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(54) Polypeptldy S vysokou a specufnckou antidiuretickou aktlvntou a zpﬁsob

jejich pripravy

Vynélez se tyka polypeptidl s vysokou a spe-
cifickou antidiuretickou akt1v1tou a zpusobu
jejich piipravy.

Pro vasopresmy, hormony zadmho laloku
hypofyzy, je typicka antidiuretickd a presorick4
aktivita. Téchto afinkt je vyuzxvano v 1ékafské

prax1 prveho pFi pottebé sniZit vylu¢ovani moce, -

druhého p¥i udrzovani krevniho tlaku. P¥i substi-
tuCni terapii diabetes insipidus a adjuvantni
'terapu enuresis nocturna a Bratterova syndromu
je Zadouci pouze Géinek anndluretlcky, pomérne
vysokd presorickd aktivita vasopresini mé za

nésledek jejich $patnou snaéenhvost Od obJevem ,

vasopresinu bylo vynaloZeno zna¢né Gsili na pfi-
pravu analogl s antidiuretickou aktivitou vyso-
kou a soucasné, specifickou.

Podstatou, tohoto vynéalezu jsou tedy nove,'

dosud' nezndmé polypeptidy s vysokou a speci-
fickou antidiuretickou aktivitou obecneho vzor-
ce It .

| .
Mpr-Tyr- Phe- Gln Asn- C)]’S-PFO X-Gly-NH, 1,

kde X = L-Agp nebo D-Agp.

Téchto GCinkli bylo dosaZeno tim, Ze v molekule

arginin-vasopresinu byl cystein v poloze 1 nahra-
zen kyselmou [B-merkapto-propionovou (Mpr)
a arginin v poloze 8 kyselinou L- nebo D- ¢ -ami-
no-g- guamdoproplonovolu (Agp).

~ Vyndlez se rovnéZ tyka zpusobu piipravy
téchto peptidli, jehoZ podstatou ]e Ze se amid
- obecného vzorce II: .

215276

Mpr (Bzl)-Tyr-Phe- Gln Asn-Cys  (Bzl) Pro-Y
-Gly-NH, 11,

kde Y = L—Azpr(Z) nebo D-A,pr(Z), _
nechd reagovat s 15—40 9% roztokem bromovo-. -
diku v kyseliné octové a ziskany volny amid
se nechd reagovat s nitratem l-guanyl-3,5-dime-

E thylpyrazolu na guanidovany peptid, u n&hoZ

se‘benzylové chranici skupiny odstépi pusobemm
alkalickych kovli v kapalném amoniaku, nage%.
produkt od§tépeni se oxiduje roztokem ferrikya-

- nidu draselného.

'Vedle uvedeného zpusobu prlpravy téchto
polypeptid je moZno je ziskat tim, %e se azid

B benzylthxopropxonyl-tyrosylfenylalanyl-gluta-
. minyl-asparaginyl-S-benzylcysteinu kondenzuje
s amidem obecného vzorce III:

H-Pro-X,-Gly-NH, I,
kde X, je L-Agp(NO,;) nebo D-Agp(NO,),
na linedrni peptid, ze kterého se odstépi chranici
skupiny pilisobenim kapalného fluorovodiku za
ptitomnosti anisolu.

Bylo zji§t€no, Ze tato vasopresinova analoga
/1 kyselma B-merkaptopropionova, 8-kyselina -
o -amino-f -guanidopropionova/vasopresin

‘a /1-kyselina §- merkaptopropionovd 8-D-a-

~amino- §- guamdoproplonova/vasopresm ma_u
vysoky a pr1 tom specificky antldluretlcky aci-
nek, coZ je prekvaplve zvlastd u prvé z uvede--
nych latek, v jejiz molekule jsou obsaZeny pouze
ammokysellny konfigurace L. Druha sloudenina
je souméfitelnd s /1 kyselma ,B merkaptopro-'



pionové, 8-D-arginin/vasopresinem (DDAVP),
jak co do velikosti antidiuretického G¢&inku, tak
co do- jeho specifi¢nosti. Ob€ analoga maji vy-

znam jako moZna néhrada DDAVP v piipadech,"

kdy proti tomuto preparatu vznikne u pacientu

rezistence a jako vychozi latky pro. pnpravu

vasopresmovych analogfi. -

'K ptipravé peptidd podle vynalezu bylo pouzi-
to dvou metod, A a B. Metoda A spotiva v zave-
deni guanidinové skupiny do parcidlné chranéné-
ho linedrniho prekursoru, metoda B v pfipravé
chrénéného linearniho prekursoru za pouZiti
kyseliny  «-amino- §-nitroguanidopropionové,

Metoda A (,,guanidaéni*).

