CASKOSLOVENSKA
BOCIALISTICKA
REPUBLIKA

(19)

URAD PRO VYNALEZY
A OBJEVY

POPIS VYNALEZU
K PATENTU

235072

(11) (»8)

{51) Int. C13

C 07 C 103/52
(22) Prihlégeno 28 09 78

(21) (PV 6285-78)

(32} (31) (33) Préavo piednosti od 03 10 77
(838 516) Spojené staty americké

(40) ZveFejnsno 31 08 84

(45) Vydéno 15 02 87

{72)
Autor vynédlezu

(73)
Majitel patentu

SMITHWICK EDWARD LEE, Jr., INDIANAPOLIS, INDIANA,
FREDERICKSON ROBERT CURTIS ARTHUR, INDIANAPOLIS, INDIANA,
SHUMAN ROBERT THEODORE, GREENWOOD, INDIANA (Sp. st. a.)

ELI LILLY AND COMPANY, INDIANAPOLIS, INDIANA (Sp. st. a.)

(64)

Zpiisob vyroby novych derivatii L-tyrosyl-D-alanyl-glyeyl-L-
-fenylalanylamidu
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Vyndlez se tykad zplsobu vyroby noveé
skupiny sloudenin vykazujicich pfi paren-
terdlnim poddni analgetickou u€innost.

V posledni dobé& byly z mozku nebo moz-
komidniho moku savcli extrahovdny endo-
genni latky s vlastnostmi morfinového ty-
pu. Tyto latky, pojmenované jako enkefa-
lin, identifikovali Hughes a spol. [Nature,
258, 577 (1975)] jako pentapeptidy s néa-
sledujicimi Fetézci:

H—Tyr—Gly—Gly—Phe—Met—OH
H—Tyr—Gly—Gly—Phe—Leu—OH

Tyto 14tky se nazyvaji methionin-enkefalin
resp. leucin-enkefalin.

(L) {D)
7
H,N~CH-C-NH-CH~
27 ,
CH, Ry
OH
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I kdyZ bylo prokizano, Ze tyto sloufeni-
ny pfi - intracerebroventrikuldrni aplikaci
mySim vykazuji analgetickou u&innost [viz
Buscher a spol., Nature, 261, 423 (1976)],
pli parenterdlnim podédni nemajl praktic-
ky viibec Zadnou analgetickou téinnost.

Nyni byl nalezen zplisob vyroby nové sku-
piny sloulenin, které pri systemické aplika-
ci vykazuji vyznamnou a prokazatelnou a-
nalgetickou u&innost.

V souhlase s tim se vyndlez tyka zpfiso-
bu vyroby deriviti L-tyrosyl-D-alanyl-gly-
cyl-L-fenylalanylamidu
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ve kterém
P

. a D, tam, kde je to vhodng, definujf chi-
ralitu,

R3 predstavuje alkylovou skupinu s 1 aZ 4
atomy uhliku,

R; pFedstavuje atom vodiku nebo primér-
ni alkylovou skupinu s 1 aZ 3 atomy uhli-
ku a

R; znamend atom vodiku nebo primé4rni
alkylovou skupinu s 1 aZ 3 atomy uhliku, s
tim, Ze jeden ze symbolt R, a R; znamené
vZdy primérni alkylovou skupinu s 1 a¥ 3
atomy uhliku a druhy atom-vodiku, a je-
jich farmaceuticky upot¥ebiteinych neto-
xickych adi¢nich soli s kyselinami, vyzna-
Cujici se tim, Ze se ze slouteniny odpovi-
dajici obecného vzorci I, v ndmZ jsou ami-
noskupina nebo/a hydroxyskupina v L-tyro-
sylovém zbytku vhodnym zpfisobem chra-
nény, odst&pi chranici skupiny plisobenim
kyselého prostiedi.

Farmaceuticky upotiebitelné netoxické a-
di¢ni soli s kyselinami zahrnuji adiéni soli
s organickymi a anorganickymi kyselinami,
jako napriklad soli odvozené od kyseliny
chlorovodikové, sirové, sulfonové, vinné, fu-
marové, bromovodikové, glykolové, citréno-
vé, maleinové, fosforetné, jantarové, octo-
vé, dusitné, benzoové, askorbové, p-toluen-
sulfonové, benzensulfonové, naftalensulfono-
vé a propionové.

Vyhodnymi adidnimi solemi s kyselinami
jsou soli odvozené od kyseliny chlorovodi-
kové, kyseliny octové nebo kyseliny janta-
rové. V8echny shora zmin&né soli se p¥i-
pravuji b8Znymi metodami.

Jak je z definice rfiznych substituentd ob-
saZenych v obecném vzorci I zFejmé, jsou
slouceniny definované touto strukturou pri-
marnimi amidickymi derivdty konkrétn& de-
finovanych tetrapeptidd. Zakladnim aspek-
tem sloutenin obecného vzorce I je jejich
stereokonfigurace. Pro zjednodueni se zbyt-
ky aminokyselin modifikovanych tetrapep-
tidl obecného vzorce I &isluji postupn& po-
¢inaje od zbytku na termindlni aminové
funkci.

Chiralita zbytkdi aminokyseliny, postupu-
je-li se od polohy 1 do polohy 3, je L, D a
Zadna. Zbytkem v poloze 3 je totiZ glycinovy§
zbytek, v jehoZ pFipad® chiralita neexistu-
je. Pokud jde o polohu 4 (C-terminélni po-
loha], kterou se oznaduje primérni amidic-
ky zbytek, je chiralita této polohy defino-
vdna jako chiralita odpovidajici prislugné-
mu Zadanému zbytku L-aminokyseliny.

Primarnimi alkylovymi skupinami s 1 aZ 3
atomy uhliku ve vyznamu symbollt R, a Ry
jsou methylové, ethylové a n-propylové sku-
piny.

Alkylovou skupinou s 1 aZ 4 atomy uhli-
ku ve vyznamu symbolu Ry se mini skupina
methylovd, ethylovd, n-propylové, isopropylo-
vé, n-butylové, isobutylovd a sek.butylova.

JUSS——
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V naésledujici ¢dsti je bliZe diskutovan
charakter jednotlivich zbytkdi v kazdé z po-

loh modifikovanych tetrapeptidii obecného
vzorce I.

(A) Poloha 1

Tato poloha predstavuje amino-lerminél-
ni ¢ast peptidu. Zbytkem v této poloze je
zbytek odvozeny od L-tyrosinu.

(B) Poloha 2

Zbytkem aminokyseliny pFitomnym v po-
loze 2 peptidu obecného vzorce I musi byt
D-stereoisomer odvozeny od libovolného z
Fady zbytkdt aminokyselin. Sem néleZeji
zbytky odvozené od D-alaninu (Ala) (R; zna-
mend methylovou skupinu), D-g-aminomé-
selné kyseliny (Abu) (R; znamend ethylo-
vou skupinu), D-norvalinu (Nva)} (R; zna-
mena n-propylovou skupinu), D-valinu (Val)
(Ry znamend isopropylovou skupinu), D-
-norleucinu (Nle)} (R; znamend n-butylovou
skupinu), D-leucinu (Leu) (R; znamené iso-
butylovou skupinu) a D-isoleucinu (Ile) (Rj
znamend sek.butylovou skupinu}. S v§hodou
je timto zbytkem zbytek odvozeny od D-
-alaninu.

{C) Polcha 3

Zbytkem aminokyseliny pfitomnym v té-
to poloze je zbytek odvozeny od glycinu
(Gly).

(D) Poloha 4

Zbytkem pFitomnym v této C-termindlni
poloze je zbytek odvozeny od L-fenylalaninu
(Phe).

Zmin&ny zbytek miliZe byt bud nesubsti-
tuovany, nebo substituovany na aminovém
dusiku (symbol R,]}. V pFipads, Ze tento zby-
tek je substituovdn na dusiku, jednd se o
substituci methylovou, ethylovou nebo n-
-propylovou skupinou. V p¥ipads, Ze zminé-
ny zbytek neni na aminovém dusiku sub-
stituovany, musi byt substituovany na ¢-uhli-
ku (symbol R5). V té&chto p¥ipadech zname-
na Ry methylovou, ethylovou nebo n-propy-
lovou skupinu. Jedinym omezenim je, Ze
jeden ze symbold R; a Rj predstavuje pri-
marni alkylovou skupinu s 1 aZ 3 atomy
uhliku a druhy znamend atom vodiku.

Nejvyhodng&jSi primdrni alkylovou skupi-
nou s 1 aZz 3 atomy uhliku je skupina methy-
lova. Velmi vyhodnymi slou€eninami jsou
tedy ty, v nichZ R, nebo R; znamena methy-
lovou skupinu, a nejvyhodn&ji pak ty, v
nichZ R; znamend methylovou skupinu.

V predchozim i nésledujicim textu se po-
uZivaji nésledujici zkratky, z nichZ vét3ina
je znamd a v daném oboru b&Zné pouZiva-
na:
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Abu — g-aminomadselné kyselina
Ala = alanin
Cys = cystein
Gly = glycin
Hse = homoserin
Ile = isoleucin
Leu = leucin
Met = methionin
Nle = norleucin
Nva = norvalin
Phe = fenylalanin
Phe—NH, = amid fenylalaninu
Phe—A = primaérni alkoholicky
derivat fenylalaninu
Phe—CN = nitrilovy derivat
fenylalaninu
Ser == serin
Tyr = tyrosin
Val = valin
Ac = acetyl
Me = methyl
Et = ethyl
Ip = isopropyl
Pr = n-propyl
Bu == n-butyl
i-Bu = isobutyl
t-Bu = terc.butyl
s-Bu = sek.butyl
BOC = terc.butyloxykarbonyl
Bzl == benzyl

Sloudeniny obecného vzorce I se pfFipra-
vuji b&Znymi metodami syntézy peptidl. Bé-
hem syntézy uréitych sloufenin obecného
vzorce I miZe dojit k parcidlni racemizaci,
pokud v8ak k takovéto racemizaci dojde,
neni jeji rozsah takovy, aby né&jak vazngji
ovlivnil analgetickou td¢innost slou€enin o-
becného vzorce I.

