozpusti v methanolu (4 ml) a pri-
dé se k diethyletheru (200 ml). SraZenina
se odfiltruje, vysusi a ziska se slouCenina
uvedend v nadpisu, b. t 174—176,5 °C,
[e]p = 12,0° (¢ = 1, dimethylformamid).

pPr¥iklad 12

t-Butyloxykarbonyl-leucyl-glycyl-glycyl-
-alanyl-glycyl-S-trityl-cysteinyl-Ne-t-butyl-
oxykarbounyl-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-
-fenylalaninmethylester [Boc—Leu—Gly—
—Gly—Ala—Gly—Cys(Trt)--Lys(Boc)—
—Asn—Phe-—Phe—0OMe]



207570

31

t-Butylnitrit (0,15 ml, 1,27 mmol) se pii-
dd k roztoku Boc—Leu—Gly—Gly—Ala—
—Gly—NyH; (0,308 g, 0,635 mmiol, popsa-
nému v prikladu 11} v dimethylformamidu
(5 ml) pfi —20 °C a 2,4 N kyseliny chlo-
rovodikové v ethylacetdtu (0,66 mil, 1,59
mmol). Po patnictiminutovém michdni pFi
—20 °C se pfida roztok H—Cys(Trt)—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—0OMe [0,62 g,
0,58 mmol, popsany H. U. Immer aj., Helv.
Chim. Acta. 57, 730 (1974)] a diisopropyl-
ethylaminu (0,372 ml) v dimethylforma-
midu (6 ml). Po michdni 1 hodinu p¥i —20
stupnich Celsia a 24 hodin p¥i 0 °C se roz-
tok pfidd k diethyletheru (200 ml). Sra-
Zenina se odfiltruje, rozpusti v methanolu
(5 ml) a pfidéd se k diethyletheru (200 ml).
SraZenina se odfiltruje, vysu8i a ziskd se
sloutenina uvedend v nadpisu, b. t. 238—
—240,5 °C,

Priklad 13

t-Butyloxykarbonyl-leucyl-glycyl-glycyl-
-alanyl-glycyl-S-trityl-cysteinyl-N&-t-butyl-
oxykarbonyllysyl-asparaginyl-fenylalanyl-
-fenylalaninhydrazid, IV, R4 = Boc—Leu—
—Gly—Gly—Ala—Gly—NH [ Boc—Leu—
—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys(Trt)—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—NHNHz2|

Roztok Boc—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—
~—~Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—
—OMe (0,56 g, 0,38 mmol, popsany v p¥i-
kladu 12) a hydrazinhydrdtu (0,74 mi) v
dimethylformamidu (10 ml) se micha 12
hodiny p¥i 0 °C a 24 hodin p¥i 25 °C. Roz-
tok se pridd k diethyletheru (100 ml). Sra-
Zenina se odfiltruje, rozpust! v dimethyl-
formamidu (3 ml) a pf¥idd se k diethyle-
theru (100 ml). SraZenina se odfiltruje, vy-
susi a ziskd se sloufenina uvedend v nad-
pisu, b. t. 239—242 °C. Analyza aminokyse-
lin: Lys, 1,05, Cysteinova kyselina 0,66, Asp,
0,99, Gly, 3,00, Ala, 1,11, 1/2 Cys, 0,21, Leu,
0,96, Phe, 1,86.

Priklad 14

t-Butyloxykarbonyl-leucyl-glycyl-glycyl-ala-
nyl-glycyl-S-trityl-cysteinyl-N°-t-butyl-
oxykarbonyl-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-
-fenylalanyl-tryptofyl-N=-t-butyloxykarbo-
nyl-lysyl-O-t-butyl-threonyl-fenylalanyl-O-
-t-butyl-threonyl-O-t-butyl-seryl-S-trityl-
-cystein, II, R2 = COOH a R4 = Boc—Leu—
—Gly—Gly—Ala—Gly—NH [Boc—Leu—
—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys(Trt)—
—Lys{Boc)—Asn—Phe—Phe—Trp—
—Lys(Boc]—Thr(Bu*)—Phe—Thr(But)—
—Ser(Bu*)—Cys(Trt)—0H]

t-Butylnitrit (0,03 ml, 0,28 mmol) se p¥i
—20 °C pfidd k roztoku Boc—Leu—Gly—
—Gly—Ala—Gly—Cys(Trt)—Lys(Boc)—
—Asn—Phe—Phe—NzH3 (0,20 g, 0,14 mmol,
popsanému v piikladu 13) v dimethylsul-

foxidu (2 ml), dimethylformamidu (4 ml)
a 2,21 N chiorovodiku v ethylacetdtu (0,16
ml, 0,35 mmotl). Po 15 minutovém michdni
pri —20 °C se pfidd roztok H—Trp— .
—Lys(Boc)—Thr(But)—Phe—Thr(Bu*)—

—Ser (Bu*)—Cys(Trt) —OH.HCOzH [0,20 g,
0,14 mmol, popsany H. U. Immer aj., Helv.
Chim. Acta, 57, 730 (1974)] a diisopropyl-
ethylaminu (0,08 ml, 0,49 mmol) v dime-
thylformamidu (5 ml). Roztok se michéa jed-
nu hodinu pfi —20 °C a 24 hodin pfi 0 °C.
Roztck se zahusti na 2 ml a pridd se die-
thylether (100 ml). SraZenina se odfiltruje,
promyje viodou {2 x 5 ml), methanoclem
(2 x 5 ml} a vysuSenim se ziskd slouce-
nina uvedend v nadpisu. Analyza amino-
kyselin: Lys, 1,92, Cysteova kyselina, 0,93,
Asp, 0,93, Thr, 1,38, Ser, 0,66, Gly, 3,00,
Ala, 1,02, 1/2 Cys, 0,39, Leu, 0,93, Phe, 2,70.

Priklad 15

Cyklicky disulfid leucyl-glycyl-glycyl-ala-
nyl-glycyl-cysteinyl-lysyl-asparaginyl-fenyl-
alanyl-fenylalanyl-tryptofyl-lysyl-threonyl-
-fenyl-alanyl-threonyl-seryl-cystein, I, Rl =
= H—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—NH a

R2 == COOH (H—Leu—Gly—Gly—Ala—

—Gly—Cys—Lys—Asn—Phe—Phe—Trp—

—Lys—Thr—Phe—Thr—Ser—Cys—0H)

Roztok Boc—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—
—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—
—Trp—Lys(Boc)—Thr (Bu*}—Phe—
—Thr(Bu*)—Ser({But*)—Cys(Trt)—OH (0,23
g, 0,081 mmol, popsany v piikladu 14) v
kyseliné octové (90 ml) se prikape b&hem
jedné hodiny k roztoku 0,5 % jo6du v me-
thanolu (41,5 ml, 0,81 mmol). Po dokon-
Ceni priddvéni se roztok michd p¥i teploté
mistnosti jednu hodinu a pak se ochladi
na 0 °C. Pak se pfid4 thiosiran sodny (1,62
mil), aZ roztok zlstane bezbarvy. Rozpou$§-
tédlo se odpafi, zbytek se rozmé&lni s ethe-
rem a vysuSenim se ziskd cyklicky disul-
fid heptadekapeptidu vzorce III.

Boic—-L-eu——Gly—Gly—-AIa——Gly——(if}ys—

—Lys{Boc)}—Asn—Phe—Phe—Trp—
—Lys(Boc)—Thr({Bu*)—Phe—Thr(But]—

—Ser(Bu*)—Cys—O0H (11I)

Roztok cyklického disulfidu heptadeka-
peptidu (0,155 g, 0,066 mmol) v koncentro-
vané kyseliné chlorovodikové (6,87 ml) se
intenzivné michd 8 minut p¥i 0 °C. Prida se
kyselina octova (69 ml) a roztok se lyofi-
lisuje. Zbytek se lyofilisuje z vody (50 ml).
Odparek se chromatografuje na koloné
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chemicky modifikovaného sitovaného dex-
tranu ,,Sephadex G—25M” [3 x 50 cm, €k-
vilibrovaného ve spodni f4zi a pak v hor-
ni fdzi smési n-butanol—kyselina cctovd—
—voda (4 : 1 : 5)], pfiCemZ vrchni féze se
pouZije pro desorpci peptidu. Frakce obsa-
hiujici ¢isty petpid se spoji, odpaii a lyo-
filisaci z vody se ziskd slouCenina uvedené
v nadpisu ve formé soli s kyselinou octo-

MeOH
vou., A 290 (e 5000), 281 (¢ 5540}, 275
max

(e 5205), 269 (¢ 4980), 265 (¢ 4625), 259
nm {¢ 4085). Opakovanou lyofilisaci posled-
niho produktu z vody se ziskd slouCenina
uvedend v nadpisu ve form& volné béaze.
Analyza aminokyselin: Lys, 1,98, Cysteova
kyselina 1,41, Asp, 1,26, Thr, 1,92, Ser, 0,96,
Gly, 3,00, Ala, 1,02, Leu, 0,96, Phe 2,76.

Stejnym zplsobem, ale pouZitim rhoda-
nu, metodou podle Hiskey a Smith, citace
vySe, misto jédu se rovnéZ ziskd slcucenina
uvedend v nadpisu.

Priklad 16

t-Butyloxykarbonyl-glycyl-glycyl-glycyl-ala-
nyl-glycinmethylester {Boc—Gly—Gly—Gly—
—Ala—Gly——0Me)

Roztok Boc—Gly—OTcp (3,7 g, 10,04
mmol}, H—Gly—Gly—Ala—Gly—O0OMe .
.CF3CO2H (3,12 g, 8,03 mmol, popsany v
pfikiadu 10, a N-ethylmorfolinu (1,1 ml} v
dimethylformamidu (15 ml} se michd 20
hodin pfi 0 °C. SraZenina se odfiltruje a k
diethyletheru se pridéd filtrdt. Spojené vy-

sraZené podily se krystaluji z methanoclu a.

ziskd se slouCenina uvedend v nadpisu, b.
t. 198—201 °C, [ea]p® = —3,9°, (¢ = 1,
dimethylformamid).