. Znamym zptsobem se ptipravil amid f-ben-

zylthiopropionyl-tyrosyl-fenylalanyl-glutaminyl-
-asparaginyl-S-benzylcysteinyl-prolyl-N- §-ben-
zyloxykarbonyl-«; f-diaminopropionyl-glycinu
Mpr(¢Bzl) -Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys (Bzl) ~Pro-
-Agpr(Z)—_Gly-NHg.'
disertaini préce: Vasopresinové a oxytocinové
peptidy, str. 108, knihovna Ustavu organické
chemie a biochemie CSAV, rok 1972, Praha).

Benzyloxykarbonylovy zbytek byl od¥$tépen
reakci s bromovodikem v kyseliné octové a ziska-
ny produkt . Mpr(Bzl)-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys
(Bzl) -Pro-A,pr-Gly-NH; se guanidoval nitra-
tem 1-guanyl-3,5-dimethylpyrazolu (Habeeb
~ tem l-guanyl-3,5-dimethylpyrazolu [Habeeb

. A.F. S. A, BlOChlm Biophys. Acta 34, (1959),
'294]. Z amidu benzylthiopropionyl-tyrosyl-phe-
nylalanyl-glutaminyl-asparaginyl+S-benzylcys-
teinyl-prolyl- ¢ -amino- -guanidopropionyl-
glycinu Mpr (Bzl) -Tyr-Phe-GlIn-Asn-Cys (Bzl) -
Pro-Agp-Gly-NH, se odstépily benzylové —
chranici skupiny sodikem v kapalném amoniaku
a ziskany linedrni peptid s volnymi thiolovymi
skupinami Mpr-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Agp
Gly-NH, se bez izolace cyklizoval oxidaci feri-

(Flegel M., kandidatska

kyanidem draselnym ¢imZz_se ziskalo Zadané

- yasopresinové analogon Mpr-Tyr-Phe-GlIn-Asn-
-Cys-Pro-Agp Gly-NH,, které€ se Cisti kontinuial-
- ni beznosi€ovou elektroforézou, gelovou filtraci
.na Sephadexu G-25 apod.
Metoda B.
Znamym zpGsobem se pfipravil azid Mpr
(Bzl)-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys(Bzl)-N; [Zaoral
M., Kolc J., Sorm F., Coll. Czechoslov. Chem.
Commun. 32, (1967), 1250], ktery se konden-
zoval s amidem prolyl- ¢-amino- §-nitroguani-
dopropionyl-glycinu [Brtnik F., Zaoral M., Coll.
Czechoslov. Chem. Commun: 41, (1976) 2965]
na amid Mpr (Bzl) -Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys(Bzl) -
~ Pro-Agp(NO,)-Gly-NH,. Z tohoto amidu se
od3tépily chranici skupiny kapalnym fluorovodi-
- kem a ziskany dithiol se oxidoval na analog
vzorce I, kde X = -L-Agp, ktery se Cisti jak je
uvedeno sub A. -

Peptidové slou&eniny podle vynalezu, tj. 1-ky-
_selina 8-merkaptopropionova, 8- kyselma & -
-ammo-ﬁ-guamdoproplonova/ vasopresm a/l-
-kyseélina @ -merkapto-propionové, 8- kyselma
D- « -amino- 8-guanidopropionovd/vasopresin
mohou byt uzity jake volné bize nebo ve formé
soli s vhodnymi kysélinami (napf. kyselinou
octovou, citrdnovou, vinnou, chlorovodikovou,
boritou) i s pfidavkem pomocnych latek (napf.
stabilizatnich a konzervatnich ptisad jako

chloridem sodnym, taninem nebo sladidel, aro--
matizujicich latek, smédcedel apod. jako napr
laktézou, maltozou, metanolem atd.) pro pii-
pravu 1ékovych forem vhodnych pro parenteral-
ni, intranasalni, intramuskuldrni a intravenosni
pouZiti pfi substituéni terapn diabetes insipidus,
adjuvantni terapii enures1s nocturna a Brattero-
va syndromu

NiZe jsou popsdny prlklady zminénych zplso-

"bu ptipravy obou polypeptidii podle vynalezu.