Zptisoby piipravy slou¢enin obecného vzor-
ce I spodivaji v kondenzaci aminokyselin
nebo peptidickych fragmentt reakci Kkar-
boxylové funkce jedné komponenty s ami-
novou funkci komponenty druhé za vzniku
amidové vazby. K déinnému prib&hu kon-
denzace je Zadouci nejprve inaktivovat
v3echny reaktivni funkce, které se pfimo ne-
zadastiiujl reakce, pouZitim vhodnych chra-
nicich skupin, a za druhé pak prisludné ak-
tivovat karboxylovou skupinu podilejici se
na kondenzaci. VSechna tato opatfeni vy-
Zaduji petlivy vybér sledu reakci a reake-
nich podminek, jakoZ i pouZiti specifickych
chréanicich skupin, aby se ziskal Zddany pep-
tidicky produkt. KaZda z aminokyselin, kte-
rd se pouZivd k vyrobé sloucenin obecného
vzorce I, a kterd obsahuje vhodné& zvolené
chréanici skupiny nebo/a aktivované funké&ni
skupiny, se pfipravuje technikami dobFe
zndmymi v chemii peptidd.

V kaZdém bodu totdlni syntézy sloucenin
obecného vzorce I se pouZivaji vybrané kom-
binace chréanicich skupin. Byla zjiSténo, Ze
tyto konkrétni kombinace vedou k nejhlad-
§imu prib&hu Z4dané syntézy. PFi syntéze
sloudenin obecného vzorce I je moZno po-
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uZit i jiné kombinace, i kdyZ snad s men-
8§im tspéchem. Tak je moZno pii syntéze
sloutenin obecného vzorce I pouZivat jako
chranici skupiny aminovych funkci napfi-
klad skupinu benzyloxykarbonylovou (CBz],
terc.butyloxykarbonylovou {BOC], terc.amyl-
oxykarbonylovou (AOC), p-methoxybenzyl-
oxykarbonylovou (MBOC]}, adamantyloxykar-
bonylovou (AdOC) a isobornyloxykarbony-
lovou. Déle se jako chrénici skupina hydro-
xylové funkce tyrosolového zbytku obecnég
pouzivd skupina benzylova (Bzl), i kdyZ je
moZno dobfe pouZit i jiné chrénici skupi-
ny, jako skupinu p-nitrobenzylovou (PNB)
nebo p-methoxybenzylovou (PMB).

Chréanicimi skupinami karboxylovych funk-
ci, pouZivanymi pri vyrob& sloucenin obec-
ného vzorce I, mohou byt vSechny typické
esterotvorné skupiny, jako napfiklad me-
thylovd, ethylova, benzylovd, p-nitrobenzy-
lovd, p-methoxybenzylovd nebo 2,2,2-tri-
chlorethylova skupina.

Kondenzace vhodn& chrdnéné N-blokova-
né . aminokyseliny nebo peptidického - frag-
mentu s vhodné chranénou aminokyselinou
nebo peptidickym fragmentem s blokova-
nou karboxylovou skupinou p¥i pripravé
sloudenin obecného vzorce I zahrnuje ak-
tivaci volné karboxylové funkce aminoky-
seliny nebo peptidického fragmentu co do
kondenzatni reakce. Tuto aktivaci je moZ-
no uskutednit libovolnou z nékolika zndmych
technik. Jedna z téchto aktivatnich technik
spotivd v konverzi karboxylové funkce na
smiSeny anhydrid. Volnd karboxylovd funk-
ce se aktivuje reakci s jinou kyselinou, ob-
vykle s derivatem kyseliny uhlilité, jako s
chloridem této kyseliny. Jako priklady chlo-
ridd kyselin pouZivanych k pfipravé smiSe-
nych anhydridd lze uvést chlormravenéan
ethylnaty, chlormravencan fenylnaty, chlor-
mraventan sek.butylnaty, chlormraventan
iscbutylnaty a pivaloylchlorid. S vyhodou se
pouZiva chlormravencan isobutylnaty.

Dal3i metoda aktivace karboxylové funk-
ce pro ufely provedeni kondenzalni reak-
ce spofivd v Kkonverzi této karboxylové
funkce na seskupeni aktivovaného esteru.
Mezi tyto aktivované estery ndleZeji napri-
klad 2,4,5-trichlorfenylester, pentachlorfe-
nylester a p-nitrofenylester. Dal$i konden-
zafni metodou, kterou je moZno pouZit, je
dobfe zndma azidovd kondenzatni metoda.

Vyhodna kondenzaéni metoda pro p¥ipra-
vu slouenin obecného vzorce I spofiva v
pouZiti N,N‘-dicyklohexylkarbodiimidu k ak-
tivaci volné karboxylové funkce, imZ se
umoZni prib&h kondenzace. PFi této akti-
vatni a kondenzadni metod& se pouZiva ek-
vimoldrni mnoZstvi N,N‘-dicyklohexylkarbo-
diimidu vzhledem k aminokyseliné nebo
peptidickému fragmentu a kondenzace se
provadi v pfitomnosti ekvimoldrniho mnoz-
stvi 1-hydroxybenzotriazolu. Pritomnost 1-
-hydroxybenzotriazolu potlatuje neZadouci
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vedlejsi reakce v&etnd moZnosti racemiza-
ce.

V urditych bodech syntézy sloudenin obec-
ného vzorce I je nutno provést 3t&peni vy-
branych chrénicich skupin. Pro odborniky
nebude obtiZné vybrat z reprezentativnich
chréanicich skupin ty skupiny, které umoZ-
fiuji selektivni Stépeni, tzn. od$tdpeni jed-
né nebo nékolika, ne viak viech chrénicich
skupin pFitomnych na aminokyseliné nebo
peptidickém fragmentu. Tyto techniky jsou
v chemii peptidd dobfe zndamé. BliZ8i disku-
se technik pouZitelnych pro selektivni §té-
peni je uvedena napfiklad v préci, kterou
publikovali Schrbdder a Liibke v The Pepti-
des, sv. I, Academic Press New York, (1965)
a zejména v tabulce na strandch 72 a% 75
této publikace.

Stépeni chrénicich skupin karboxylové
funkce lze uskute¢nit alkalickym zmydel-
nénim. K deesterifikaci chrdnéné karboxy-
lové funkce se obecn& pouZivaji relativng
silng alkalické podminky, jichZ se obvykle
dosahuje pouZitim hydroxidi alkalickych
kovii, jako hydroxidu sodného, hydroxidu
draselného a hydroxidu lithného.

Reak&ni podminky, p¥i nichZ zmydelns-
ni probib4, jsou v daném oboru dobfe zné&-
mé. Chrénici skupiny karboxylové funkce
1ze rovnéZ odstrariovat katalytickou hydro-
genolyzou, napriklad hydrogenolyzou v pii-
tomnosti palddia na uhli jako katalyzatori.
V téch pfipadech, kdy chrénici skupinou
karboxylové funkce je skupina p-nitroben-
zylova nebo 2,2,2-trichlorethylovd, je moZno
odStépeni chrénici skupiny uskute&nit rov-
nd% redukei v pFitomnosti zinku a kyseliny
chlorovodikové.

Chranici skupiny aminovych funkci se od-
Stépuji tak, Ze se na chrdnénou aminoky-
selinu nebo peptid plisobi kyselinou, jako
kyselinou mravenéi, kyselinou trifluorocto-
vou, Kkyselinou p-toluensulfonovou, Kkyseli-
nou benzensulfonovou, nebo Kkyselinou naf-
talensulfonovou, za vzniku pFisluné adid-
ni soli s kyselinou.

0dstépeni chranici skupiny aminové funk-
ce lze rovnéZ uskuteénit tak, Ze se na chra-
nénou aminokyselinu nebo peptid plsobi
smési kyseliny bromovodikové nebo chloro-
vodikové a kyseliny octové, za vzniku p¥i-
sluSné adi¢ni soli s kyselinou bromovodiko-
vou nebo chlorovodikovou. Konkrétné po-
uZivany postup nebo &inidlo z4visi na che-
mickych nebo fyzikdlnich vlastnostech ma-
teridlli podrobovanych specifickym reakcim

k odStépovani chranicich skupin. Bylo zji-
téno, Ze v téch pripadech, kdy symbol R,
ma jiny vyznam neZ atom vodiku a maji se
odStépovat chranici skupiny z peptidu ob-
sahujiciho alespoil t¥i zbytky aminokyselin,
je nanejvy¥ vyhodné odstrafiovat chrénici
skupiny z takovéhoto peptidu pfisobenim
kyseliny trifluoroctové nebo kyseliny mra-
venti, vedoucim k vzniku odpovidajici adi&-
ni soli s kyselinou. Siil lze pak pfeménit na
farmaceuticky upotfebiteingjsi formu pfiso-
benim vhodného iontoménife, jako nap¥i-
klad iontoméni€e diethylaminoethyl — Se-
phadex A25 a Amberlyst A27.

Chranici skupinu hydroxylové funkce, pii-
tomnou na tyrosylovém zbytku, je moZno
na peptidu ponechat b&hem celé jeho pii-
pravy, protoZe tato skupina se odstépi v prii-
b&hu findlniho reak&niho stupn& v souvis-
losti s odSt&povanim chrédnici skupiny ami-
nové funkce. V zdvislosti na podminkédch
pouZivanych k od$tépovani chranici skupiny
karboxylové funkce miZe ovSem do’it k od-
§t&peni chrénici skupiny hydroxylové funk-
ce jiZ v dFivé;Sim reak¢nim stupni. Pokud
se chrénici skupina karboxylové funkce od-
St&puje alkalickym zmydeln&nim, z@stdava
chréanici skupina hydroxylové funkce zacho-
vana, pouZivé-li se viak k od3tépovani chra-
nici skupiny karboxylové funkce katalytic-
k& hydrogenolyza, dochdzi rovn&Z k odsts-
peni chrénici skupiny hydroxylové funkce.
Posledn& zminény piipad vSak nepfedstavu-
je Zadny vaZny problém, protoZe piipravu
slou€enin obecného vzorce I je moZno usku-
te€nit i v pFitomnosti tyrosylového zbytku
obsahujiciho volnou hydroxylovou skupinu.