Priklad 17

t-Butyloxykarbonyl-glycyl-glycyl-glycyl-
-alanyl-glycinhydrazid, IX, RS = Boc—Gly
(Boc—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—NHNHz)

Roztok Boc—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—
—0OMe (1,0 g, 2,32 mmol, popsany v piikla-
du 16) a hydrazinhydréatu (1 mi, 23,2 mmol)
v methanolu (30 mil) se michd 4 hodiny
pri 0 °C. Po odpaieni se zbytek rozmé&lni s
diethyletherem a vysuSenim se ziskd slou-
Cenina uvedend v nadpisu, b. t. 221—233 °C.

Pr¥iklad 18

N,S-Ditrityl-cysteinyl-Né-t-butyloxykarbo-
nyl-lysyl-asparaginyl-fenyl-alanyl-fenyl-
alaninhydrazid, VI, [Trt—Cys(Trt}—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—NHNHz2]

Roztok Trt—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—
—Phe—Phe—OMe [1,25 g, 1,0 mmpol, po-
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psany v prdci H. U. Immer aj.,, Helv. Chim.
Acta, 57, 730 (1974)] a hydrazinhydratu
{0,97 ml, 20 mmol) v methanolu {30 ml) se
michd p¥i 0 °C dva dny. Rozpoustédlo se
odpafi a zbytek se krystaluje ze smési e-
thanolisopropylether a ziskd se sloutenina
uvedend v nadpisu, NMR (DMSO—ds): §
1,38 (s, 9 H), 7,19—7,30 (m, 40 H).

Pfiklad 19

N,S-Ditrityl-cysteinyl-N°-t-butyloxykarbo-
nyl-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenylala-
nyl-tryptofyl-N*-t-butyloxykarbonyl-lysyl-
-O-t-butyl-threonyl-fenyl-alanyl-O-t-butyl-
-threonyl-O-t-butyl-seryl-S-trityl-cystein,

VII, R? = COOH [Trt—Cys(Trt)—Lys(Boc}—
—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys(Boc)—
—Thr{Bu*)—Phe—The(Bu*}—Ser(Bu*)—
—Cys(Trt)—OH]

t-Butylnitrit (0,09 ml, 0,74 mmol) se pfi
—20 °C pfidd k roztoku Trt—Cys(Trt}—
—Lys(Boc ) —Asn—Phe—Phe—NHNH:2 (0,62
8, 0,493 mmol, popsanému v piikladu 18) v
dimethylformamidu (10 ml} a 2,6 N chlo-
rovodiku v ethylacetdtu (0,475 mi, 1,23
mmol). Po michdni pfi — 20 °C po dobu
15 minut se pridd roztok H-—Trp—
—Lys(Boc}—Thr(Bu*)—Phe—Thr(But)—
—Ser(Bu* }—Cys(Trt)—0OH . HCOOH [0,70
8, 0,493m mol, popsany H. U. Immer aj.,
Helv. Chim. Acta, 57, 730 (1974)] a diiso-
propylethylaminu (0,30 ml, 1,65 mmol) v di-
methylformamidu ({10 mil). Roztok se mi-
cha pfi —20 °C jednu hodinu a pii 25 °C
24 hodin a odpafi se. Odparek se rozmélni
s vodou, diethyletherem, studenou 1N ky-
selinou citréonovou a ziskd se sloudenina
uvedend v nadpisu — NMR (CDClz) § 1,08
a 1,13 (s, 27H), 1,37 (s, 18 H), 7,28 (m, 60
H), analyza aminokyselin: Lys, 2,23, cysteo-
va kyselina; 1,10, Asp, 1,00, Thr, 2,12, Ser,
1,02, 1/2 Cys, 0,64, Phe, 3,18.

P¥iklad 20

S-Trityl-cysteinyl-N®-t-butyloxykarbonyl-
-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenylalanyl-
-tryptofyl-Ne-t-butyloxykarbonyl-lysyl-O-t-
-threonyl-fenylalanyi-O-t-butyl-threonyl-O-
-t-butyl-seryl-S-trityl-cysteinformidt, VIII,
R2? = COOH [H—Cys(Trt)—Lys{Boc)—
—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys{Boc)—
—Thr(Bu*)—Phe—Thr(Bu*)—Ser(Bu*)—
—Cys(Trt)—OH . HCOOH

Roztok Trt—Cys(Trt)-—Lys({Boc)—Asn—
—Phe—Phe—Trp—Lys(Boc)—Thr{But}—
—Phig—Thr(But*)—Ser(Bu*}—Cys(Trt)—
—OH (0,50 g, 0,192 mmol, popsany v pii-
kiadu 19) v 6 ml smési kyseliny octové, ky-
seliny mraventi a vody {7 : 1 : 2) se michéd
6 hodin p¥i 25 °C. Rozpoustédlo se odpaii, od-
parek se rozmélni s diethyletherem a ziskéa
se sloufenina uvedend v nadpisu. Analyza
aminokyselin: Lys, 2,23, cysteovd kyselina,
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1,38, Asp, 1,00, Thr, 2,14, Ser, 0,86, Phe,
3,24,

Pr¥iklad 21

t-Butyloxykarbonyl-glycyl-glycyl-glycyl-
-alanyl-glycyl-S-trityl-cysteinyl-N®-t-butyl-
-oxykarbonyl-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-
-fenylalanyl-tryptofyl-N°-t-butyloxykarbo-
nyl-lysyl-O-t-butyl-threonyl-fenylalanyl-O-
-t-butyl-threonyl-O-t-butyl-seryl-S-trityl-
-cystein, II, R2 = COOH a RS = Boc—Gly—
—Gly—Gly—Ala—Gly—NH [Boc—Gly—
—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys(Trt)—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—Trp—
—Lys(Boc)—Thr(But)—Phe—Thr(But)—
—Ser(Bu*)—Cys(Trt)—O0H]

t-Butylinitrit (0,04 ml, 0,34 mmol) se pri
—20 °C pi#idd k roztoku Boc—Gly—Gly—
—Ala—Gly—NHNH2 (0,076 g, 0,176 mimnol,
popsanému v piikladu 17) v dimethylsulfo-
xidu (1 mi), dimethylformamidu (2 ml) a
2,5 N chlorovodiku v ethylacetdtu (0,176
mi, 0,44 mmol). Po michdni 15 minut pFi
—20 °C se piidd roztok H—Cys{Trt]—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—Trp—
—Lys(Boc)—Thr{But }—Phe—Thr(But)—
—Cys{Trt)—OH.HCOOH (0,385 g, 0,16
mimol, popsany v pfikladu 20) a diisopro-
pylethylaminu (0,12 ml} v dimethylforma-
midu {5 mi). Roztok se michd jednu hodi-
nu pii —20 °C, jednu hodinu p¥i 0 °C a 20
hodin pFi 25 °C. Rozpoudté&dlo se odpall a
odparek se p¥idd k diethyletheru (100 mil]j.
SraZenina se odfiltruje, promyje vodou, me-
thanolem a vysuSenim se ziskd sloucenina
uvedend v nadpisu. Analyza aminokyselin:
Lys, 2,30, cysteinovd kyselina, 1,42, Asp,
1,00, Thr, 2,27, Ser, 1,00, Gly, 3,84, Ala, 1,00,
Phe, 3,34.

Prfiklad 22

Cyklicky disulfid glycyl-glycyl-glycyl-ala-
nyl-glycyl-cysteinyl-lysyl-asparaginyl-fe-
nylalanyl-fenylalanyl-tryptofyl-lysyl-threo-
nyl-fenylalanyl-threonyl-seryl-cysteinu, I,

Rl = H—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—NH a
R? = COOH (H—Gly—Gly—Gly—Ala—

|
—Gly—Cys—Lys—Asn—Phe—Phe—Trp—

—Lys—Thr—Phe—Thr—Ser—Cys—OH}

Roztok Boc—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—
—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—
—Trp—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—Trp—
—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—Thr(Bu*)—
—Ser(But)—Cys(Trt)—OH (0,285 g, 0,103
mmlol, popsany v pFikladu 21) v kyselin&
octové (200 ml) se pfidd béhem 60 minut k
roztoku 0,5 % jodu v methanolu (50 ml,
1,03 mmiol) a smé&s se michd 60 minut pki

teploté mistnosti. Roztok se ochladi na 0 °C
a prida se 1N roztok thiosiranu sodného
(2,06 mmol) a ziskd se bezbarvy roztok.
Rozpoustédlo se odpalfi a olejovity zbytek
se piidd do vody (100 ml). SraZenina se od-
filtruje a vysuSenim se ziskd cyklicky di-
sulfid heptadekapeptidu vzorce III.

Boc—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys—

—Lys(Boc)—Asn~—Phe—Phe—Trp—

—Lys(Boc)—Thr({Bu*)—Phe—Thr(Bu*)—

I
—Ser(Bu*)—Cys—O0H (111)

Roztok posledné zminéného cyklického
disulfidu heptadekapeptidu (0,10 mmol} v
kioncentrované Kyseliné chlorovodikové (10
mi) se michd 10 minut p¥i 0 °C v atmosié-
fe dusiku. Prida se kyselina octova (100 mi)
a roztok se lyofilisuje. Po dalSi lyofilisaci z
vody (100 ml) se roztok podrobi rozdélo-
vaci chromatografii na kolong& chemicky
modifikovaného sitovaného dextranu [,,Sep-
hadex G—25M”, 3 x 50 cm, pfipraveny
ve spodni fézi smési n-butanol—kyselina
octovd—voda (4 : 1 : 5) a pak ekvilibro-
vany ve vrchni fazi] a pouZitim vrchni
fdze smési se desorbuje témér Cisty hepta-
dekapeptid. Cisté frakce se spoji, odpali a
lyofilisaci se ziskd sloufenina uvedend v
nadpisu ve formé& soli s kyselinou octovou

MeOH

A 283 (¢ 6702), 289 nm (e 6350). Opa-
max

kovanou lyofilisaci posledné uvedeného

produktu z vody se ziskd slouCenina uve-
dena v nadpisu ve formé& volné bdze. Ana-
lyza aminokyselin: Lys, 2,00, cysteovd Kky-
selina, 1,42, Asp, 1,09, Thr, 1,89, Ser, 0,91,
Gly, 3,64, Ala, 0,98, Phe, 295. :

Stejnym zplsobem, ale pouZitim rhoda
nu, postupem podle Hiskey a Smith, cita-
ce vy3e, misto jodu se ziskd sloufenina u-
vedend v nadpisu.