Je uZito zkratek a symbold obvyklych v chemii
peptidd, jeZ jsou ve shodé s mezindrodnim che-

‘mickym nézvoslovim. Jiné uZité zkratky jsou:

Mpr, kyselina f-merkaptopropionovd A,pr
kyselma o, f-diaminopropionova, Agp kyselma
o -amino- [3 guamdoproplonova

Piiklad 1 ,

Amid  f -benzylthiopropionyl-tyrosyl- fenyl-
alanyl-glutammyl-asparagmyl S-benzyicysteinyl-
prolyl- ¢ -amino- f -guanidopropionyl-glycinu,

Amid B -benzylthiopropionyl-tyrosyl-fefyl-
alanyl-glutaminyl-asparaginyl-S-benzylcysteinyl-
prolyl- f-benzyloxykarbonyl-«, f-diaminopro-
pionyl-glycinu (1 g, 0,76 mmol) byl rozpustén.
ve 2 ml kyseliny octové, k roztoku prility 2 ml
35 9% bromovodiku v kyselin& octové. Reakéni
smés byla udrZovana p¥i 60 °C 15 min, odpafena
za sniZeného tlaku. Odparek byl protfen nasy-
cenym roztokem NaHCO,. Vyté€Zek 0,5 gramu
(56 %). VysuSeny produkt (0,425 g, 0,36 mmol)
byl rozpuitén v 7 ml dimethylformamidu, k roz-
toku pfiddno za michani 0,55 g (2,7 mmol)
nitratu l-guanyl-3,5-dimethylpyrazolu. pH roz-

. toku bylo nastaveno triethylaminem na 9 a re-

akéni smés ponechdna 4 dny pfi laboratorni
teploté. Po neutralizaci kys. octovou a odpafeni
rozpou$tédla za sniZeného tlaku bylo ziskdno
0,36 g (85 %) amidu B-benzylthipropionyl-ty-
rosyl fenylalanyl-glutammyl asparaginyl-S-ben-
zylcysteinyl-prolyl-« -amino- §- guamdopropxo-

" nyl-glycinu o t. t. 189 a% 191 °C a [«¢]¥ aZ 35,8°

(c 1, dimethylformamid).

Prlprava /1- kyselma p-merkaptopropionova,
8- kysehna  -amino- § -guanidopropionova/va-
sopresinu pusobemm sodiku v kapalném amo-
niaku,

350 g amidu f-benzylthiopropionyl-tyrosyl-fe-
nylalanyl- glutammyl-asparagmyl S-benzylcys-
teinyl-prolyl- ¢ -amino- f - guamdoproplonyl-
glycinu bylo rozpu$téno v 500 ml kapalného
amoniaku. K roztoku byl ptidavan sodik do

.vzniku modrého zbarveni, trvajiciho 30 s. Roz-

tok byl odbarven ptidavkem ledové Kkyseliny
octové a amoniak odpafen za sniZeného tlaku. -
Odparek rozpu$tén v 500 ml 2,5 % Kkyseliny
octové a roztok extrahovdn etherem prostym
peroxidl, pH nastaveno hydroxidem amonnym
na pH 6,75 a oxidovano roztokem 0,01 M feri-
kyanidu draselného, pH reakéni smési nastaveno

.na 4 kyselinou octovou, roztok odsolen filtraci

sloupcem Amberlitu IRC 50 (25 ml) a promytim
kolony 260 ml 0,25 % Kkyseliny octové. Surovy
produkt byl vymyt ze sloupce kyselinou octovou
a efluenty lyofilizovany. Lyofilizat byl &istén

. kontinudlnibeznosi¢ovouelektroforézou (3500V,

180 mA). Roztok lyofilizatu byl &erpan do pra-
covniho prostoru pfistroje rychlosti 0,6 ml/h.
Piitomnost Cisté latky byla zjisténa spektrofot-



metrickou kontrolou (275 mm) a paplrovou
elektroforézou.