Vyhodna specifickd nietoda p¥ipravy slou-
Cenin obecného vzorce 1 spodivd v konden-
zaci separdtné pilipraveného N-termindlni-
ho tripeptidu se separdtn& pfipravenym C-
-termindlnim fenylalanylamidem a v naésle-
dujicim odStépeni vSech zbyvajicich chrani-
cich skupin. Alternativn& miiZe byt separat-
né pripravena C-termindlni fenylalanylova
slou€enina, kterd se podrobuje reakci s N-
-termindlnim tripeptidem, strukturné upra-
vena tak, Ze obsahuje skupinu predstavuji-
ci prekursor amidického zbytku. Obecny po-
stup ilustrujici pfripravu tetrapeptidu obec-
ného vzorce 1 je moZno znédzornit néasleduji-
cim reakénim schématem, v n&mZ symbol
AA prfedstavuje zbytek aminokyseliny a k
nému piipojené &islo oznaduje polohu ami-
nokyseliny v fetézci vysledného peptidu.
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A. Piiprava tripeptidického fragmentu: B e S T

BOC-L’{yr-OH + H-D-1 AA)-0Bz1

0Bz1 1 pce
HBT
Boc-L —-B;r '-D-(AA)‘:,_-OB’z‘l»
' |
0Bz1 lOH-
BOC~L ——Tyr-D (AA)"OH
_ 0B
I H~Giy-08z1
LT bCcC
HBT
BoC-L —-'lTrr-—D-(A A)Z:G'Ly-OBz‘L
0Bz1
Pe/C THF/H 0
BOC-L-Tyr-D~( A A ),-Gly-OH BOC L Tyr-D- ARG CYr- o
| 3 [
oH - L 08z1

B. Kondenzace tripeptidu a terminélnfho fenylalanylového zbytku:

, 1?4 Ry
BOC—L—Tyr—D—(AA};—Gly—OH + HN—C—Q

BOC—L—Tyr—D— (AA)y—Gly—N—C—Q

I

CH,

I

Ph
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Ve shora uvedenych reakénich schéma-
tech znamend DCC N,N‘-dicyklohexylkarbo-
diimid, HBT pfedstavuje 1-hydroxybenzotria-
zol, Ph znamen4 fenylovou skupinu a Q pred-
stavuje skupinu

—C—NH,,
O

—COCHj,

]
—C—O0CH,Ph

a jiné podobné skupiny.

Pokud Q predstavuje benzylesterové se-
skupeni nebo jiné esterové seskupeni obsa-
hujici skupinu snadno od$t8pitelnou hyd-
rogenolyzou, je moZno takovéto seskupeni
pfevést na volnou karboxylovou skupinu
hydrogenolyzou v pritomnosti palddia na
uhli. Volnou kyselinu je moZno pFevést na
amid pasobenim amoniaku v pFitomnosti
N,N‘-dicyklohexylkarbodiimidu a 1-hydroxy-
benzotriazolu.

PFi pFipravé sloufenin obecného vzorce I
vySe popsanym sledem reakci je nanejvys
vyhodné pouZivat jako C-termindlni reakd-
ni sloZku sloufeninu obsahujici jiZ p¥Fimo
skupinu

—C—NH,.
I
0

Po piipravé Z&daného modifikovaného te-
trapeptidu obsahujiciho C-termindini sku-
pinu je moZno chrénici skupinu na kysliku
tyrosylového zbytku {pokud je pFitomna)
od8tépit hydrogenolyticky a terc.butyloxy-
karbonylovou chréanici skupinu na dusiku
plisobenim trifluoroctové kyseliny.

Shora uvedeny postup predstavuje pouze
jeden sled reakci vedouci k piFipravé slou-
Cenin obecného vzorce I. Je pochopitelnd

H
KH
BOC—N--(AA)—COOH  ———————
tetrahydrofuran
dimethylformamid

18-crown-6-ether
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. moZno pouZit i jiné reak&ni postupy. Dalsi

pouZitelnd metoda spoéivd v postupném na-
pojovéani jednotlivfch aminokyselin nebo je-
jich derivatli obsaZenych v peptidickém fe-
t8zci, pofinaje od karboxamidového termi-
nélnfho zbytku. P¥i tomto postupu je moZno
pouZivat razné reakéni techniky, vd&etnd
technik popsanych vy3e, jakoZ i libovolné
jiné vhodné sledy reakci.

Dalsi zplisob piipravy sloutenin obecného
vzorce I predstavuje syntéza v pevné fazi.
PFi tomto postupu se C-termindlni zbytek
navédZe na vhodny polymerni nosi¢ a pep-
tid se prodluZuje vidy o jeden zbytek tak
dlouho, aZ vznikne Zadany vysledny peptid,
dosud navdzany na polymerni nosi. Vysled-
ny peptid se pak z nosite odstrani za pou-
Zit1 vhodného &inidla §t&piciho chrénici sku-
piny. Tak napriklad C-termindlni zbytek,
chrdn&ny na «-aminoskuping terc.butyloxy-
karbonylovou skupinou, se za pouZiti akti-
vace N,N'-dicyklohexylkarbodiimidem na-

.kondenzuje na benzhydrylaminovy polymer.

Chrénici terc.butyloxykarbonylovd skupi-
na na dusiku se odstrani reakci zbytku, na-
vdzaného na polymer, s trifluoroctovou ky-
selinou - v methylenchloridu. Vyslednd sfil
se neutralizuje vhodnym tercidrnim aminem
a postup se opakuje pro napojeni kazZdé né-
sledujici aminokyseliny. Po skon&eni piipra-
vy Zddané peptidické sekvence se chrané-
ny peptid z polymerniho nosite od$tépi pi-
sobenim fluorovodiku pfi teplot& 0 °C. Pro-
dukt lze pak vyéistit chromatografii. Kon-
krétni podminky syntézy, jako napiiklad re-
akéni doby, reakéni teploty, asy potFebné
pro vymyvani, ¢inidla, chrénici skupiny
apod., jsou v oboru syntézy peptidi v pev-
né fézi dobfe zndmsé.

V urfitych slou€enindch obecného vzor-
ce I znamend R, primérni alkylovou skupi-
nu s 1 a7 3 atomy uhliku. V. takovychto pii-
padech se pfi syntéze pouZivaji piisludné
N-substituované aminokyseliny. Nésleduji-
cim postupem je moZno, za pouZiti amino-
kyseliny chrdn&né na dusiku jako vycho-
z1 14atky, pfFipravit libovolnou z N-monosub-
stituovanych aminokyselin:

K+

l
BOC—N~—(AA)—COO-K*
primé&rni alkyljodid
s 1 aZ 3 atomy uhliku
(RaI)

R.

|
- BOC—N—(AA)—COOH
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Jak vyplyvd z vySe uvedeného schéma-
tu, plisobi se nejprve na N*-chranénou ami-
nokyselinu kaliumhydridem v piitomnosti
vhodného crown-etheru za vzniku dianion-
tu. Na takto ziskany meziprodukt se pak
pisobi piisludnym alkyljodidem za vzniku
74dané N-substituované aminokyseliny.

Odbornikdm v syntéze peptidli je ziejmé,
Ze za silng alkalickych podminek, jaké se
pouZivaji pii shora popsané alkylaci, milZe
dojit k racemizaci na «-uhliku. Rozsah ra-
cemizace se miZe ménit v zivislosti na pri-
sluné aminosloudeniné. Racemizaci je
moZno omezit na minimum pouZitim nad-
bytku alkylaéniho d¢inidla a praci pfi co
nejkrat§i reakéni dobé&. Nicméné viak i v
pfipads, Ze racemizace prob&hla v rozsdh-
1é mife, je moZno produkt vy&istit prekrys-
talovanim, jako stl s vhodnym chirdlnim ami-
nem, napiiklad s d(+)-«-fenylethylaminem.

Vyslednou aminokyselinu, v niZ R; zna-
mend primédrni alkylovou skupinu s 1 aZ 3
atomy uhliku, je moZno libovolnym z vySe
popsanych postupll prevést na odpovidaji-
ci amid.

V urditych sloufenindch obecného wvzor-
ce 1 znamend Ry primdrni alkylovou skupi-
nu s 1 aZ 3 atomy uhliku. V takovychto p¥i-
padech se k vyrobé téchto slou€enin pouZi-
v4 prislu$nd aminokyselina substituovana na
w-uhliku nebo jeji odpovidajici ester ¢i amid.
Prislusny fenylalanin substituovany na -
-uhliku je moZno piipravit postupem, Kkte-
ry popsali Stein a spol. v Journal of the
American Chemical Society, sv. 77, 700 aZ
703 (1955). Stépeni racemické smé&si se pro-
vadi postupem, ktery popsali Turk a spol,
J. Org. Chem., sv. 40 &. 7, 953—955 (1975).
Vysledny «-substituovany fenylalanin je
mo#no prevést na odpovidajici amid podle
metod popsanych vySe. Tuto pfemé&nu je
moZno uskuteénit bud pred, nebo aZ po pfi-
pravé tetrapeptidového fet&zce, vyhodné
v§ak pied pfFipravou tetrapeptidu.

Slouceniny obecného vzorce I jsou cen-
nymi farmaceutickymi ¢inidly. Zminéné
latky vykazuji analgetickou tfinnost a jsou
zvl43t uZitetné pii parenterdlni aplikaci
savclim, véetné lidi. :

Sloudeniny obecného vzorce I je moZno
aplikovat jako takové nebo je lze upravo-
vat na farmaceutické preparaty v jednotko-
vych déavkovacich formédch pro parenterdl-
ni aplikaci. K pFipravé téchto preparatd je
moZno pouZivat organické nebo anorganic-
ké pevné, nebo/a kapalné nosné materiéaly,
které jsou farmaceuticky upotFebitelné.
Vhodné nosic¢e jsou v daném oboru dobfe
znamé. Popisované prostfedky mohou byt
ve formé& tablet, granuldtd, kapsli, suspen-
zi, roztokl apod.

Pri podédni v ufinném mnoZstvi plisobi
sloudeniny obecného vzorce I analgeticky.
Davkovani dGfinnych latek se miiZe obecné
pohybovat zhruba od 0,1 do 100 mg na Kki-

logram t&lesné hmotnosti piijemce. V§hod-

nohydratu
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né davkovédni se pohybuje zhruba od 1,0 do
20 mg/kg télesné hmotnosti.

Nasledujici priklady provedeni ilustruji
pripravu a udinnost slouenin obecného
vzorce I, v Zddném smeéru v3ak rozsah vy-
nalezu neomezuji.

Priklad 1

Piiprava L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-N*-
-methyl-L-fenylalanylamid-acetatu

A. Benzyl-D-alaninat-p-toluensulfonét

K smési 100 m! benzylalkoholu a 200 ml
benzenu, obsahujici 55,1 g (0,29 mol} mo-
p-toluensulfonové Kkyseliny, se
pridd 25 g (0,281 mol) D-alaninu. Smés se
uvede k varu pod zpétnym chladifem a
azeotropicky se z ni odstrailuje voda za po-
uZiti- Dean-Starkovy jilnky. Smeés se zahiiva
15 hodin, pak se ochladi na teplotu mist-
nosti a zfedi se etherem. Vyloucend sraZe-
nina se odfiltruje a po pFekrystalovani ze
smési methanolu a etheru poskytne 55, 3 g
(56 %] shora uvedené sloufeniny o bodu
tani 112 aZ 115 °C.