Priklad 23

N,S-Ditrityl-cysteinyl-Né-t-butyloxykarbo-
nyl-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenylala-
nyl-tryptofyl-N°-t-butyloxykarbonyl-lysyl-
-0-t-butyl-threonyl-fenylalanyl-O-t-butyl-
-threonyl-O-t-buty!-seryl-2-tritylthioethyl-
amid, VII, RZ = H [Trt—Cys(Trt)—
—Lys(Boc}—Asn—Phe—Phe—Trp—
—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—Thr(But)—
—Ser(Bu* ) —NHCH2CH2S—Trt]

Hydrazid . pentapeptidu Trt—Cys{Trt)—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—NHNHz (0,80
g, 0,637 mmol, popsany v piikladu 18) se
rozpustl v bezvodém dimethyliormamidu
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{9 ml} a ochladi se na —20 °C. Prida se
kyselina chlorovodikovd v ethylacetatu (2,4
N, 0,691 mil) a pak terc.butylnitrit (0,0872
ml, 0,764 mmol). Sm&s se michd 15 minut
p¥i —15 °C. Roztok H—Trp—Lys(Boc)—
—Thr(Bu*)—Phe—Thr(Bu*}—Ser(Bu*)—
—NHCH2CH2S—Trt (0,852 g, 0,637 mmol},
pripraveny podle USA patentu €. 3 917 581
7 4. XI. 1975, v dimethylformamidu (8 mil},
obsahujici N-ethyldiisopropylamin (0,272
ml, 1,59 mmol), se ochladi na —15 °C a
prikape se k vy3e pfipravené reakCni sme-
si. V michani se pokratuje jednu hodinu
pFi —15° C a p¥i teploté mistnosti pi'es noc.
Reakéni smeés se odpari za sniZeného tla-
ku, odparek se rozmé&lni s vodou, pfefil-
truje se, promyje vodou a vysuSi se nad
kysliénikem fosforetnym. Odparek se chro-
matografuje na kolon& silikagelu (163 g)
chloroformem obsahujicim methanol (3 %)
a pyridin (0,3 %) jako elu¢nim ¢inidlem a
Cisty produkt se krystaluje ze smési me-
thanolu a isopropyletheru. Ziska se slou-
¢enina uvedend v nadpisu, h. t. 163—180
stupiiti Celsia (rozkl.].

Analyza pro Ci49H1s0N1601952

vypotteno:

C 69,85, H 7,04, N 8,76 %;
nalezeno:

C 69,24, H 7,09, N 8,90 %.

Pfiklad 24

S-Trityl-cysteinyl-Ne-t-butyloxykarbonyl-
-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenylalanyl-
-tryptofyl-Ne-t-butyloxykarbonyl-lysyl-O-t-
-butyl-threonyl-fenylalanyl-O-t-butyl-threo-
nyl-O-t-butyl-seryl-2-tritylthioethylamid-
formiat, VIII, R2 = H [H—Cys(Trt)—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—Trp—
—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—Thr{Bu*}—
—Ser(Bu* ) —NHCH,CH,S—Trt . HCOOH]

Undekapeptid Trt—Cys(Trt)—Lys(Boc)—
—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys(Boc)—
—Thr(Bu*)—Phe—Thr(But}—Ser(Bu*)—
—NHCH2CH2S—Trt (0,909 g, 0,355 mmol,
popsany v piikladu 23) se rozpusti ve smeé-
si kyseliny octové, kyseliny mravenci a vo-
dy (7 : 1 :2) (10 ml) a roztok se micha
pFes noc pri teplot€ mistnosti. Rozpous-
t8dlo se idpaili a odparek se rozmélni s
vodou. Ziskand sloufenina se odfiltruje, pro-
myje vodou a vysu$§i nad kysli¢nikem fos-
foreCnym. Pevny podil se né&kolikrét roz-
mélni se smési petrolether/ether a vysuSe-
nim se ziskd sloufenina uvedend v nadpi-
se. Analyza aminokyselin: Lys, 2,03, Asp,
1,00, Ser, 0,87, Phe, 2,97, cysteova kyseli-
na, 0,90, Thr, 1,85.

Priklad 25

t-Butyloxykarbonyl-leucyl-glycyl-glycyl-
-alanyl-glycyl-S-trityl-cysteinyl-N°-t-butyl-
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oxykarbonyl-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-
-fenylalanyl-tryptofyl-N°-t-butyloxykarbo-
nyl-lysyl-O-t-butyl-threonyl-fenylalany!-O-
-t-butyl-threonyl-O-t-butyl-saryl-2-trityl-
thicethylamid, II, R? = H a RY! == Boc—
—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly-——NH [Boc—
—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys(Trt] —
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—Trp—
—Lys(Boc)—Thr(Bu")—Phe—Thr{Bu*)—
—Ser{Bu* )} —NHCH2CH2S—Trt]

Hydrazid pentapeptidu Boc—Leu—Gly—
—Gly—Ala—Gly—NHNHz (0,086 g, 0,136
mmol, popsany v piikladu 11] se rozpusti
v dimethylformamidu{ 3 ml) a ochladi se
na —20 °C. P#idd se kyselina chlorovodi-
kovd v ethylacetdtu (2N, 0,175 ml) a pak
terc.butylnitrit (0,0186 ml, 0,163 mmol).
Smés se michad 15 minut pfi —15 °C. Roz-
tok H—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—Phe—
—Phe—Trp—Lys(Boc)—Thr(But)—Phe—
—Thr(Bu*t)—Ser(But)}—NHCH2CH2S—Trt
(0,315 g, 0,133 mmol), popsany v prikladu
24, v dimethylformamidu (4 ml) a obsa-
hujici N-ethyldiisopropylamin (0,082 ml,
0,476 mmol) se ochladi na —15 °C a prFika-
pe se k vySe pripravené reakCni smési. V
michéani se pokratuje jednu hodinu pfi —15
stupnich Celsia a pii teploté mistnosti pfes
noc. Reakéni smés se odpa¥i za sniZeného
tlaku, odparek se rozmélni ve studené Kky-
seling citronové (1 N}, prefiltruje se a pro-
myje vodou. Pevny podil se rozmélni s me-
thanolem a vysu$i se nad kyslitnikem fos-
foreénym a ziskd se slouenina uvedend v
nadpisu. Analyza aminokyselin: Lys, 1,88,
Cysteové kyselina, 0,84, Asp, 1,00, Thr, 1,94,
Ser, 0,97, Gly, 2,78, Ala, 0,89, Leu, 0,89, Phe,
3,11.

Priklad 26

Cyklicky disulfid leucyl-glycyl-glycyl-ala-
nyl-glycyl-cysteinyl-fenylalanyl-fenylala-
nyl-tryptofyl-lysyl-threonyl-fenylalanyl-
-threonyl-seryl-2-thioethylamid, I, Rl = H—
—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—NH a RZ=H
[H——Leu—Gly~—Gly——A1a—Gly——(llys—

—Lys—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys—Thr—

—Phe—Thr—Ser—~NHCH2CH2S )

Roztok Boc—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—
—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—
—Trp—Lys(Boc)—Thr(But}—Phe—
—Thr(Bu*)—Ser(But)—NHCH2CH2S—Trt
(0,230 g, 0,083 mmol, popsany v piikladu
25) v kyseling octové (100 ml) se pomalu
pfida k intenzivné michanému roztoku jo-
du (0,211 g, 0,83 mmol) v methanolu (42
ml) pii teploté mistnosti. Po skonceni pfi-
davani se roztok michd 60 minut pFi tep-
lot& mistnosti. Roztck se ochladi na 0 °C a
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pro rozloZeni prebytku jédu se pomalu pii-
da roztok thiosiranu sodného ve vodé (1 NJ.
Rozpoustédlo se odpa¥i tém&F k suchu,
zbytek se rozmélni se studenou vodou, pie-
filtruje se, promyje vodou a vysu$i kys-
litnfkem fosforeénym. Pevny podil se pro-
myje etherem a vysuSenim se ziskd cyklic-
ky disulfid vzorce IIL

Boc—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys—

—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—Trp-—

—Lys(Boc)—Thr(Bu™* )—Phe—Thr(But)—

—Ser (Bu*)—NHCH3CH2S (I11).

Tento cyklicky hexadekapeptid se inten-
zivné michd p¥i 0 °C v atmosféfe dusiku
10 minut v koncentrované kyselind chlo-
rovodikavé (7 ml). PF¥id4d se kyselina octo-
vd (90 ml} a roztok se lyofilisuje. Odparek
se d&li rozdé&lovaci chromatografii na kolo-
ng chemicky modifikovaného sitovaného
dextranu [,Sephadex C 25M, 3 x 50 cmy,
ekvilibrovaného ve spedni fazi smési n-bu-
- tanol—Kkyselina octovd—voda (4 : 1 : 5) a
pak ekvilibrovaného ve vrchni fdzi]. Pou-
Zitim vrchni fdze se z kolony desorbuje v
podstaté C&isty hexadekapeptid. Cisté frak-
ce se spoji, odpa¥i a lyofilisaci se ziska

slouenina uvedend v nadpisu ve formé
MeOH

soli s kyselinou octovou, A 290 (4,290),
max

282 (4,910), 273 nm (¢ 4,630). Opakovanou
lyofilisaci posledné uvedeného produktu z
vody se ziskd sloufenina uvedend v nad-
pisu ve formé& volné bdze. Analyza amino-
kyselin: Lys, 2,01, Asp, 1,35, Ser, 0,93, Ala,
0,99, Phe, 2,52, Cysteova kyselina, 0,66, Thr,
1,98, Gly, 3,00, Leu, 0,96.