Frakce obsahujici &istou latku byly spojeny
a lyofilizovany. Bylo ziskdno 30 mg lyofilizatu
[a]$% -14,6 (c 0,05 voda).

Prﬂ(lad 2

Amid - benzylthloproplonyl -tyrosyl-fenyl-
. alanyl-glutaminyl-asparaginyl-S-benzylcysteinyl-
-prolyl-D- a-amino- § -guanidopropionyl-glyci-
nu.

Stejnym postupem jako piedeslé bylo ziskdno
z 1 g (0,76 mmol) amidu g-benzylthiopropio-
nyl-tyrosyl-fenylalanyl-glutaminyl-asparaginyl-
S-benzylcysteinyl-prolyl-N- § -benzyloxykarbo-
nyl-D-a, B-diaminopropionylglycinu 0,5 g ami-
du" - benzylthloproplonyl -tyrosyl- fenylalanyl-
glutammyl asparaginyl-S-benzylcysteinyl-prolyl-
-¢ -amino- §-guanidopropionyl-glycinu o t. t.
191—193°, [a]¥-26,8 ° (c 1, dimethylforma-
mid).

Prlprava (1-kyselina f-merkaptopropionova,
8-D- o -amino- § -guanidopropionovd) vasopre-
sinu pdisobenim sodiku v kapalném amoniaku.

*Z 0,5 g (0,37 mmol) B-benzylthiopropionyl-

tyrosyl fenylalanyl- glutammyl -asparaginyl-S-
benzylcysteinyl-prolyl-D-a -amino- §-guanido-
propionyl-glycinu bylo ziskano Jako v ptikladu 1
34 mg &istého analogu s [«]¥ az 44 ° (c 0,05 vo-,
da).

Priklad 3

Amid  § -benzylthiopropionyl-tyrosyl-fenyl-
alanyl- glutammyl -asparaginyl-S-benzylcystei-
nyl-prolyl- « -amino- g -nitroguanidopropionyl-
glycinu.

1,43 g (1,5 mmol) hydrazidu B-benzylthio- :
propionyl-tyrosyl-fenylalanyl-glutaminyl-aspa-

_ raginyl-S-benzylcysteinu - [Zaoral M., Kolc J.,
Sorm F., Collect. Czechoslov. Chem. Commun.
32, (1967), 1250] bylo rozpuiténo v 15 ml di-

_methylformamidu a pfiddno 0,8 ml 4N HCi
v dioxanu. Roztok byl ochlazen-na —20 °,
‘ptidano 0,175 g (1,5 mmol), amylnitritu v 1 ml
dimethylformamidu. Po 20 min (pribéh reakce
kontrolovan reakci s Griessovym ¢inidlem) byla
reakéni smés ochlazena na —40 °, neutralizo-
véna triethylaminem a ptiddn predchlazeny
(—10 °) roztok 0,753 g (2,25 mmol) hydrobro-
midu amidu prolyl- @ -amino- § -nitroguanido-
propionyl-glycinu v 5 ml dimethylformamidu
s 0,32 ml triethylaminu. Reak&ni smés byla
ponechdna 3 dny p#i 0° a 3 h pfi pokojové

teploté, odpafena za vakua a destilatni zbytek

- prelit 200 ml 1 9% kyselinou chlorovodikovou."

Po 30 min stani pfi 3 ° byla vylouend sraZenina
odfiltrovana, promyta a 2X 50 ml 5 % kyselého
uhli¢itanu sodného a 50 ml teplé vody. Po vy-
suSeni nad kysli¢nikem fosforeénym bylo ziskano
2 g surového produktu, ktery byl krystalovdn
z dimethylformamidu-vody a ziskano 1,8 g okta- -
peptidu a t. t. 201 a% 203° a [«]¥ -38,1 (¢ 0,9
dimethylformamid). . '
Ptiprava (1-kyselina § -merkaptopropionova, 8-
kyselma @ -amino-f - guamdoproplonova) ‘vaso-
presinu pusobemm kapalného fluorovodiku.-

Ke 400 mg B-benzylthiopropionyl-tyrosyl-fe-
nylalanyl-glutaminyl-asparaginyl-S-benzylcystei-