Analyza: pro C;;HyNO;S (351,42)

vypoctteno:
C: 58,10 %, H: 6,02 %, N: 3,99 %;

nalezeno:
C: 58,19 %, H: 6,06 %, N: 3,82 %.

B. Benzyl-N¢-terc.butyloxykarbonyl-O-
-benzyl-L-tyrosyl-D-alaninéat

K 200 ml suchého N,N-dimethylformamidu
se pridéd 35,1 g (0,1 mol) produktu piipra-
veného v odstavci A. Smés se za michani
ochladi na 0°C a piidéd se k ni 11,2 g (0,1
mol} diazabicyklooktanu. Vyslednd smés se
10 minut michd pi#i teploté 0°C, naceZ se
k ni pfida nejprve 37,1 g (0,1 mol) N*-terc.-
butyloxykarbonyl-O-benzyl-L-tyrosinu a po-
tom 13,5 g (0,1 mol) 1-hydroxybenzotria-
zolu a 20,6 g (0,1 mol) N,N‘-dicyklohexyl-
karbodiimidu. Reak&ni smés se 3 hodiny
miché pfi teploté 0°C a pak 24 hodiny pii
teploté mistnosti, ochladi se na 0 °C, vznik-
14 suspenze se zfiltruje a filtrat se zahusti
ve vakuu. Zbytek se znovu rozpusti v ethyl-
acetdtu a roztok se postupnd promyje 1N
kyselym uhli¢itanem sodnym, vodou, 0,75 N
studenym roztokem kyseliny citrénové a vo-
dou. Organickd vrstva se vysu3i siranem
hoieénatym, zfiltruje se a zahusti se va va-
kuu. Odparek se rozpusti v horkém etha-
nolu a roztok se ochladi, pfitemZ produkt
vykrystaluje. Po jednom prekrystalovani z
ethanolu se ziska 41,5 g (80 %) cisté slou-
¢eniny uvedené v ndzvu, ¢ bodu té4ni 121
az 123 °C.
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. Analyga: apr@u@gof‘laewg@su [ 520,,63,-]“ NIVES
" el

- Vypofteng:, 1 i
C 69 21 %l H:. 6,97 %, N:a,gp%;

EEANY

TR TRRNIETRER!

’n'al‘ei'er’io‘ .
C: 68,99 %, H: 6,75 %. N: 517 %
C. Ne*-terc. butyloxykarbonyl 0- benzyl L

-tyroslealamn;: SRR vb ST

K smési 200 rnl tetrahydrofuranu a 20 ml
vody ge.pkidd. 31,2 g :(0,06.mel}. produktu
pfipraveného v odstavci B, vysledny roztok
: s2,9.chladi, naQ°C. a“pozvolna se. k.- nému
pr;d& 13,2.ml, (Lt ‘ekvivalentu),. 5 N.. hydro-
~xidy,, sodneho .Smés, se..za: michédni:.necha
.pomalu oht4t. na; teplotu ‘qmistnosti:-a; pa,.5
-hodindch, se..roztfepe mezi ,vodu .a. gther.
Vodn4., ,vrstva se.0ddgli. a ochladl Jjaijl, pH
-se piidavkem. kysehny mtronove nastav; na
hod,notu 2.8 smds,.se- .extrahu]e ethylaceté-
tem.. Ethyla@etatovy extrakt se;promyje.vo-
.dou, . vysusi, se - siranem hofefnatym a4, .po
.zfiltrovani. se, .zledi, .gtherem., Odfiltravdnim
.vylougens, srazeniny. se ,ziské. 17,7, g [67:%)
sloudeniny uvedené v. nézyy,; tajici pii, 160
aZ 162 °C.

(UL P g g A
Analfrza: pI'O C24H30N206 [442,51]
-vypedteno: ,
C 6514 % H 683 % N: 6,63 %
X g [
nalegzeno; - ...
' C: 6473 % H 670 % N: 620 %.
D. Benzyl- -terc butyloxykarbonyl O,
-benzyl -L- tyrosyl D- alanyl glycmat

K 70 rnl $uchehn dlmethylformamidp se
pHid4. 6,74 g. (0,02, m0}) soli. benzyl-glycina-
s kyselmou pstolyensulfonavou, Smés. se
ochladi na; 0°C, prid4 :se. k .ni 2,248, [0,(120
.mol). d,lazablcyk;ooktanu,, vyslednd, smés; se
ngkelik minut, michg, . naéez e, K. ni pridé
nejprve., 8,84.. g . (0, 020 mol],, prqduktu pii-
pravenaho v, odstavm G ¥:] pot;om 2,7 8 (0,020
mol); 1-lnyd1 pxybenzqtuazolu a 4,12'g.(0,020
mgl).: NN dlcykIOhexylkarbodumidu ,,,,,, Re-
akén,l, smés ;se .2,hpdiny, mighd, pii teploté

0°C a pak 24 hodiny,pFi teplotd mistnosti.
Vysledna suspenze se ochladi na.Q.°C,. zfilt-
ruje..se a . filtrat, se,zahusti.ve; \vakuu‘ Zby-
tek se,. rozpustl,,v ethylacetétu, rogtok, se
postupné,,promyle 1N Kyselym;, qhhé;tanem
sadnym, .vodou, studenou, 8,75.N kyselinou
.citrénovou. .a. vodou,,. organu;ké faze .se; vy-
susi, siranem,: hoi‘eﬁnat\jm a,.zahusti, se;. ve
vakuu, . Krystalizaci, odparku z, gthanolu, se
ziskd .10,8,8. (92 %), ¢isté. slaudeniny .uve-

den,é v nézvu, ta]mi pi‘i 145 réi 'iAV Gy

il yopide

E ! N“—terc butyloxykarbonyl D benzyl‘ L-

' v;ypoéfeno

AF Sul NP'rterc butylaxykarbonyl—.N‘*
-mathylbenzylaminem
j;K 75 ml, tetrahydrofuranu 56, pridd 13 Zﬁl‘g

¥4
Analyza.,@ro 033H@9N307 [~;589-,69];~,-«J A

'tYl‘stl*D'alanyl’glycm ;

K smésl tetrahydmfuranu a vody v pome—

v;ru 9.:,1:,(150.m1) se p¥id4 15,95, g:(27 mmel)

produktu bripraveného v, odstavei D, smés

..Se za michdni: ogchladi. na. 10 °C.:a .prikape, se
-k ni:.30, m}, 4, N hydroxidu .sedného. Pg. skon-

Leném prikapdavdni se smés .2 -hodiny; mlcha,
bak..se dvakrat, extrahue - etherem,;; .0ddg-

Jdend, vodnd:f4ze. se pridénim .30 ml.1N. ky-

seliny.. chiorovodikové :okyseli.na...pH, 2,5,
vykrystalovana SlOuéenma uvedend v. ndzvu

se; odfiltruje .a. prekrystaluje..se.jednou, ze
-.8mési methanolu: a,vody a;dvakrat. z, ethyl-

acetdtu. Ziska se 11,43 g,(83.% teorig) Z4-
daného produktu o bodu tani 104 a%,107,°C
a..optické.. rqtam [ana = +31 4% . {c,.= 0,5
v, methanolu), ; 4o

C 62;511 %,(H ess %. )

PR B T B

i . omethyl-Ly fanylal&nmu ,s d- HM—

ivigs iy

(0,05, mol ) Nesterc.butyloxykarbonyl-L-tenyl-

-alapiny  a, vyslednaa smés s v dusikové

atmostéle;, p¥i. teploté 0 C, p¥ikape bshem
30 minut k suspenzi, Gls,mol natmumhyd—

-%idu,.a. 0,5. g,i. 18-crawn-6+ethery,, michané
;mechanickym. michadlem, Reaklni..smgs; . ge
iJgSté. dal3i: 1 .hodipu michd pki, teplotd.(3C,

pak se k ni béhem 15 minut: p¥ikape,roztok
6,23,;ml; (0,1 ,mol) . methyljedidy, v, 15: ml
teuahydrofuranu, .8§mes, $e; necha ;2. hodmy
reagovat, nateZ. se. k,.ni prlkape nejprve
smés, 10, mlL Kkyseliny, ,octove a-48.ml tetra-
hydrofuranu,fa pofom; 20, ml .ethanolu.. V-
slednd, smés: se vylije. na 400 - g . ledu,  pH
vodné: . faze, se, pfidavkem ., 2.N ‘hydrgxidu

'Sodn,elao ZVv¥8i na hodnoty, 12 az.13, vodnd

-simés se,dvakrat, extrahuje ethexem,;.pak se

pridavkem pevné: Kyseliny citronové okyse-
l{ .na, pH:3,0- & extrahuje se tijkrat, 200 ml
etheru. Etherické extrakty 186 .8poji; extra-
hu;x se vodpu, vysusluse 31ranem horeéna-

Py
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tym a odpafi se ve vakuu na sirupovity
zbytek. Tento sirupovity zbytek se rozpus-
ti v 50 ml etheru, pridd se 6,44 ml (0,05
mol) d-(+)-«-methylbenzylaminu a po zie-
déni vysledného roztoku 350 ml hexanu se
stény nadoby poSkrdbou sklenénou tycin-
kou. Odfiltrovanim vylou¢eného produktu
se ziskd 15,83 g (70 % teorie) slouCeniny
uvedené v nédzvu, kterd po prekrystalovani
z ethylacetdtu poskytne 13,70 g (68 % teo-
rie) Z4daného produktu o bodu tant 136 aZ
139°C a optické rotaci [«]p® = —28,2°
(¢ = 1 v ethanolu].

Anal?za: pro C23H32N204 [400,50]

vypod&teno:
C: 68,97 %, H: 8,05 %, N: 6,99 %;

nalezeno:
C: 68,75 %, H: 7,81 %, N: 6,74 %.