P¥iklad 27

t-Butyloxykarbonyl-glycyl-glycyl-glycyl-
-alanyl-glycyl-S-trityl-cysteinyl-Ne-t-butyl-
oxykarbonyl-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-
-fenylalanyl-tryptofyl-Ne-t-butyloxykarbo-
nyl-lysyl-O-t-butyl-threonyl-fenylalanyl-O-
-t-butyl-threonyl-O-t-butyl-seryl-2-trityl-
thioethylamid, II, R2 = H a RYf = Boc—
—Gly—Gly—Ala—Gly—NH [Boc—Gly—
—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys(Trt)—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—Trp—
—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Ser(But)—
—NHCH2CHzS—Trt]

Hydrazid pentapeptidu Boc—Gly—Gly—
—Gly—Ala—NHNH; (0,0608 g, 0,141 mmol,

10

bopsany v prikladu 17} se rozpusti v bez-
vodém dimethylformamidu (6 ml] a dime-
thylsulfoxidu (2 ml) a ochladi se na —20
stupiili Celsia. P¥idd se kyselina chlorovo-
dikova v ethylacetatu [2 N, 0,176 ml, 0,352
mimol), pak terc.butylnitrit (0,0194 ml, 0,169
mmol). Smés se michd 15 minut p¥i —15
stupnich Celsia a k této reakéni smdsi se
prikape roztok H—Cys(Trt)—Lys(Boc)—
—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys(Boc)—
—Thr(Bu*)—Phe—Thr(Bu*)—Ser(Bu*)—
—NHCH2CH2S—Trt (0,327 g, 0,138 mmol,
popsany v pfikladu 24) v dimethylforma-
midu (4 mil), obsahujici N-ethyldiisopro-
pylamin (0,085 mil, 0,494 mmol), ochlazeny
na —15 °C. V michdni se pokraduje jednu
hodinu p¥i —15 °C a pFes noc p¥i teploté
mistnosti. Reak¢ni smé&s se odpa¥l za sni-
Zeného tlaku, odparek se rozmélni s le-
dem cchlazenym roztokem (1 N) kyseliny
citronoveé, prefiltruje se a promyje vodou.
Pevny podil se rozm&lni s methanolem a
vysusi se nad Kysli¢nikem fosforetnym a
ziskd se slouCenina uvedend v nadpisu.
Analyza aminokyselin: Lys, 2,31, cysteova
kyselina, 0,84, Asp, 1,00, Thr, 2,26, Ser, 1,19,
Gly, 4,00, Ala, 0,84, Phe, 3,2.

P¥iklad 28

Cyklicky disulfid glycyl-glycyl-glycyl-
-alanyl-glycyl-cysteinyl-fenylalanyl-fenyl-
alanyl-tryptofyl-lysyl-threonyl-fenylalanyl-
-threonyl-seryl-2-thioethylamid, I, Rl = H—
—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—NH a R2 = H

|
(H—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys—Lys—
—Asn—Phe—Phe—Trp—ILys—Thr—Phe—

|
—Thr—Ser—NHCH2CH2S)

Roztok Boc—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—
—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—
—Trp—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—
—Thr(But)—Ser(Bu*)—NHCH2CH2S—Trt
(0,224 g, 0,083 mmol, popsany v prikladu
27) v kyseliné octové (160 ml) se pomalu
prida k intenzivné michanému roztoku jo6-
du (0,211 g, 0,83 mmol) v methanolu (42
ml} pFi teplotd mistnosti. Po skonfeni pri-
ddvéni se roztok michd 60 minut pfi tep-
loté mistnosti. Roztok se ochladi na 0 °C a
roztokem thiosiranu sodného ve vodé (1 N,
pridavanym pomalu, se rozloZi prebytek jo-
du [(bezbarvy roztok). Rozpoustédlo se od-
pari témé&F k suchu a odparek se rozmélni
se studenou vodou, prefiltruje a vysu3i nad
kysli¢nikem fosforeénym. Pevny podil se
promyje etherem- a vysulenim se ziskéa
cyklicky disulfid vzorce III.



207570

41

Boc—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys—

—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—Trp—
—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—Thr(Bu*)—

—Ser(Bu* ) —NHCH2CH2S.
(111)

Cyklicky hexadekapeptid se intenzivné
miché pfi 0 °C v atmosféfe dusiku 10 minut
v koncentrované Kkyselin& chlorovodikové
(7 ml). Pridd se kyselina octova (90 mil) a
roztok se lyofilisuje. Odparek se rozpusti
v 2% kyseling octové ve vod& a lyofilisuje
se. Odparek se dé&li rozdélovaci chromato-
grafii na koloné chemicky modifikovaného
sitovaného dexiranu {,Sephadex G—25M”,
3 x 50 cm, ekvilibrovany ve spodni féazi
sm@si n-butanol—Xkyselina octovd—voda (4 :
: 1 : 5) a pak ekvilibrovany za pouZiti
vrchni fdze pro desorbci v podstaté Ciste-
ho hexadekapeptidu]. Cisté frakce se spoji,
odpaii a lyofilisaci se ziskd slouCenina u-
vedend v nadpisu ve formé& soli s kyseli-

MeOH
nou octovou, A 288 (¢ 4870), 280 (¢
max

Analyza aminokyselin: Lys, 1,72, Asp, 1,00,
5575), 274 (e 5380), 268 (¢ 5185), 265 nm
(¢ 4955). Opakovanou lyofilisaci posledni-
ho produktu z vody se ziskd slouCenina u-
vedend v nadpisu ve formé& volné béze.
Ser, 0,73, Ala, 0,69, Phe, 2,78, Cysteovd ky-
selina 0,57, Thr, 1,69, Gly, 3,59.

P¥iklad 29

t-Butyloxykarbonyl-glycyl-glycyl-alanyl-
-glycyl-S-trityl-cysteinyl-Ne-t-butyloxykar-
bonyl-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenyl-
alanyl-tryptofyl-Ne-t-butyloxykarbonyl-ly-
syl-O-t-butyl-threonyl-fenylalanyl-O-t-butyl-
-threonyl-0-t-butyl-seryl-2-trityl-thioethyl-
amid, II, RZ = H a R* = Boc—Gly—Gly—
—Ala—Gly—NH [Boc—Gly—Gly—Ala—
—Gly—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—Phe—
—Phe—Trp—Lys(Boc)—Thr (But)—Phe—
—Thr(Bu*)—Ser(Bu* ) —NHCH2CHz—Trt]

K roztoku Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—
—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—
—NHNH2 (800 mg, 0,59 mmol, pFipravené-
mu podle pifkladu 7) v dimethylformami-
du (12 mil) se pfi —20 °C pFidd za michéni
1,85 N roztok chlorovodiku v ethylacetdtu
(0,795 ml, 1,475 mmol). Smés se ochladi na
—15 °C, prida se terc.butylnitrit (0,081 ml,
0,71 mmol) a roztok se michd 15 minut.
K takto p¥ipravené reak¢ni smési se prida
roztok H—Trp—Lys(Boc)-—Thr(But}—
—Phe—Thr (Bu* )—Ser{But )—NHCH3:CHz—
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—~S—Trt (0,852 g, 0,637 mmol), p¥ipraveny

postupem podle USA patentu ¢. 3917 581
z 4. XI. 1975, a N-ethyldiisopropylaminu
(0,354 mil, 2,06 mmol} v dimethylforma-
midu (6,0 ml), ochlazeny na —15 °C. Smés
se michéd jednu hcdinu pfi —15 °C a 18 ho-
din p¥i 25 °C. Rozpou$tédlo se odpaii a
odparek se rozmélni s ledem ochlazenou
kyselinou citrénovou, piefiltruje se, prio-
myje vodou a methanolem a vysuSenim se
ziskd slouCenina uvedend v nadpisu. Ana-
lyza aminokyselin: Lys, 2,01, Asp, 0,97, Thr,
1,60, Ser, 0,65, Cysteovéd kyselina, 0,87, Gly,
2,92, Ala, 1,00, Phe, 2,97.

P¥iklad 30

Cyklicky disulfid glycyl-glycyl-alanyl-gly-
cyl-cysteinyl-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-
-fenylalanyl-tryptofyl-lysyl-threonyl-fenyl-
alanyl-threonyl-seryl-2-thioethylamid, I,

R! = H—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—NH a
R2 = H (H—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys—

—Lys—Asn—Phg—Phe—Trp—Lys—Thr—

|
—Phe—Thr—Ser—NHCH2CH:S)

Boc—Gly—Gly—Ala—Gly—Cys(Trt)—
—Lys{Boc)—Asn—Phe—Phe—Trp—
—Lys(Boc)—Thr(But)—Phe—Thr(But)—
—Ser(Bu*)—NHCH2CH3S—Trt, popsany v
pfikladu 29 (0,860 g, 0,30 mmol), se roz-
pusti v ledové kyseliné octové (150 ml) a
pfikape se pfi teploté mistnosti k roztoku
jodu v methanolu (0,5 %, 150 ml, 30 mmol)
a reak¢nf smés se michd jednu hodinu. Smds
se michd dalSich 45 minut, ochladi se v
lazni s ledem a roztok thiosiranu sodného
ve vodé (1N, 6 ml) se pt¥idd, aby se roz-
loZit prebytek jodu (bezbarvy roztok. Roz-
tok se odpafi a zbytek se rozmélni s vo-
dou, vysudi a bezvody produkt se rozmé&lni
s isopropyletherem a ziskd se cyklicky di-
sulfid pentadekapeptidu vzorce III.