- nyl-prolyl- ¢ -amino~ -nitroguariidopropionyl-

glycinu bylo pfidano 20 ml bezvodého fluorovo-
diku a 0,4 ml anisolu a michdno 30 min za labora-
torni teploty. Fluorovodik byl odpafen za vakua
vodni vyvevy a destilainizbytek evakuovan olejo-
vou vyvevou 2 h. Poté byl rozpustén v 500 ml
2,5 %ni kyseling& octové, extrahovan 53X 50 ml
éteru a pH upraveno roztokem amoniaku na 6,75.
Oxidace a Ci$téni bylo provedeno jak je popsano
v ptikladé 1. Bylo ziskano 27 mg &istého analogu
s vlastnostmi 1dent1ckym1 jak je uvedeno v pfi-
kladé 1.

Priklad 4 ‘

Amid  f- benzylthxoproplonyl tyrosyl-fenyl-
alanyl-glutaminyl-asparaginyl-S-benzylcysteinyl-

_-prolyl-D-a -amino- § -nitroguanidopropionyl-

glycinu.

Z 1,43 g (1,5 mmol) hydrazidu §-benzylthio-
propionyl-tyrosyl-fenylalanyl-glutaminyl-aspa-
raginyl-S-benzylcystein a 0,175 g (1,5 mmol) _
hydrobromidu amidu prolyl D- ¢ -amino- § -ni-

.troguamdopropxonyl -glycinu bylo ziskdno stej-

nym zpiisobem jak je uvedeno v prlkladu 31,7¢
produktu o t. t. 200 a% 204 a [«]¥ a% 30 2°

- (¢ 1, dimethylformamid).

Pﬁpra'va /1-kyselina f -merkaptopropionova,
8-kyselina D-o -amino-f -guanidopropionova/

" vasopresinu ptisobenim kapalného fluorovodiku.

Ze 180 mg amidu g -benzylthiopropionyl-ty-

“rosyl-fenylalanyl-glutaminyl-asparaginyl-S-ben-

zylcysteinyl-prolyl-D- ¢ -amino- § -nitroguanide-
propionyl-glycinu bylo stejnym zptsobem jako
v prikladu 3 ptipraveno 18 mg cistého analogu
s vlastnostmi stejnymi, jak je popsano v ptikla-
dé 2.
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PREDMET VYNALEZU

1 Polypeptxdy s vysokou a spec1f1ckou antidiu-
retickou ‘aktivitou obecného vzorce I:

Mlpr-Tyr-Phe-Gln Asn-Cys-Prb-X-Gly- N H, I

" Kde X je L- Agp nebo-D-Agp.

.2 Zpl"lsob ptipravy polypeptidi podle bodu 1,

vyznaleny tim, %e se amid obecného vzorce II

Mpr (Bzl) Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys (Bzl)-Pro-Y-

Gly- NH2 Im_ .

kde Y je L- A2pr(Z) nebo D- -Agpr(Z),

‘nechd reagovat s 15 a¥ 40 %mm roztokem “bro-
movodiku v kyseling octové, &imz dojde k od-
§té&peni benzyloxykarbonylové skupmy a ziskany

(V’“Pny amid se nechd reagovats nitrdtem 1-gua-

nyl-3,5-dimethylpyrazolu na guanidovany peptid,

. u néhoZ se benzylove chramc1 skupmy odstépi
-pusobemm alkahckych kovl v kapalném amo-
_'maku nalez produkty od3tépeni se oxiduji vod- .

nym’ roztokem ferlkyamdu draseltiého.

. 3. Zpusob prlpravy polypeptidii podle bodu 1,
vyznaceny tim, Ze se azid ﬂ-benzylthloproplonyl-
-tyrosyl-fenylalanyl- glutammyl -asparaginyl-S-
benzylcysteinu kondenzu]e s amidem obecného

<. vzorce III:

H-Pro-X,-Gly-NH, . II1
kde X, je L-Agp(NO,) - nebo D-Agp(NO,)
na linedrni peptid, ze kterého se odi§tépi chranici
skupiny* ptisobenim kapalného fluorovocllku za
pritomnosti anisolu.-

Tisk JCT 1 — Ké&s 2,40
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