G. N¢-terc.butyloxykarbonyl-N*-methyl-
-L-fenylalanylamid

4,0 g (0,01 mol) N¢terc.butyloxykarbonyl-
-N*-methyl-L-fenylalaninu [pFipraveného
okyselenim odpovidajici soli s d(+}-&-me-
thylbenzylaminem a extrakci etherem] se
rozpusti ve 20 m! N,N-dimethylformamidu,
smés se ochladi na —15°C a p¥ida se k ni
nejprve 1,56 ml (0,012 mol} isobutyl-chlor-
formidtu a pak 1,32 ml (0,012 mol) N-me-
thylmorfolinu. Reak&ni smés se 10 minut
michd pii teploté —15°C a pak se do ni
po dobu 1,5 hodiny uvadi bezvody plynny
amoniak. Vyslednd smés se 1 hodinu micha
pii teploté —15°C, naceZ se vylije do na-
doby obsahujici 200 ml ledu. Vodnd vrstva
se extrahuje ethylacetatem, organicka vrst-
va se odd8li a postupné se promyje 1,5 N
kyselinou citrénovou, vodou, 1N kyselym
uvhli¢itanem sodnym a znovu vodou. Ethyl-
acetatovy roztok se vysu$i siranem hotec-
natym a odpafi se ve vakuu na sirupovity
zbytek, ktery po krystalizaci ze smési ethe-
ru a petroletheru poskytne 2,12 g (76 %
teorie) slouteniny uvedené v ndazvu, o bo-
du tani 91 aZ 92 °C a optické rotaci [a]p® ==
= —111,2° (¢ = 0,5 v chloroformu}.

Analyza: pro C;5HyNyO5 (278,33)

vypocéteno:
C: 64,73 %, H: 7,97 %, N: 10,06 %;

nalezeno: -
C: 64,95 %, H: 7,81 %, N: 9,79 %.

H. N¢-terc.butyloxykarbonyl-O-benzyl-L-
-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-N*-methyl-L-
-fenylalanylamid

K 20 ml derstvé pripravené ledové Kkyse-
liny octové obsahujici bezvody chlorovodik

(1IN} a 2 ml anisolu se prida 1,95 g (0,007
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mol)- - N%terc.butyloxykarbonyl-N*-methyl-
-L-fenylalanylamidu, smés se 30 minut mi-
cha pfi teplot&é mistnosti, naCteZ se vylije
do etheru. Odfiltrovanim a vysuSenim vy-
loudené sraZeniny se ziskd 1,5 g prisius-
ného hydrochloridu, ktery se rozpustl ve
30 ml N,N-dimethylformamidu. Roztok se
ochladi na 0°C, pfidda se k nému 1,4 ml
(0,007 mol) dicyklohexylaminu, smés se né-
kolik minut miché4, naceZ se k ni p¥idd 3,5
gramu {0,007 mol) N¢terc.butyloxykarbo-
nyl-O-benzyl-L-tyrosyl-D-alanyl-glycinu, 950
miligram® (0,007 mol) 1-hydroxybenzotri-
azolu a 1,44 g (0,007 mol) N,N‘-dicyklohe-
xylkarbodiimidu. ReakCni smés se micha
nejprve 2 hodiny pPi teploté 0°C, pak 24
hodiny pri teploté 4°C, naCeZ se ochladi
na 0°C a zfiltruje se. Filtrat se zahusti
ve vakuu na olejovity zbytek, ktery se zno-
vu rozpusti v ethylacetatu. Ethylacetdtovy
roztok se postupné extrahuje 1N Kkyselym
uhligitanem sodnym, vodou, studenou 0,75 N
kyselinou citrénovou a vodou, organicka
fdze se vysudi siranem hofefnatym a za-
husti se ve vakuu na olejovity zbytek, kte-
ry se chromatografuje na sloupci silikage-
lu (40 cm x 3 cm, silikagel Grace and Da-
vison Grade 62} nasypaném v chloroformu.
Sloupec se vymyvé chloroformem obsahu-
jicim stoupajici podil methanolu (aZz do 10
procent methanolu). Produkt se izoluje z
odebranych frakci, které jej obsahuji po-
dle chromatografie na tenké vrstvE. Ziska
se 355 g (77 % teorie) slouceniny uvede-
né v ndzvu, o optické rotaci [a]p® = —9,2°
(c = 0,5 v methanolu].

Anal?za: pro 036H45N507 [659,8]

vypoctteno:
C: 65,54 %, H: 6,57 %, N: 10,61 %;

nalezeno:
C: 65,46 %, H: 6,58 %, N: 10,36 %.

I. Ne¢-terc.butyloxykarbonyl-L-tyrosyl-D-
-alanyl-glycyl-N*-methyl-L-fenyl-
alanylamid

3,2 g (0,0485 mol) produktu pripravené-
ho v odstavei H se rozpusti v 60 ml etha-
nolu a do roztoku se prida 1,5 g 5% pala-
dia na uhli ve formé& vodné suspenze. Do
smési se pomoci uvddécky plynu uvadi nej-
prve cca 5 minut dusik a pak 6 hodin vo-
dik. Vyslednd smés se proplachne dusikem,
paladiovy katalyzdtor se odfiltruje a filtrat
se zahusti ve vakuu na sirupovity odparek.
Sirupovity odparek se rozpusti v chlorofor-
mu a nanese se na sloupec silikagelu
(40 cmm x 3 cm, silikagel Grace and Davi-
son Grade 62). Produkt se vymyva chloro-
formem se stoupajicim obsahem methano-
lu {aZ do 10 % methanolu) a frakce se
sleduji chromatografii na tenké vrstvé. Z
piislusnych frakci se ziskd 2,0 g (74 %
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teorie) Z4daného produktu o optické rota-
ci [@]p® = —9,9° (c = 0,5 v methanolu).

Analyza aminokyselin:

nalezeno:
Gly 1,01, Ala 0,99, Tyr 0,99, NH; 1,14.

J. Sil L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-Ne-
-methyl-L-fenylalanylamidu s kyselinou
octovou

1,6 g (0,00281 mol) produktu ptiprave-
ného v odstavei I se rozpusti v 10 ml tri-
fluoroctové kyseliny obsahujici 0,5 ml ani-
solu. Vyslednd smés se 30 minut michd pii
teploté 0°C, pak se vylije do etheru a vy-
loudend sraZenina se odfiltruje a vysusi.
Ziskd se 1,1 g pevného produktu, ktery se
rozpusti v pfisluiném mnoZstvi vodného
tlumivého roztoku (1 % pyridinu a 0,05 %
kyseliny octové) na roztok o objemu 15 ml,
ktery se nanese na sloupec (2,5 cm x 99 ¢m)
iontomé&nice diethylaminoethyl-Sephadex
A-25 (acetdtovd forma), ktery byl ekvilib-
rovén se stejnym tlumivym roztokem. Eluat
se kontroluje spektroskopicky p¥i 280 nm.
Pfisludné frakce se spoji a lyofilizuji. Opa-
kovanou lyofilizaci z 10% Kkyseliny octové
a ndsledujicl lyofilizaci ze smési vody a
acetonitrilu (75 : 25) se ziskd 0,84 g slou-
¢eniny uvedené v ndzvu, o optické rotaci
[«]p® = +27,8° (c = 1 v 1N kyselin& chlo-
rovodikové.

Analyza aminokyselin:

nalezeno:
Tyr 0,98, Ala 1,03, Gly 1,00, NH; 1,05.

Priklad 2

Pfiprava soli L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-
-L~e-methylfenylalanylamidu s kyselinou
octovou

A. Tosylat benzylesteru L-e-methyl-
fenylalaninu

Do 100 ml benzenu se vnese 3,0 g (0,0168
mol) L-e-methylfenylalaninu a k vzniklé
suspenzi se pfidd 3,5 g (1,1 ekvivalentu)
hydratu p-toluensulfonové kyseliny a 10 ml
benzylalkoholu.

Smés se 4 dny vafi pod zpétnym chladiem
opatfenym Dean-Starkovym odludovadem vo-
dy, pak se ochladi na teplotu mistnosti a p#i-
danim etheru se z ni vysrdZi Zddand sil s
kyselinou p-toluensulfonovou. Odfiltrovanim
a vysuSenim sraZeniny se ziska 7,0 g (94 %)
sloueniny uvedené v ndzvu, o bodu tdni 129
aZ 131 °C a optické rotaci [e]p® = —10,7°
(c = 0,5 v methanolu).
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Analyza: pro Cy,Hy;NO5S (441,5)
vypod&teno:
N: 3,17 %:
nalezeno:
N: 2,87 %.

B. Benzylester N*-terc.butyloxykarbonyl-
-O-benzyl-L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-L-
-e¢-mmethylfenylalaninu

Do 80 ml N,N-dimethylformamidu se vne-
se 5,74 g (0,013 mol) produktu pFipravené-
ho v odstavci A. Smés se 5 minut chladi na
0 °C, naceZ se k ni p¥ida 6,5 g (13 mmol) N*-
-terc.butyloxykarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-
-D-alanyl-glycinu (pFipraveného jako v pii-
kladu 1), 1,8 g (13 mmol]) 1-hydrozybenzo-
triazolu a 2,7 g (13 mmol) N,N‘-dicyklohe-
xylkarbodiimidu.

Vyslednda smés se 2 hodiny michd pfi tep-
loté¢ 0 °C, pak 24 hodiny pfi teplotd mist-
nosti, ochladi se na 0 °C a vylouend sra-
Zenina se odfiltruje. Filtrat se odpafi ve va-
kuu, zbytek se rozpusti v ethylacetdtu a
ethylacetdatovy roztok se postupné extrahu-
je 1IN kyselym uhli¢itanem sodnym, vodou,
0,75N kyselinou citrénovou a znovu vodou.
Organickéd fdze se vysu$i siranem hoPedna-
tym a odpafi se ve vakuu na olejovity od-
parek, ktery po krystalizaci z etheru a pfe-
krystalovdni ze smési ethylacetdtu a ethe-
ru poskytne 7,0 g (72 %) slouteniny uvede-
né v ndzvu, o optické rotaci [«]p® = +7,9°
{c = 0,5 v methanolu).

Analyza: pro C;HsN,0z (750,86)

vypoéteno:
C: 68,78 %, H: 6,71 %, N: 7,46 9;

nalezeno:
C: 68,75 %, H: 6,46 %, N: 7,21 %.