Boc—Gly—Gly—Ala—Gly— (llysﬁLys( Boc)—

—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys{Boc)—
—Thr (Bu*)—Phe—Thr{Bu*)—Ser(But)—

—NHCH2CH2S . (II1)

K posledné jmenjované sloufeniné se pii-
da studend koncentrovand Kkyselina chlo-
rovodikova (23 ml} za michéni v lazni s
ledem a v atmosfére dusiku. V michéni se
pokracduje 10 minut, pfida se ledova kyse-
lina octovd a roztok se lyofilisuje. Odpa-
rek se rozpusti ve vodé a znovu se lyofili-
suje. Odparek se rozpusti v 0,01 N vodném
octanu amonném a nanese se na kolonu
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karboxymethylcelulozy (,,Whatman CM—23”
25 x 30 cm). Cistd sloufenina se eluuje
0,06 N pufrem octanu amonného. Cist&ny
materidl se lyofilisuje z vody a. ziskd se
slouenina uvedend v nadpisu ve formé
bilé pevné latky jako s@il s kyselinou oc-

MeOH
tovou A 282 nm (¢ 5120), 289 nm
max

{¢ 4610). Opakovanou lyofilisaci posledné
jmenovaného produktu z vody se ziska
sloutenina uvedend v nadpisu ve formé
volné béaze. Analyza aminokyselin: Lys, 2,06,
Asp, 1,02, Thr, 1,75, Ser, 0,91, cysteovéd ky-
selina, 0,73, Gly, 3,00, Ala, 1,10, Phe, 3,11

Analogickym zplsobem, ale pouZitim rho-
danu zplsobem podle prdce Hiskey a Smith,
citace vySe, misto jédu se také ziska slou-
¢enina uvedend v nadpisu.

Priklad 31

Acetyl-(S-trityl)cysteinyl- [ N-t-butoxykar-
bonyl)lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenyl-
alaninmethylester [Ac—Cys(TIrt)—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phie—0Me |

Roztok p-nitrofenylacetétu [0,191 g, 1,05
mimol, pfipraveny postupem F. D. Chatta-
way, ]. Chem. Soc., 2495 (1931)] v dime-
thylformamidu (4 ml) se pfi 0 °C prida k
roztoku H—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—
—Phe—Phe—OMe . HOAc (0,750 g, 0,698
mimol, pfipravenému podle H. U. Immer aj.,
Helv. Chim:. Acta., 57, 730 (1974) a N-ethyl-
morfolinu (0,1 ml). Po 24 hodindch michéa-
ni pfi 0 °C se rozpoustédlo odpafi za sni-
Zeného tlaku. Odparek se rozpusti v me-
thanolu (3 ml) a pomalu se pfidava k di-
ethyletheru (200 ml). SraZenina se odfil-
truje a krystalizaci z ethanolu se ziské
slouCenina uvedena v nadpisu, b. t. 219,5—
—221 °C, [@]p®® = —21,6° (¢ = 1, dime-
thylformamid).

Stejnym zpdsobem za pouZiti p-nitrofe-
nylesterfi kyseliny mravendi, propionové,
maselné, isomdéselné, pivalové, n-hexanové
nebo kyseliny benzoové misto p-nitrofenyl-
acetdtu se pripravi odpovidajici sloufeniny
vy8e uvedeného vzorce, kde Ac je nahra-
zena za formyl, propionyl, n-butanoyl, iso-
butanoyl, pivaloyl, n-hexanoyl nebo benzo-
yl zbytky.

P¥iklad 32

Acetyl-(S-trityl]cysteinyl- (N-t-butoxykar-
bonyl)lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenyl-
alaninhydrazid, IV, R4 = NHCOCH3 [Ac—
—Cys(Trt)—Lys[Boc)—Asn—Phe—Phe—
—NHNHz)

Roztok Ac—Cys(Trt)—Lys({Boc)—Asn—
—Phe—Phe—OMe (0,40 g, 0,379 mmol, po-
psany v pfikladu 31) a hydrazinhydrat (0,37
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m-l, 7,58 mmol) v methanolu (15 ml) se
michéd 48 hodin pFi 0 °C. SraZenina se od-

filtruje a vysuSenim se ziskd slouCenina
uvedend v nadpisu, b. t. 236—237 °C,
[@]p?® = —28,6° (¢ = 1, dimethylforma-
mid).

Stejnym zptsobem, pouZitim piislusnych
ostatnich vychozich materidli, popsanych
v pf¥ikladu 31, se ziskaji odpovidajici slou-
Ceniny vzorce IV, kde R¢ je NHR3, kde RS,
je formyl, propionyl, n-butanoyl, isobuta-
noyl, pivaloyl, n-hexanoyl nebo benzoyl.

Priklad 33

Acetyl-(S-trityl]cysteinyl-(N*-t-butoxykar-
bonyl)lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenyl-
alanyl-tryptofyl-(Ne-t-butoxykarbonyl)ly-
syl-(O-t-butyl)}-threonyl-fenylalanyl-(O-t-
-butyl)threonyl- [ O-t-butyl )-seryl-2-trityl-
thioethylamid, II, RZ = H a R4 = NHCOCHj3
[Ac—Cys(Trt)—Lys(Boc)—Asn—Phe—
—Phe—Trp—Lys(Boc)—Thr(But)—
—Ser(But)—Ser(But)—NHCH2CH2S—Trt]

Roztok Ac—Cys(Trt)—Lys{Boc)—Asn—
—Phe—Phe—NHNH, (IV]) (0,240 g, 0,227
mmol, popsany v pfikladu 32) v bezvodém
dimethylformamidu (2 ml) a dimethyl-
sulfoxidu (1 ml) se ochladi na —20 °C.
Pridd se kyselina chlorovodikova v ethyl-
acetatu (2,1 N, 0,273 mmol} a pak t-butyl-
nitrit (0,0312 ml, 0,273 mmol). Smés se
michd 15 minut pfi —15 °C a k této re-
ak¢ni smési se pPikape roztok H—Trp—
—Lys(Boc)—Thr(Bu* ) —Phe—Thr(Bu*)—
—Ser{But}—NHCHzCHsS—Trt (V, 0,304 g,
0,227 mmol), pripravovany postupem po-
dle USA patentu & 3917581 z 4. XI. 1975,
v dimethylformamidu (3 ml), obsahujici N-
-ethyldiisopropylamin (0,097 ml, 0,568
mmol), ochlazeny na —15 °C. Smés se mi-
ché jednu hodinu p¥i —15 °C a pak 20 ho-
din pfi 25 °C. Rozpoustédlo se odpafi za
sniZeného tlaku. Odparek se rozmélni s le-
dem ochlazenou Kyselinou citrénovou (1
N}, pfefiltruje se, promyje vodou a vysusi

"nad kyslinikem fosfore€nym. Pevny zby-

tek se rozmélni s methanolem, prefiltruje
se, vysusi nad kyslitnikem fosforeCnym a
ziskd se sloufenina uvedend v nadpisu. Ana-
lyza aminokyselin: Lys, 1,82, Asp, 1,00, Ser,
0,76, cysteovd kyselina, 0,93, Thr, 1,87, Phe,
3,10.

Stejnym zplisobem, ale pouZitim odpovi-
dajicich ostatnich vychozich materiald vzor-
ce 1V, kde R% je NHR? popsany v prikladu
32, ziskaji se odpovidajici sloufeniny vzor-
ce 1I, kde R? je H a RY je NHRS, R’ je for-
myl, propionyl, n-butanoyl, iscbhutanoyl, pi-
valoyl, n-hexanoyl nebo benzoyl.

Priklad 34
Cyklicky disulfid acetyl-cysteinyl-lysyl-as-

paraginyl-fenylalanyl-fenylalanyl-tryptofe-
nyl-lysyl-threonyl-fenylalanyl-threonyl-
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-seryl-2-thicethylamid, I. R! = NHCOCHs a
RZ = H [Ac——fys—Lys—Asn——Phe——Phe——

—Trp—Lys—Thr—Phe—Thr—Ser—

—NHCH2CH2S)

Roztok Ac—Cys(Trt}—Lys{Boc)—Asn—
—Phie—Phe—Trp—Lys(Boc)—Thr(But)—
—Phe—Thr({Bu*)—Ser(But)]—NHCH2CH2S—
—Trt (0,260 g, 0,110 mmol, popsany v pFi-
kladu 33) v kyseling octové (61 ml) se
pomalu priddva k michanému roztoku jo-
du (0,278 g, 1,1 mmol) v methanolu (56
ml) pii 25 °C. Po skonCeni piidavani se
roztok michd jednu hodinu pii 25 °C. Roz-
tok se ochladi na 0 °C a roztok 1 N thio-
siranu sodného ve vodé se pomalu piida-
vé, aby se rozloZil pfebytek jodu (bezharvy
roztok). Rozpoustédle se odpafi za sniZe-
ného tlaku a odparek se rozmélni s vodou.
SraZenina se odfiltruje, promyje vodou a
vysudi nad kyslitnikem fosforeCnym a zis-
kéa se cyklicky chrénény undekapeptid vzor-
ce III.

Ac—Cys—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—

—Trp—Lys(Boc)—Thr (But)—~Phe—

—Thr(Bu*)—Ser(But)—NHCH2CH2S
(11I)

Posledng& jmenovany cyklicky peptid se
intenzivng micha pri 0 °C v atmosfére du-
siku 10 minut v koncentrované Xkyseling
chlorovodikové (9,1 ml). Prida se Kkyselina
octovd (119 ml} a roztok se ihned lyofili-
suje. Odparek se rozpusti v horni fazi sys-
tému rozpouStédel butanol—Kkyselina octo-
vd—voda (4 : 1 : 5) a nanese se na kolo-
nu chemicky modifikovaného sitcvaného
dextranu (Sephadex 6-—25M), priprave-
ného ve spodni fazi rozpoustéciho systému.
Vrchni faze vySe uvedeného systému roz-
poustédel se pouZije pc desorpci undeka-
peptidu. Frakce obsahujici Cisty produkt se
spoji a odpari za sniZeného tlaku. Odparek
se rozmélni v diethyletheru, rozpusti se v
5% kyseling octové a lyofilisaci se ziska
sloufenina uvedend v nadpisu ve formé so-
li s kyselinou octovou. UV (methanol] A
max 290 (¢ 4990), 282 (¢ 5455), 274 nm
(e 5095).

Posledné jmenovand sloucenina ve for-
mé soli s kyselinou octovou se podrobi o-
pakované lyofilisaci z vody a ziskéd se slou-
¢enina uvedend v nadpisu ve formé voiné
béze. Analyza aminokyselin: Lys, 1,93, Asp,
1,00, Ser, 0,84, cysteovd kyselina, 0,80, Thr,
1,84, Phe, 2,97.