C. Sil N*-terc.butyloxykarbonyl-L-tyrosyl-
-D-alanyl-glycyl-L-e-methylfenylalaninu
s dicyklohexylaminem

Do 50 ml ethanolu se vnese 4,0 g (0,0053
mol) produktu pfripraveného v odstavci A
a pak se prida 2,0 g 5% paldadia na uhli v
N,N-dimethylformamidu. Do smé&si se po-
moci uvddé&fky plynu uvadi nejprve 5 minut
dusik a pak 4 hodiny vodik. Vyslednd smés
se proplachne dusikem, palddiovy katalyzéa-
tor se odfiltruje a filtrat se zahusti ve va-
kuu na sirupovity odparek. Tento sirupovi-
ty odparek se nanese na sloupec silikagelu
(10 cm x 2 cm, silikagel Grace and Davison
Grade 62). Sloupec se vymyva chloroformem
se stoupajicim podilem methanolu (aZ do
kone&ného poméru chloroform — methanol
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9,5 : 0,5). Hlavni frakce se spoji, rozpous-
tédlo se odpali, olejovity odparek se roz-
pusti v ethylacetdtu a k roztoku se prida 1
mililitr  dicyklohexylaminu. Odfiltrovanim
a vysuSenim vylouCené sraZeniny se ziska
2,6 g (65 %) slouteniny uvedené v nézvu,
0o bodu tani 142 aZ 146 °C a optické rotaci
[e]p® == +46,3° (¢ = 0,5 v methanolu).

D. N%terc.butyloxykarbonyl-L-tyrosyl-D-
-alanyl-glycyl-L-e-methylfenylalanylamid

2,0 ¢ produktu piipraveného v odstavci
C [0,0027 mol) se neutralizuje smési ethyl-
acetatu a 0,75N kyseliny citrénové. Organic-
ka vrstva se oddéli, etxrahuje se vodou, vy-
sudi se siranem holeCnatym a odpsli se ve
vakuu na olejovity odparek o hmotnosti 1,5
gramu. Vyslednd volnd kyselina se rozpus-
ti ve 30 ml N,N-dimethylformamidu, roztok
se v tlakové reakdéni nddob& ochladi na 0
stupfit Celsia, pfidd se k nému 560 mg
(0,0027 mol) N,N‘-dicyklohexylkarbodiimidu
a smd&s se michéa nejprve 4 hodiny p¥i teplo-
t8 0 °C a pak 3 hodiny pfi teploté mistnos-
ti. Reakdni nadoba se ochladi na —78 °C,
vnese se do ni 30 ml bezvodého amoniaku,
nddoba se znovu uzavie a smés se 48 hodin
michd p¥i teploté mistnostl.

Reakéni smés se ochladi na —78 °C re-
akéni nddoba se otevie, amoniak se necha
odpafit pfi teplot8é mistnosti a rozpousté&dlo
se odpafi ve vakuu. Zbytek se rozpusti v
ethylacetatu, ethylacetatovy roztok se extra-
huje nejprve 0,75N kyselinou citrénovou a
pak vodou, vysusi se siranem hofeCnatym
a rozpou$té&dle se odpafl ve vakuu. Odparek
se rozpusti v chlorcformu a nanese se¢ na
sloupec silikagelu (3 cm x 45 cm, silikagel
Grace and Davison Grade 62). Sloupec se
vymyva chloroformem se stoupajicim podi-
lem methanolu (aZ do vysledného poméru
chloroform -— methanol 9 : 1). Odpovidajici
frakce (podle analyzy chromatografii na
tenké vrstvé) se spoji a rozpousdtédlo se
odpari, &im# se ziska 1,1 g (72 %) slouce-
niny uvedené v ndzvu, o optické rotaci
[]p? == —26° (c = 0,4 v methanolu).

Analyza aminokyselin:

nalezeno:
Gly 0,99, Ala 1,00, Tyr 0,99, NH; 1,12.

E. Sil L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-L-z-methyl-
fenylalanylamidu s kyselinou octovou

K smési (20 ml) 1IN plynného chlorovo-
diku v ledové kyseliné octové, obsahujici 0,3
mililitru anisolu, se pridd 900 mg (0,0016
mol) produktu pFipraveného v odstavei D.
Reakén ismés se 30 minut micha pri teplo-
t8 mistnosti, pak se vylije do etheru, vylou-
¢end sraZenina se odfiltruje a vysu3i se.
Ziskd se 720 mg pevného produktu, ktery se
rozpusti v prislusném mnozstvi vodného tlu-
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mivého roztoku (1 % pyridinu a 0,05 % ky-
seliny octové) na roztok o objemu 5 ml a
vysledny roztok se nanese na sloupec (2,5
centimetru x 99 cm) iontomé&nide diethyl-
aminoethyl-Sephadex A—25 {acetatova for-
ma]), predem ekvilibrovaného s timtéZ puf-
rem. Eludt se sleduje spektroskopicky pri
280 nm, piisiugné frakce se spoji a lyofili-
zuji. Opakovanou lyofilizaci z 10% Kkyse-
liny octové a nésledujicl lyofilizaci ze smé-
si vody a acetonitrilu {75 : 23]} se ziskd 400
miligrami sloufeniny uvedené v nézvy, o
optické rotaci [a]p® == +239° (¢ == 0,5
v 1N kyseliné chlorovodikove].

Analyza: pro CygHl;N;0; (529,60

vypoéiteno:
C: 58,97 4%, H: 6,66 Ub, N: 13,22 Y%, O: 21,15
proc.;

nalezeno:
C: 59,02 %, H: 6,36 %, N: 12,99 %, O: 21,41
proc.

Analyza aminokyselin:

nalezeno:
Tyr 0,96, Ala 1,01, Gly 1,00, NH; 1,03.

Priklad 3

Priprava soli L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-N%-n-
-prepyl-L-fenylalanylamidu s kyselinou
octovou

A. N¢-terc.butyloxykarbonyl-N*-n-propyl-
-L-fenylalanin

Do 70 ml tetrahydrofuranu se vnese 10,6
gramu (0,04 mol} N*-terc.butyloxykarbonyl-
-L-fenyialaninu.

Smés se pod dusikem pri teploté 0 °C
pfidd b&hem 30 minut k mechanicky micha-
né suspenzi 0,12 mol kalimmhydridu ve 220
mililitrech tetrghydrofuranu a 05 g 18-
-crown-6-etheru, vyslednd smi#is se dalSich
10 minut micha pri teplotd 0 °C, naceZ se k
ni b&hem 20 minut prikape roztok 23,3 ml
(0,24 woel) 1-jédpropanu ve 40 ml tetrahyd-
rofuranu. Sms se necha 2,5 hodiny reago-
vat pii teplotd 0 °C, pak se k ni pridd dal-
Sich 11,5 ml (0,12 mol) 1-jédpropanu, re-
akéni smés se dalSi 2 hodiny micha pFi tep-
loté 0 °C, pridd se k ni 10 ml ledové kyse-
liny ociové a po desetiminutovém michéni
se vyslednd smées vylije na drceny led. Pri-
davkem 2N hvdroxidu soedného se pH vodné
faze zvysi na hodnotu 8,0, vodnd smés se
dvakrat extrahuje etherem, pak s2 pridanim
studené 2N kyseliny chlorovodikové okyse-
i na pH 2,5 a extrahuje se ethylacetdtem.
Ethylacetdtové extrakiy se jednou promyiji
vodou, vysudi se siranem horfeCnatym a cd-
pafi se ve vakuu. Sirupovity odparek se roz-
pusti ve 200 ml etheru a k roztoku se pfi-
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dé 8 ml (0,04 mol) dicyklohexylaminu. Vy-
loucend sraZenina se odfiltruje a filtrat se
jednou extrahuje 1,5N kyselinou citrénovou
a vodou. Etherickd vrstva se vysu$i siranem
hofeCnatym a odpaii se ve vakuu na olejo-
vity zbytek, ktery se chromatografuje na
sloupci silikagelu (40 cm x 3 cm, silikagel
Grace and Davison Grade 62) v chlorsfor-
mu. Eluce produktu se provadi chlorofor-
mem se stoupajicim podilem methanolu (aZ
do 5 % methanolu). SloZeni frakci se sle-
duje chromatografii na tenké vrstvé. Pri-
slusné frakce se spoji a odpa¥i se, ¢im¥ se
ziskd 3,6 g (31 % teorie) sloudeniny uve-

= —153,3° (¢ = 1 v. methanolu].

NMR:
§(—CO,H) == 10,47;
§(MeyC—) == 1,50.

Analyza: pro C;HyNO, (307,4)

vypodéteno:
C: 66,43 %, H: 8,20 %, N: 456 %;

nalezeno:
C: 66,16 “‘/0, : 7,89 %%, N: 4,45 .

B. N¢-terc.butyloxykarbonyl-N“-n-propyl-
-L-fenylalanylamid

N“-terc.butyloxykarbonyl-N%-n-propyl-L-
-fenylalanin (pripraveny v odstavci A) se
rozpusti v N,N-dimethylformamidu, smés se
ochladi na —15 °C a pridd se k ni nejprve
1 ekvivalent isobutyl-chloroformiatu a pak
1 ekvivalent N-methylmorfelinu. Vyslednd
smés se 10 minut micha p¥i teplotsd —15 °C,
naceZ se do ni po dobu 30 minut uvddi bez-
vody plynny amoniak. Reaktni smés seg 1
hodinu michd pfi teploté —15 °C a pak se
vylije' do nadoby ohsahujici 200 ml ledu.
Vodny roztok se extrahuje ethylacetitem,

promyje 1,5N kyselinou citronovou, vodou,
IN kyselym uhliditanem sodnym a znovu
vodou. Ethylacetdtovy roztok se vysuli si-
ranem hofeCnatym a odpafi se ve vakuu,
¢imZ se ziskd slou¢enina uvedend v nazvu.

C. N¢terc.butyloxykarbonyl-L-tyrosyl-D-ala-
nyl-glycyl-N*-n-propyl-L-fenylalanylamid

Jo 20 ml Cerstvd piipravené ledové kyse-
liny octové, obsahujici bezvody chlorovodik
(IN}) a 2 ml anisolu, se vnese 1 ekvivalent
N®-terc.butyloxykarbonyl-N%-n-propyl-L-fe-
nylalanylamidu. Vyslednd smds se 30 minut
micha pri teplotd mistnosti, pak se vylije
do etheru, vyloudend sraZenina se odfiltru-
je a vysuSi se. Ziskany hydrochlorid se roz-
pusti ve 30 ml N,N-dimethylformamidu, roz-
tok se ochladi na 0 °C a pi#idd se k nému 1
ekvivalent dicyklohexylaminu. Smés se ng-
kolik minut michd, nafeZ se k ni prida 1
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ekvivalent N*-terc.butyloxykarbonyl-O-ben-
zyl-L-tyrosyl-D-alanyl-glycinu (pFipraveného
postupem podle pi¥ikladu 1E), 1 ekvivalent
lnydroxybenzotriazolu a 1 ekvivalent N,N'-
~dicyklohexylkarbodiimidu.