Stejnym zplsobem pouZitim piisluSnych
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ostatnich vychozich materialll vzorce I,
kde R? je H a R? je NHR3 popsany v pii-
kladu 33, se ziskaji odpovidajici slouleni-
ny vzorcti III a I, kde R? je H a R? a R,
resp. jsou NHR3, kde R3 je formyl, propio-
nyl, n-butanoyl, isobutanoyl, pivaloyl, n-he-
xanoyl nebo benzoyl.

Priklad 35

Pentachlorfenylester 3-tritylthiopropionové
kyseliny (Trt—S—CHzCH2C00Pcp}

3-Tritylthiopropionovd kyselina [1, Og,
2,87 mmol, popsand R. C. Hiskey a M. A.
Harpold, J. Org. Chem., 33, 559 (1968)] se
rozpusti v tetrahydrofuranu (25 ml) a pri-
da se pentachlorfenol (0,765 g, 2,67 mmol).
Smés se ochladi na 0 °C, pfidd se dicyklo-
hexylkarbodiimid (0,596 g, 2,87 mmol) a
reakéni smés se micha jednu hodinu pfi
0 °C a jednu hodinu p# 25 °C. Reak¢ni
smés se pak ochladi na 0 °C, prefiltruje se
a filtrat se odpari za sniZeného tlaku. Od-
parek se krystaluje z ethylacetdtu a ziska
se sloufenina uvedend v nadpisu, b. t. 154-—
—156 °C.

Priklad 36

3-Tritylthiopropionyl- [ N*-t-butoxykarbo-
nyl)lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenylala-
ninmethylester [Trt—SCH2CH200—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—0OMe]

Roztok pentachlorofenylesteru  3-trityl-
thiopropionové kyseliny (0,597 g, 1 mmol,
popsany v piikladu 35), H-—Lys(Boc]—
—Asn—Phe—Phe—OMe . HOAc [1 mimol,
pripraveny podle H. U. Immer aj, Helv.
Chim. Acta., 57, 730 (1974)] a triethylami-
nu (0,14 ml, 1 mmol) se michéa t¥i dny pii
25 °C. Rozpoustddlo se odpafi za sniZeného
tlaku. Odparek se rozmeélni v ledem ochla-
zeném roztoku 1 N kyseliny citrénové, pfle-
filtruje se, promyje vodou a vvysudi hydro-
xidem draselnym. Pevny podil se Kkrystalu-
je z methanolu a ziskd se slouCenina uve-
dend v nadpisy, b. t. 215—220 °C.

P¥iklad 37

3-Tritylthiopropionyl-  Ne-t-butexykarbo-
nyl)lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenylala-
ninhydrazid, IV, R4 = H [Trt—SCH2CH2C0—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—NHNHz]

Roztok Trt—SCH2CH2CO—Lys(Boc)—
—Asn—Phe—Phe—O0OMe (0,900 g, 0,9 mmol,
popsany v piikladu 36) a hydrazinhydrat
(1 ml) v dimethylformamidu (20 mi} se
michd 20 hodin pri 25 °C. Rozpoustédio se
odpaii za sniZeného tlaku. Odparek se roz-
melni ve studené vodé, prefiltruje se, pro-
myje se s vodou a vysuSenim se ziska slou-
¢enina uvedend v nadpisu, b. t. 225—235 °C.
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P¥iklad 38

3-Tritylthiopropionyl-( N*-t-butoxykarbo-
nyl)lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenylala-
nyl-tryptofyl- (N°-t-butoxykarbonyl)lysyl-
-(O-t-butyl)threonyl-fenylalanyl-( O-t-bu-
tyl)threonyl-( O-t-butyl )seryl-2-tritylthio-
ethylamid, II, R2 a R4 = H [Trt—
—S8CH2CH2C0—Lys(Boc)—Asn—Phe—
—Phe—Trp—Lys(Boc)—Thr (Bu*)—Phe—
—Thr(Bu*)—Ser(Bu*)—NHCHzCH2S—
—Trt)

Roztok Trt—SCH2CH2CO0—Lys(Boc)—
—Asn—Phe—Phe—NHNH2 (0,500 g, 0,5
mmol, popsany v prikladu 37) v dimethyl-
sulfoxidu (5 ml) a dimethylformamidu (20
ml} se ochladi na —20 °C. Pak se ptida
roztok kyseliny chlorovodikové v ethylace-
tatu (1,4 N, 0,895 ml) a pak terc.butylnit-
rit (0,069 ml, 0,6 mmol). Smés se michd
15 minut pfi —15 °C a ptida se na —15 °C
ochlazeny roztok H—Trp—Lys(Boc}—
—Thr (Bu*)—Phe—Thr(Bu*)—Ser(But)—
—NHCH2CH2S—Trt (0,670 g, 0,5 mmol, pri-
praveny podle USA patentu ¢ 3917581, z
4, XI. 1975) a N-ethyldiisopropylaminu
(0,214 mi, 1,25 mmol) v dimethylformami-
du " (10 ml). Reakéni smés se michd jednu
hodinu p#i —15 °C a 20 hodin pii 25 °C a
odpali se pak za sniZeného tlaku. Odparek
se rozmélni ledem ochlazenym roztokem
1N kyseliny citronové, odfiliruje se, pro-
myje se vodou a vysuSi nad kysli€nikem
fosfore¢nym. Pevny podil se rozmélni se
studenym methanolem a vysuSenim se zis-
kéd slouCenina uvedend v nadpisu. ‘Analyza
aminokyselin: Lys, 1,99, Asp, 1,15, Thr, 1,73,
Ser, 0,67, Phe, 3,00.

Prfiklad 39

Cyklicky disulfid 3-thiopropionyl-lysyl-
-asparaginyl-fenylalanyl-fenylalanyl-tryp-
tofyl-lysyl-threonyl-fenylalanyl-threonyl-
-geryl-2-thioethylamid, I, R! a RZ = H
(SCH2CH2CO—Lys—Asn—Phe—Phe—Trp—

—Lys—Thr—Phe—Thr—Ser—NHCH2CH2S)

Roztok Trt—SCH2CH2C0—Lys(Boc)—
—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys(Boc)—
—Thr(But)—Phe—Thr(Bu*)—Ser(Bu*)—
—NHCH2CHzS—Trt (0,500 g, 0,216 mmol,
popsany v prikladu 38) v kyseling octové
(100 ml) se pomalu pFida k michanému
roztoku jddu (0,547 g, 2,16 mmol) v me-
thanolu, (110 ml} pii teplotd 25 °C. Po
skonoCeni priddvdni se roztok 'michd jed-
nu hodinu pfi 25 °C. Roztok se ochladi na
0 °C a pomalym priddvdnim 1N roztoku
thiosiranu sodného ve vodé& se rozloZi pie-
bytek jodu (bezbarvy roztok). Rozpous-
tédlo se odpafi za sniZeného tlaku a od-
parek se rozmélni s vodou. SraZenina se
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odfiltruje, n&kolikrdt promyje vodou a vy-
susi se nad kyslitnikem fosforetnym. Zis-
kd se cyklicky chrdn&ny dekapeptid vzor-
ce IIL

SCH2CH2C0—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—

—Trp—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—

I
—Thr (Bu*)—Ser (But )—NHCHzCH32S.
(111)

Posledn& jmenovany cyklicky dekapeptid
se intenzivné& michd p¥i 0 °C v atmosféie
dusiku 10 minut v koncentrované kyseliné
chlorovodikové (18 ml). Kyselina octova
(200 ml) se pak pfridd a roztok se ihned
lyofilisuje. Odparek se rozpusti ve vrchni
fdzi smési rozpoudtédel butanol—kyselina
octovd—voda (4 : 1 ¢ 5) a nanese se na
kolonu chemicky modifikovaného sitované-
ho dextranu (Sephadex G—25 M), pfipra-
venéhe ve spodni fézi systému rozpousté-
del. Vrchni faze vySe uvedeného systému
rozpoustédel se pouZije pro desorpci deka-
peptidu. Frakce obsahujici €isty produkt se
spoji. a odpafi za sniZeného tlaku. Odpa-
rek se rozpusti v 5% Kkyselin& octové a lyo-
filisaci se ziskd sloufenina uvedend v nad-
pisu ve formé& soli s kyselinou octovou. UV
(methanol) Apn.x 290 (¢ 4920}, 282 nm (¢
5390).

Posledn& jmenovand sloufenina ve for-
meé soli s kyselinou octovou se podrobi opa-
kované lyofilisaci z vody a ziskd se sloule-
nina uvedend v nadpisu ve formé& volné ba-
ze. Analyza aminokyselin: Lys, 1,97, Asp,
1,00, Thr, 1,64, Ser, 0,65, Phe, 2,94,

Priklad 40

o,a-Dimethyl-3,5-dimethoxybenzyloxykar-
bonyl-tryptofyl-N*-t-butyloxykarbonyl-ly-
syl-O-t-butyl-threonyl-fenylalanyl-O-t-bu-
tyl-threonyl-O-t-butyl-seryl-S-trityl-cystein-
methylester [Ddz—Trp—Lys(Boc)—
—Thr(Bu*)—Phe—Thr(Bu*)—Ser (But)—
—Cys{Trt)—0OMe]

Roztok diazomethanu v etheru se pridé
k roztoku Ddz—Trp—Lys(Boc}—Thr(But)—
—Phe—Thr(Bu*)—Ser(But)—Cys(Trt) —
—OH [12,6 g, 0,785 mmol, popsanému H. U.
Immer aj., Helv. Chim, Acta, 57, 730 (1974)]
v methanolu {10 ml), p#i teplot& 0 °C. Smés
se michd jednu hodinu pi¥i 0 °C a odpa¥i se.
Odparek se podrobi chromatografii na si-
likagelu pouZitim 3 9% methanolu a 0,5 %
pyridinu v chloroformu pro eluci. Odpafe-
nim eludtu se ziskd slou€enina uvedena v
nadpisu NMR (CDCl3), 6 1,13 (s, 18 H), 1,27
(s, 9H), 1,48 (s, 9H), 1,77 (s, 6 H), 3,68
(s, 3H), 3,79 (s, 6 H), 7,1—7,6 {m, 23 H).