Reakéni smés se micha nejprve 2 hodiny
pfi teploté 0 °C, pak 24 hodiny pfi teplotd
4 °C, naceZ se ochladi na 0 °C a zfiltruje se.
Filtrat se zahusti ve vakuu na olejovity od-
parek, ktery se rozpusti v ethylacetdatu. E-
thylacetatovy roztok se postupné extrahu’e
IN kyselym uhliditanem sodnym, vodou, stu-
denou 0,75 N kyselinou citrénovou a znovu
vodou, organickd fédze se vysu$i siranem
hoFfe¢natym a zahusti se ve vakuu na ole-
jovity zbytek. Tento olejovity zbytek se chro-
matografuje na sloupci silikagelu (40 cm x
x 3 cm, silikagel Grace and Davison Grade
62) v chloroformu.

Produkt se ze sloupce vymyvd chlorofor-
mem obsahujicim stoupajici mnoZstvi me-
thanolu (aZ do 10 % methanolu). SloZeni
odebiranych frakci se sleduje chromatogra-
fii na tenké vrstvé. Piislusné frakce se spo-
ji a izoluje se z nich N*-terc.butyloxykarbo-
nyl-0-benzyl-L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-N¢-
-n-propyl-L-fenylalanylamid.

Produkt z vySe uvedeného odstavce se roz-
pusti v 60 ml ethanolu a do smési se pii-
da 1,5 g 5% paladia na uhli ve formé vodné
suspenze. Do reakCni smési se za pomoci
uvddetky plynu uvadi nejprve cca 5 minut
dusik a2 pak 6 hodin vodik. Vyslednd smés
se proplachne dusikem, palddiovy katalyza-
tor se cdfiltruje a filtrdt se zahusti ve va-
kuu. Sirupovity odparek se rozpusti v chlo-
roformu a vnese sz na sloupec silikagelu
(40 cm x 32 cin, silikagel Grace and Davison
Grade 62).

Produkt se ze sloupce vymyva chlorofor-
mem se stoupajicim podilem methanolu (aZ
do 10 % methanolu) a sloZeni frakeci se sle-
duje chromatozrafi{ na tenké vrstvé. Odpo-
vidajici frakce se spoji a izoluje se z nich
slouCenina uvedend v ndzvu, o optické ro-
taci [@]p® = —34,8° (¢ == 0,5 v methano-
fu}.

Analyza: pro Gy HpN;0; (597,7)

vypoctteno:

C: 62,29 %, H: 7,25 %, N: 11,72 O;
nalezeno:

C: 62,13 %, H: 7,24 %, N: 11,70 %.

D. St L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-N -n-pro-
pyl-L-fenylalanylamidu s kyselinou octo-
vou

800 mg (1,34 mmol) produktu p¥ipravené-
ho v odstavcei C se rozpusti v 10 ml kyseli-
ny trifluoroctové ohsahujici 0,5 ml anisolu.
Reak&ni smés se 30 minut michd pi¥i teplo-
t& 0 °C a pak se lyofilizuje. Pevny zbytek
se rozpusti v prisluSném mnoZstvi vodného
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tlumivého rozteku: {1 @ pyridinu a 0,05 %
‘kyseliny .octové) na.roztok o objemu 10 ml,
. ktery se -nanese na-sloupec (2,5 cm x 89
centimetrd ) iontomé&nife diethylaminoethyl-
-Sephadex A—25 (acetdtova forma), ekvi-
librovaného se stejnym tlumivym roztokem.
Eluat se sleduie: spektroskopicky pfi 280
nm. Prislugné frakce se spoji a lyofylizuji.
Opakovanou lyofilizaci z 1M kyseliny oc-
~tové se ziské. 655 mg slouceniny uvedené v
nazvu, o optické rotaci [a]p® = —11,0°
[c = 0,5 \% 1N kyselme chlo1ovod1kove]

Analyza pro CZL;H,QNE,O [557,6)

vypocteno:
C bU 31 %, H 705 % N: 12,56 %);

\ alu(,no
ST 0% bO 243\ -%, 11 0‘98 %, N: 12,49 %

;-Allaly.ca ammokysolm ,
'nalezeno : L
SRR 174 099 Ala LOU G;ly-l,()l; NH, 0,96.

Priklad 4 R

PI‘lpI‘dVﬂ soh L tywsVI 1) dldnyl—glyx,yl -N -
-ethyl-L- fenylalanylamidu S kysellnou
i ctoveu .

rA N“ butyioxykarbonyl N“ ethyl -L-fenyl-
alamn Corn

Do 70 ml tatrahydl ofuranu se vnese 10,6
agramu 0,04 mol) N*-butyloxykarbonyl-L-fe-
‘nylalaninu .a smés.se 'v dusikové -atmosféfe
.pii teplotg .0 °C piikape b&hem 30 minut k
mechanicky michané suspenzi 0,12 mol ka-
Humhydridu: ve: 220 ml tetrahydrofuranu a
0,51 gi 18-crown-6-etheru.: Vysledna smés se
‘dal§ich 10 minut michd pri- teploté. 0 °C,
pak se k. ni, béhem: 20 minut prikape: r07tok
19,4 .ml (0,24 . mol) ethyljedidu ve 40: ml te-
trahydrefuranu; smés se.rechd .4 hodiny
reagovat pri teploté 0 °C, naCeZ se k ni.ve
sdvou:. stejnyeh . .ddvkach: prida. dalsich 19,4
mililitrft ;{0,24::mol)-. ethyljodidu: Reak&ni
smés -se-jestd Z.hodiny michd pri teploté 0
stupiill -Celsia, .pak se k ni.pridd 10 ml le-
-dové: kysehny octové; vyslednd. smés se 10
minut michd a pak se vylije na.400 ml dr-
ceného.ledui  Priddnim 2N. hydroxidu sod-
ného se pH vodné:.fdze:zvysi-na.hednotu 8,0,
vodnd . .smés: se: dvakrat. extrahuje- ethelem
pak;se: pridavkem. studené 2N:kyseliny chlo-
rovodikové: okyseli na. pH: 2,5 a extrahuje
se. ethylacetatem. -Extrakt. se promyje  vo-
-dow, -vysusi. se siranem horefnatym a odpa-
Pi.se ve vakuuw..Sirupovity odparek se roz-
pusti.ve..200.m}l .etheru. a k:roztoku se prfi-
.dd: 8 ml . (0,04 mol). dicyklohexylaminu.

SraZenina se:.odfiltruje a filtrat se.extra-
huje 1,5 N kyselinou citrénovou a vodou.

fithericka vrstva se vysusi siranem hoteC-

=24
natym a odpafi se ve -vakuu, ¢imZ se ziskd
46-g (39 % teorie) sloufenitiy uvedend v
IlélZVu. ‘ : ! PR TR
NMR:

6(feny1] = 7,2,
6[MB;COC-—] = 1,4 .

0

B. N¢- tﬂrc butyloxykdrbonyl N“ ethyl L—
—fenylalanylamid

4,3 ¢ (0,0146 mol) N“-terc,.».butylox')}ka;rb0-
nyl-N¢-ethyl-L-fenylalaninu {pfipraveného-v

codstavei-A)se rozpusti v 60 anl N;N-dime-

thyHormamidu, smésse:.ochladi:na .0 °C a
prida se k-ni 3,0 g(0;0146 mol}). N,N'-dicyk-
lohexylkarbodiimidu.: Reaktni smés se michd
jesté: 2:hodiny pfi:teploté 0 °C:a pak 72 ho-
diny p¥Ei teploté: mistnosti, na Lez se ochladl
na 0:°C a zfiltruje se. .

Filtrat. se- zahusti ve vakuu na olc;owty
odparek, ‘ktery se rozpusti v -ethylacetatu.
Roztok se exirahuje 1IN kyselym uhli¢itanem
sodnym,; vodou, studenou 1;,5N kyselinou ci-
trénovou a. znovu vodou; organicka fdze: se
vysuSi siranem hofeénatym :a zahustiise. =

Ziska se 3,93 g (91:%: teorie): sloudeniny

‘uvedené v nézvu, o-dptické:rotaci:[a]p® =

= —101,51° (¢ = 1 v methanoclu).
Analyza: pro CigHy,NoOsy: (292,4)

vypoclteno:
C: 65,73 %; H: 8,27 %, N:. 958 0/0

nalezeno: G
C: 66,03 %, 11:°8,13 %, 'N:.9,85 %.
C. Sl N*-ethyl-Li-fenylalanylamidu
s kyselinow chlorovodikovou:/ i .

3,5 g (11,895 mmoel} N*-terc.butyloxykarbo-
nyl-N*-ethyl-L-fenvlalanylamidu (pFiprave-:
ného- postupem podle-odstavee B se Toz-
pusti ve 40 ml:ferstvé piipravené ledové
kyseliny octové obsahujici -bezvody: chloro-
vodik (1IN}, 1,5 ml anisolu:a 1,5 ml triethyl-
silanu. Vyslednéa 'smés-se 30 -minut michd
pFi teploté-mistnosti, pak. se vylije .do ethe-
ru,. vyloudend. sreZenina ‘se:odfiliruje-a vy-
susi se. Ziskd se 2,6 g£..(96:0) teorie) sloude
niny uvedene v na7vu 0 bodu tam 278 az
277 L’C ce

Annlym pro (J“HHNEO(H (227,77}

vypoéfeno
C: 580& %, H: 7,08 %, N: 12 ,30 %

naiezeno: :

C::57,97 %, H: 7, z,b %, N 12 54 %

D. N“ terc. butyloxykarbonyl L- tyrosyl sP-
-alanyl-glycyl-N*-ethyl-L-fenylalanylamid
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Do 50 ml N,N-dimethylformamidu se vne-
se 1,14 g (0,005 mol) soli N*ethyl-L-fenyl-
alanylamidu s Kkyselinou chlorovodikovou
(pripravené v odstavci C). Smés se ochla-
di na 0 °C a p¥idd se k ni 2,95 g (0,005 mol)
soli N*-terc.butyloxykarbonyl-L-tyrosyl-D-
-alanyl-glycinu s dicyklohexylaminem. Vy-
slednd smé&s se 5 minut michd p¥i teplotd
0 °C, naceZ se k ni pfid4 675 mg (0,005 mol)
1-hydroxybenzotriazolu a 1,03 g (0,005 mol)
N,N‘-dicyklohexylkarbodiimidu.