Analogickym zplsobem za pouZiti dia-
zoethanu, 1-diazopropanu, 2-diazopropanu,
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1-diazobutanu, 1-diazoisobutanu, 1-diazo-
pentanu, 4-diazo-Z-methylbutanu, 1-diazo-

hexanu, 1-diazoheptanu nebo 1-diazookta-
nu misto diazomethanu, se ziskaji odpovi-
dajici ethyl, propyl, isopropyl, n-butyl, iso-
butyl, n-pentyl, 2-methylbutyl, n-hexyl, n-
-heptyl, n-oktylestery slou€eniny uvedené v
nadpisu.

P¥iklad 41

Decylester S-tritylcysteinu [H—Cys(Trt)—
—OCH2(CH2)sCHs3]

Roztok hydrochloridu decylesteru cystei-
nu [0,894 g, 3 mmol, pfipraveny postupem
podle Voullie et al, francouzsky dodatko-
vy patent, 75, 157 (1961), C. A. 57, 15235¢],
trifenylkarbinolu (0,78 g, 3 mmol) a bor-
trifluoridetheratu (0, 42 m!l) v kyseling oc-
tové (5,2 mil) se michd jednu hodinu p¥i
teplot® mistnosti. Rozpoustédlo se odpafi
za sniZeného tlaku a odparek se chroma-
tografuje na silikagelu pouZitim 40% ethyl-
acetdtu v’ hexanu obsahujicim 0,1 % tri-
ethylaminu jako elufniho ¢inidla. Odpafe-
nim eludtu se ziskd sloufenina uvedend v
nadpisu ve formé& oleje. [¢]p?® = +25,84°
(c = 1, CHCIl3), NMR (CDCl3) ¢ 0,89 (t,
] = 5 Hz, 3H), 1,3 (s, 16 H}, 1,55 (m, 2 H),
2,55 (m, 2H), 3,25 (2d, ] = 5Hz), 4,1 (t,
] = 6 Hz, 2H).

Stejnym: zplsobem, ale ndhradou vycho-
ziho materidlu za ekvivalentni mnoZstvi
hydrochloridu  tetradecylesteru  cysteinu
(pFipraveny podle Voullie aj.,, citace vy-
Se) se ziskd S-tritylcysteintetradecylester,
[@]p? =+ 13,8° (¢ = 1, CHCl3), NMR
(CDCi3) 8 0,89 (t, ] = 5 Hz, 3H], 1,3 (s,
24H), 1,56 (m,- 2H), 2,55 (m, 2H), 3,25
(2d, ] = 5Hz, 1 H), 41 (t, ] = 6 Hz, 2H).

Analogickym zplsobem se ziskaji nonyl,
undecyl, dodecyl, a tridecylestery S-trityl-
cysteinu.

Reakci téchto esterfi S-tritylcysteinu s
hydrazidem hexapeptidu vzorce

Ddz—Trp—Lys(Boc)—Trh(But)—Phe—
—Thr(Bu*)—Ser(But)—NHNHz

azidovym. zphsobem se =ziskaji nonyl, de-
cyl, undecyl, dodecyl, tridecyl a tetradecyl-
estery odpovidajici sloufeniny uvedené v
nadpisu prikladu 40.

Priklad 42

Formiat tryptofyl-N*-t-butyloxykarbonyl-
-lysyl-O-t-butyl-threonyl-fenylalanyli-O-
-t-butyl-threonyl-O-t-butyl-seryl-S-trityl-
-cysteinmethylesteru V, R2 = COOCH3 [H—
—Trp—Lys(Boc)—Thr{Bu* ) —Phe—
—Thr(Bu*)—Ser(But)—Cys(Trt)—0OMe .
. HCO2H]

Roztok Ddz—Trp—Lys(Boc)—Thr{Bu*}—
—Phe—Thr(Bu*)—Ser(Bu*)—Cys(Trt)—
—OMe (1,11 g, 0,685 mmol, popsany v pli-

kladu 40) v 10 ml smé&si kyseliny mraven-
Ci—Kkyseliny octové—vody (1 : 7 : 2] se
mich& p¥es noc pFi teploté mistnosti. Smés
se odpafl a odparek se rozmélni s vodou.
Pevny podil se odfiltruje, vysusi za sniZe-
ného tlaku a ziskd se sloudenin uvedend

MeOH
v nadpisu, A 290 (¢ 6,335), 280 (e
max

8,470), 273 (3,720}, 216 nm (e 78,400).
Analogickym zplisobem za pouZiti ostat-
nich heptapeptidd popsanych v ptikladech
40 a 41 jako vychozich materidlt se ziskaji
ethyl, propyl, isopropyl, n-butyl, isobutyl,
n-pentyl, 2-methylbutyl, n-hexyl, n-heptyl
n-oktyl, n-nonyl, n-decyl, n-undecyl, n-do-
decyl, n-tridecyl, a n-tetradecylestery od-
povidajici slou€eniny uvedené v nadpisu.

Priklad 43

t-Butyloxykarbonyl-alanyl-glycyl-S-trityl-
-cysteinyl-Né-t-butyloxykarbonyl-lysyl-
-asparaginyl-fenylalanyl-fenylalanyl-tryp-
tofyl-Ne-t-butyloxykarbonyl-lysyl-0-t-bu-
tyl-threonyl-fenylalanyl-O-t-butyl-threo-
nyl-O-t-butyl-seryl-S-trityl-cysteinmethyl-
ester, II, RZ = COOCH3 a R4 = Boc—Ala—
—Gly—NH— [Boc—Ala—Gly—Cys(Trt)—
—Lys{Boc)—Asn—Phe—Phe—Trp—
—Lys(Boc)—Thr(But)—Ser(Bu*)—
—Cys(Trt)—0Me]

K roztoku prvého hydrazidu heptapepti-

du (IV) Boc—Ala—Gly—Cys(Trt)—
—Lys(Boc)—Asn—Phe—Phe—NHNHz,
(0,755 g, 0,624 mmol, popsanému v praci
H. U. Immer aj., citace vySe) v dimethyl-
formamidu (9 ml} se p¥i —20 °C prida 2,1
N roztok bezvodého chlorovediku v ethyl-
acetdtu (1,56 mmol) a pak se piida terc.-
butylnitrit (0,0863 ml, 0,749 mmol). Roz-
tok se michd 15 minut p¥i —15 °C. K tomu-
to roztoku se pfi teploté —15 °C pridd roz-
tok druhého methylesteru heptapeptidu V,
H—Trp—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—
—Thr(Bu*)—Ser(Bu*)—Cys(Trt}—0Me.
.HCO2H (0,900 g, 0,624 mmol, popsaného v
prikladu 42) a N-ethyldiisopropylaminu
(0,373 ml, 2,184 mmol) v dimethylforma-
midu (5 ml), ochlazeny na —15 °C. Vznik-
l& sm&s se michd pii —15 °C jednu hodi-
nu a pak t¥i dny p¥i teploté mistnosti. Roz-
poustédloc se odpafi za sniZeného tlaku.
Odparek se rozmé&lni s 1 N kyselinou citro-
novou, filtruje se a sraZenina se promyje
vodou a vysu$i nad kysliCnikem fosforec-
nym za sniZeného tlaku. VysuSeny zbytek
se rozm@lni s malym mnoZstvim methano-
Iu a zbytek se jimad a vysuSenim se ziské
sloudenina uvedend v nadpisu. Analyza a-
minokyselin: Lys, 2,06, cysteovd Kkyselina
1,75, Asp, 0,94. Thr, 1,93, Ser, 0,97, Gly,
1,00, Ala, 0,88, Phe, 3,10.

Stejnym zpusobem za pouZiti ostatnich
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alkylesterti heptapeptidu vzorce V, popsa-
nych v piikladu 42, se také ziskaji odpo-
vidajici ethyl, propyl, isopropyl, n-butyl,
isobutyl, n-pentyl, 2-methylbutyl, n-hexyl,
n-heptyl, n-oktyl, n-nonyl, n-decyl, n-unde-
cyl, n-dodecyl, n-tridecyl a n-tetradecyles-
tery slouCeniny uvedené v nadpise.

P¥iklad 44

Cyklicky disulfid t-butyloxykarbonyl-ala-
nyl-glycyl-cysteinyl-Ne-t-butyloxykarbonyl-
-lysyl-asparaginyl-fenylalanyl-fenylalanyl-
~tryptoiyl-N°-t-butyloxykarbonyl-lysyl-O-
-t-butyl-threonyl-fenylalanyl-O-t-butyl-
-threonyl-O-t-butyl-seryl-cysteinmethyles-
ter, III, R? = COOCH3 a R¢ Boc—Ala—Gly—
—NH [Bom——Ala——Gly—fys—-Lys[Boc]—

— Asn—Phe—Phe—Trp—Lys (Boc ] —

I
—Thr{But)—Ser(But)—Cys—0Me]

Linedrni chrdnény methylester tetrade-
kapeptidu  z piikladu 43, Boc—Ala—Gly—
—Cys(Trt)—Lys{Boc)—Asn—Phe—Phe—
—Trp—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—

—Thr (Bu*)—Ser(Bu*)—Cys(Trt)—0Me

(0,898 g, 0,345 :mmol) se rozpusti v horké
kyseling octové (200 mil). Roztok se cchla-
di na teplotu mistnosti a béhem jedné ho-
diny se pfikape k roztoku 5 % jodu v me-
thanolu (175 mil, 3,45 mmol). Smé&s se daldi
hodinu michd, ochladi se na 0 °C a po
odstranéni pF¥ebytku jédu se pridd 1 N roz-
tok thiosiranu sodného ve vod& (15 ml).
Rozpoustédlo se odpaii, odparek se roz-
m@Ini s vodou a vysudi se nad kyslicnikem
fosforetnym za sniZeného tlaku a ziskd se
slouCenina uvedend v ‘nadpisu. Stejnym zpii-
sobem, za pouZiti ostatnich linedrnich chra-
n&nych esterl tetradekapeptidu vzorce II,
popsanych v pfikladu 43, se také pripravi
odpovidajici ethyl, propyl, isopropyl, n-bu-
tyl, isobutyl, n-pentyl, 2-methylbutyl, n-
-hexyl, n-heptyl, n-oktyl, n-nonyl, n-decyl,
n-undecyl, n-dodecyl, n-tridecyl a n-tetra-
decylestery slou€eniny uvedené v nadpisu.

PFiklad 45

Somatostatinmethylester, cyklicky disulfid
alanyl-glycyl-cysteinyl-lysyl-asparaginyl-
-fenylalanyl-fenylalanyl-tryptofyl-lysyl-
-threonyl-fenylalanyl-threonyl-seryl-cystein-
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methylester, I, R! = H—Ala—Gly—NH a
R?2 = COOCH3 [(H—Ala—Gly—Cys—Lys—

—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys—Thr—Phe—

—Thr—Ser—Cys—OMe)

Roztok cyklického disulfidu podle pii-
kladu 44, Boc—Ala—Gly—Cys—Lys(Boc)—

—Asn—Phe—Phe—Trp—Lys(Boc)— o
—Thr(But}—Phe—Thr(But*}—Ser(But)—

—Cys—O0OMe, (0,345 mmol) v koncentrova-
né kyseling chlorovodikové (29 ml) se mi-
chéd 10 minut v atmosféfe dusiku pfi 0 °C.
Prid4 se ledova Kkyselina octova (290 ml) a
roztok se lyofilisuje. Odparek se rozpusti
v 0,2M roztoku octanu amonného, nanese
se na kolonu karboxymethylcelulézy (What-
man CM—23} a eluuje se 0,2M pufrem oc-
tanu amonného. Eluat se lyofilisuje. Odpa-
rek se chromatografuje na koloné& chemic-
ky modifikovaného sifovaného dextranu
(Sephadex G—25M]) ekvilibrovaného ve
spodni fazi smési n-butanol—Kkyselina oc-
tovdi—voda (4 : 1 : 5) a pak se ekvilibruje
ve vrchni fazi. Pro desorpci methylesteru
somatostatinu se pouZije vrchni faze. Cis-
té frakce se spoji, odpafi a lyofilisaci se
ziskd slouCenina uvedend v nadpisu ve for-

MeOH
mé soli s kyselinou octovou. A 290
max

(¢ 4,345), 287 [¢ 4,385), 268 (¢ 4,090), 265
(¢ 3,900}, 215 nm (¢ 38,305), alkalickd hyd-
rolyza a plynovd chromatografie vypocte-
no pro methanol 1,75 %, nalezeno 2,0 %,
NMR (DMSO—ds) ¢ 3,63 (s, 3 H, OCHs).
Opakovanou lyofilisaci posledni soli s
kyselinou z vody se ziskd sloufenina uve-
dend v nadpisu ve formé& volné béze: Ana-
lyza aminokyselin Lys, 2,00, cysteovd Kky-
selina, 1,28, Asp, 0,95, Thr, 1,91, Ser, 0,97,

Gly, 1,00, Ala, 0,94, 1/2 Cys, 0,30, Phe, 3,01.

Stejnym zplisobem, ale pouZitim ostat-
nich cyklickych disulfidi vzorce III popsa-
nych v piikladu 44 se pripravi odpovida-
jici ethyl, propyl, isopropyl, n-butyl, iso-
butyl, n-pentyl, 2-methylbutyl, n-hexyl, n-
-heptyl, n-oktyl, n-nonyl, n-decyl, n-unde-
cyl, n-dodecyl, n-tridecyl a n-tetradecyles-
tery sloufeniny uvedené v nadpisu.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zpiisob vyroby tetradekapeptidu obec-
ného vzorce I,

SCH2CH(R!)CO—Lys—Asn—Phe—Phe—

—Trp—Lys—Thr—Phe—Thr—Ser—

|
—NHCH (R?)CH:S (N
kde

a) R! je H—Gly—Gly—Ala—Gly—NH,
H—Gly—Gly—Gly—Ala—Gly—NH nebo
H—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—NH a R? je
H nebo COOH, nebo

b) R! je H nebo NHR3, kde R3 je acylovy
zbytek nerozvétvené nebo rozvétvené alifa-
tické karboxylové kyseliny s 1 aZ 6 atomy
athliiku nebo benzoyl a R? je H, mebo

¢) R! je H—Ala—Gly—NH a R? je COOalk,
kde alk je alkyl s nerozvétvenym nebo roz-
vétvenym Fetézcem s 1 aZ 14 atomy uhli-
ku, vyznateny tim, Ze se oxiduje linearni
peptid obecného vzorce I,

Trt-—SCH2CH (R4}—CO—Lys{Boc] —Asn—
—Phe—Phe—Trp—Lys(Boc)—Thr(But)—
—Phe—Thr{But)—Ser(But)—

—NHCH (R?)CH2S—Trt (11)

kde

a) R? je H nebo COOH a R?¢ je Boc—Gly—
—Gly—Ala—Gly—NH, Boc—Gly—Gly—
—Gly—Ala—Gly—NH nebo
Boc—Leu—Gly—Gly—Ala—Gly—NH nebo

b) R? je H a R4 je H nebo NHR5, kde R3
mé vyznam uvedeny vySe, nebo

c) R? je COOalk a R? je Boc—Ala—Gly—
—NH, jodem nebo rhodanem za vzniku od-
povidajiciho cyklického disulfidového de-
rivatu obecného vzorce IlI,

SCH2CH(R4)CO—Lys(Boc)—Asn—Phe—

—Phe—Trp—Lys(Boc)—Thr(Bu*)—Phe—

—Thr(Bu*)—Ser(But)—NHCH(RZ)CHzS
(111)

kde

R? a R4 maji vyznam uvedeny vyde, a
pak se odstrani zbylé chrénici skupiny re-
akci s 50 a¥ 100% kyselinou trifluorocto-
vou nebo roztokem minerdlni kyseliny.

2. ZpGsob podle bodu 1, vyznafeny tim,
7e se roztok linedrniho peptidu vzorce II
v kyselin® octové nechd reagovat s jodem
v roztoku v alkanolu s 1 aZ 4 atomy uhli-

ku nebo v kyseling octové a vznikly cyk-
licky disulfid vzorce IIl se nechd reagovat
s kyselinou chlorovodikovou a odpovidaji-
¢l peptid vzorce I se isoluje.

3. Zplusob podle bodu 1, vyznaCeny tim,
Ze se linedrni peptid vzorce II nechd rea-
govat s jodem p¥i teploté 0° aZ 30 °C po
dobu 30 aZ 180 minut v alkanolu s 1 aZ 4
atomy uhliku nebo v kyseling octové a zis-
ka se odpovidajici cyklicky disulfid vzorce
II1.

4. Zptisob podle bodu 1, vyznadeny tim,
Ze se cyklicky disulfid vzorce I1I nechd rea-
govat s koncentrovanou Kkyselinou chloro-
vodikovou pii teploté 0 °C po dobu péti az
deseti minut a ziskd se odpovidajici peptid
vzorce 1. :

5. Zplsob podle bodu 1, pro pFipravu
tetradekapeptidu obecného vzorce I, uve-
deného v bod& 1, kde R! je H—Gly—Gly—
—Ala—Gly—NH, H—Gly—Gly—Gly—Ala—
—Gly—NH nebo H--Leu—Gly—Gly—Ala—
—Gly—NH a R? je H nebo COOH, vyzna-
¢eny tim, Ze se oxiduje linedrni peptid o-
becného vzorce II, uvedeného v bodé 1, kde
R? méd vy¥e uvedeny vyznam a R% mé vy-
znam uvedeny v bod& 1, jédem nebo rho-
danem za vzniku odpovidajiciho cyklicke-
ho disulfidového derivdtu obecného vzorce
I11, uvedeného v bod& 1, kde R? méa vyse
uvedeny vyznam a R? mé vyznam uvedeny
v bod& 1, a pak se odstrani zbylé chranici
skupiny reakci s 50 aZz 100% kyselinou tri-
fluoroctovou nebo roztockem minerdlni ky-
seliny.

6. Zplsob podle bodu 1 pro plipravu
tetradekapeptidu obecného vzorce I, uve-
deného v bod& 1, kde R! je H nebo NHRS,
kde R3 je acylovy zbytek nerozvétvené ne-
bo rozvétvené alifatické karboxylové kyse-
liny s 1 az 6 atomy uhliku nebo benzoyl a
R? je H, vyznaCeny tim, Ze se oxiduje line-
arni peptid obecného vzorce II, uvedeného
v bodé 1, kde R? mé vySe uvedeny vyznam
a R* méd vyznam uvedeny v bodd 1, jodem
nebo rhodanem za vzniku odpowvidajiciho
cyklického disulfidového derivdtu obecné-
ho vzorce III, uvedeného v bodd 1, kde R?
mé vySe uvedeny vyznam a R4 md vyznam
uvedeny v bodé 1, a pak se odstrani zby-
16 chranici skupiny reakci s 50 aZ 100%
kyselinou trifluoroctovou nebo roztokem mi-
nerdlni kyseliny.

7. Zpusob podle bodu 1, pro pfipravu
tetradekapeptidu obecného vzorce I, uve-
deného v bodé 1, kde R! je H—Ala—Gly—NH
a R? je COOalk, kde alk je alkyl s neroz-
vétvenym nebo rozvétvenym Fetézcem s 1
a7 14 atomy uhliku, vyznaCeny tim, Ze se
oxiduje linedrni peptid obecného vzorce II,
uvedeného v bod& 1, kde R? ma vySe uve-
deny vyznam a R*! méd vyzuam uvedeny v
bodé 1, jodem nebo rhodanem za vzniku
odpovidajiciho cyklického disulfidoveho de-
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rivdtu obecného vzorce III, uvedeného v odstrani zbylé chrénici skupiny reakci s
bod& 1, kde R? méd vy3e uvedeny vyznam a 50 aZ 100 % kyselinou trifluoroctovou nebo
R?Y ma vyznam uvedeny v bod& 1, a pak se roztokem minerdlni kyseliny.
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