Reak&ni smés se michd nejprve 6,5 ho-
diny pfi teploté 0 °C a pak 20 hodin pii tep-
loté mistnosti, nafeZ se ochladi na 0 °C a
ziiltruje se. Filtrat se zahusti ve vakuu na
olejovity odparek, ktery se znovu rozpusti
v ethylacetatu. Roztok se extrahuje IN ky-
selym uhli¢itanem sodnym, vodou, studenou
1,5N kyselinou citrénovou a znovu vodou,
organickd fdze se vysu$i siranem hofFed-
natym a zahusti se ve vakuu. Oiejovity zby-
tek se chromatografuje na sloupci silikage-
In (40 cm x 3 cm, silikagel Grace and Da-
vison Grade 62) v chloroformu. Produkt se
ze sloupce vymyva chloroformem se stou-
pajicim podilem methanolu (aZ do 15 %
methanolu) a sloZeni frakci se sleduje chro-
matografii na tenké vrstvé. Z piisludnych
frakci se izoluje 1,13 g (39 % teorie) slou-
Ceniny uvedené v ndzvu, o optické rotaci
[@]p?® = —21,0° (¢ = 0,5 v methanolu).

AH&IYZHZ pro C30H11|N5O7 [583,7]

vypotteno:
C: 61,73 %, H: 7,08 %, N: 12,00 %:;

nalezeno:
C: 60,35 %, H: 7,26 %, N: 11,25 %.

E. Sl L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-N¢%ethyl-
-L-fenylalanylamidu s kyselinou octovou

1 g (1,71 mmol) produktu pi#ipraveného v
odstavci D se rozpusti ve 20 ml trifluoroc-
tové kyseliny obsahujici 3 ml anisolu a 3
mililitry triethylsilanu. Smé#s se 30 minut
michd pfi teploté 0 °C, nafeZ se vylije do
etheru. Vylou€end sraZenina se odfiltruje a
vysusi. Takto se ziskd 660 mg pevného pro-
duktu, ktery se rozpusti v pFislu§ném mnoz-
stvi vodného tlumivého roztoku {1 9% pyri-
-dinu a 0,05 % kyseliny octové) na roztok o
objemu 10 ml a tento roztok se nanese na
sloupec {2,5 cm x 90 cm]) iontomé&nide di-
ethylaminoethyl-Sephadex A—25 (acetdtovéd
forma), ktery byl ekvilibrovdn se stejnym
tlumivym roztokem. Eludt se sleduje spek-
troskopicky pFi 280 nm. Piisludné frakce
se spoji a lyofilizuii, pevny produkt se roz-
pusti v 10 ml 0,2M kyseliny octové a roztok
se chromatografuje na sloupeci (2,5 cm x
x 99 cm]) iontoménife G—10 Sephadex, kte-
ry byl ekvilibrovan s timtéZ rozpoust&dlem.

Eluat se sleduje spektroskopicky pf¥i 280

nm. Spojenim a lyofilizaci p¥isludnych frak-
ci se ziskd 448 mg (48 % teorie) sloueni-
ny uvedené v nézvu, o optické rotaci
[¢]p? = —10,6° (c = 0,5 v 1N kyseling
chlorovodikové).

Anal;’lza: pro C27H37N507 (543,6]

vypodteno:
C: 59,65 %, H: 6,86 %, N: 12,88 0p;

nalezeno:
C: 59,41 %, H: 7,26 9%, N: 13,18 %.

Analyza aminokyselin:

nalezeno: '
Tyr 1,03, Ala 0,99, Gly 0,97, NH; 0,98.

Slou€eniny obecného vzorce I jsou uZited-
né jako analgetika. Analgetickou t&innost
slouCenin obecného vzorce 1 doklada test na
mySich na horké desce. P¥i tomto testu se
my$ umistuje do vzpfimeného valce z akry-
lové pryskyfice, na jehoZ dnu je horka des-
ka udrZovand na teplot& 52 °C. Pokusné
my8i se subkutdnn& aplikuje piFedem stano-
vené mnoZstvi testované sloueniny rozpus-
téné nebo suspendované ve vhodném nosi-
¢i. Po aplikaci testované sloudeniny se ne-

-cha uplynout uréend doba a my$ se pak

poloZi na horkou desku. Zaznamenévaji se
doby latence (v sekunddch) neZ my$ zaéne
reagovat dvojim niZe popsanym zplsobem.
Jako prvni doba latence se mé&¥i Easovy in-
terval do doby, neZ si my$ zafne olizovat
zadni tlapku a jako druhd doba latence pak
Casovy interval do doby, neZ se my§ sna%i
7 horké desky uniknout vyskckem. Cinidlo
vykazujici analgetickou t&innost prodluZu-
ie tyto doby latence v porovnéni s interva-
ly naméFenymi u kontrolni mys$i, jiZ byl in-
jekéné aplikovdn pouze nosié. K tomuto
prodlouZeni v3ak musi dojit v takovém roz-
mezl davek, které ‘eSt& nezplisobu’e moto-
rickon inkoordinaci nebo neschopnost po-
liybu.

Vysledky dosaZené pri tomto testu jsou
uvedeny v ndsledujicich tabulkdch v porov-
nani s vysledky dosaZenymi s kontroinimi
zvitfaty, jimZ byl aplikovdn pouze roztok
chloridu sodného. V tabulce I jsou uvedeny
doby latence do olizovdni zadni tlapky (do-
ba latence 1), v tabulce II pak doby laten-
ce do vyskoku mvy3i z horké desky (doba
latence II). Kritérium prokazatelného anal-
getického tcinku je nésledujici: doba la-
tence I a doba latence II u oSetfeného zvi-
Fete musi byt stejnd nebo vySS1 neZ pri-
mérnd doba latence u kontrolniho zvifete
plus dvé standardni odchylky od préméru.
KaZdy z vysledkli uvedenych v tabulkéach I
a II pfedstavuje primérnou hodnotu plus
nebo minus standardni chybu.
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Pozndmky k tabulkam I a II:

a) tislovky ,1% ,2" a ,,3“, psané jako inde-
xy u nékterych hodnot v tabulce ozna-
duji, Ze dany vysledek je statisticky vy-
znamny pro P < 0,001, P <0,01 resp.
P < 0,05.

b) velkd pismena oznacCuji nasledu’ici slou-
¢eniny:

A == slil L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-N¢-methyl-
-L-fenylalanylamidu s kyselinou octovou

28

B == sll L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-L-¢-me-
thylfenylalanylamidu s kyselinou
octovou

C == sll L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-N%n-pro-
pyl-L-fenylalanylamidu s kyselinou
octovou

D = siil L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-N%-ethyi-
-L-fenylalanylamidu s kyselinou
octovou.

PREDMET VYNALEZU

1. Zptsob vyroby novych derivatl L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-L-fenylalanylamidu o-

becného vzorce I

(L}
D)
g e ghb
H. N-CH~ "-NH~CH~ C‘NH«CH{C»N -C- C'NHE.
S i l
Ry CH,
~
' (1)

ve kterém

L a D, tam kde je to vhodné, definuji
chiralitu,

R. predstavuje alkylovou skupinu s 1 aZ
4 atomy uhliku,

R; predstavuje atom vodiku nebo primdér-
ni alkylovou skupinu s 1 a% 3 atomy uhliku
a

R; znamend atom vediku nebo primérni
alkylovou skupinu s 1 a7 3 atomy uhliku, s
tim, Ze jeden ze symboli R; a Ry znamend
vZdy priméarni alkylovou skupinu s 1 aZ 3
atomy uhliku a druhy atom vodiku, a jejich
farmaceuticky upotFebitelnych netoxickvych
adiénich soli s kyselinami, vyznafujici se
tim, Ze se ze sloudeniny odpovidajici obec-
nému vzorci I, v némZ jsou aminoskupina
nebo/a hydroxyskupina v L-tyrosylovém zhyt-
ku vhodnym zpfisobem chrdnény, od3té&pi
chranici skupiny plsobenim kyselého pro-
stfedi vybraného ze skupiny zahrnujici ky-
selinu trifluorectoveu, ledovou kyselinu oc-
tovou s plynnym chlorovodikem a kyselinu
mravenci.

2. Zptsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se pouZiji vychozi latky, v nichZ R,
znamend primérni alkylovou skupinu s 1 aZ
3 atomy uhliku.

3. Zpiisob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se pouZiji vychozi ldatky, v nichZ R;
znamend primdrni alkylovou skupinu s 1
az 3 atomy uhliku.

4. Zpfisoch podle bodu 1, k vyrob8 soli L-
-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-N”-methyl-L-fenyl-
alanylamidu s kyselinou octovou, vyznadu-
ilci se tim, Ze se N®%-terc.butyloxykarbonyl-
~L-tyrosyl-D-alanyl-glycvl-N*-methyl-L-fe-
nylalanylamid nechd reagovat s kyselinou
trifluoroctovou a vysledny produkt se lyo-
filizuje z kyszliny octové.

5. Zpfisob podle bodu 1, k vyrobh& soli L-
-tyrosyl-D-alanyl-zlveyl-L-e-methylienylala-
nylamidu s kyselinou octovou, vvznacujici
se tim, Ze se N‘-terc.butyloxykarbonyl-L-ty-
rosyl-D-alanyl-zlveyl-T-e-methvifenylala-
nylamid neché reagovat s chlorovodikem v
ledové kyselin® octové a vysledny produkt
se lyofilizu’e 7z kyseliny octové.

6. Zptisch podle bedu 1, k vyrobE soli L-
-tyresyl-D-alanyl-glycyl-N*-n-propyl-L-fe-
nylalanylamidu s kyselinou octovou, vyzna-
Cujici se tim, Ze se N@terc.butyloxykarbo-
nyl-L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-N*-n-propyl-L-
-fenylalanylamid nechd reagovat s chloro-
vodikem v ledové kyseling octové a vysled-
ny produkt se lyofilizuje z kyseliny octové.

7. Zplsob podle bodu 1, k vyrobé soli L-
-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-N¢-ethyl-L-fenyl-
alanylamidu s kyselinou octovou, vyznaCu-
jici se tim, Ze se N*-terc.butyloxykarbonyl-
-L-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-N%-ethyl-L-fenyl-
alanylamid neché reagovat s kyselinou tri-
flucroctovou a vysledny produkt se lyofili-
zuje z kyseliny octove.
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