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Zpiisob pripravy cyklického pentapeptidu
cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal) a linearni
pentapeptidy, jako meziprodukty

Anoface:

Zplsob pfipravy cyklického pentapeptidu cyklo{ Arg-Gly-Asp-
DPhe-NMeVal) cyklizaci linedmiho pentapeptidu voleného ze
souboru sestavajiciho z H-Arg(Pbf)-Gly-Asp(0Bzl)-DPhe-
NMeVal-OH, H-Gly-Asp(OBz])-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-
OH, H-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-OH, H-
DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBz1)-OH a H-NMeVal-
Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBzl)-DPhe-OH, ndslednym odstrangnim
chranicich skupin a popiipadé dali konverzi na fyziologicky
prijatelné soli. Linedrni pentapeptidy jako meziprodukty pro
jeho pfiprava.
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Zpiisob piipravy cyklického pentapeptidu cyklo(Arg—Gly—Asp—DPhe—NMeVal) a linedrni |

pentapeptldy, jako meziprodukty

Oblast techniky

Vynilez se tykd nového zplisobu pfipravy cyklickeho pentapeptidu cyklo(Arg-Gly—Asp-DPhe—
NMeVal) a linearnich pentapeptidi, jako meziprodukti pro tuto pfipravu.

Dosavadni stav techniky

Cyklické pentapeptidy napfiklad také cyklo(Arg—Gly-Asp~DPhe-NMeVal) a jejich fyziologicky -
ptijatelné soli jsou popsany v patentovém spise &islo EP 0 770 622. Tento vynalez je vybérovym
vynalezem se zfetelem na EP 0 770 622.

Obecné se cyklické peptidy ziskavaji cyklizaci linearni prekurzorové molekuly za obvyklych
podminek syntézy peptidii. Aby mohla byt zarucena selektivni vazba dvou aminokyselin nebo

- dvou segmentd sestavajicich z n¢kolika aminokyselin, nebo alternativné cyklizace linearniho

peptidu, je tieba blokovat vhodnymi chranicimi skupinami odpovidajici funkéni &asti amino-
kyselin, které se nemaji na reakci podilet. Byly proto vyvinuty riizné typy chranicich skupin pro
aminoskupiny, pro skupiny karboxylové, hydroxylové, thiolové nebo karboxamidoskupiny a také
pro guanidinové skupiny nebo pro imidazolovy dusik, které ve svych kombinacich umoZiiuji
velkou moZnost obmén se zfetelem na optimalizaci shora uvedenych reakci. Syntéza linearnich
prekurzorovych molekul, linedrnich peptidu se miZe nadto provadét dvéma zplisoby, jednak
syntézou peptidu v pevné fazi, jednak v roztoku. V tomto ptipad€ jsou mozné postupné kopulace
aminokyselin nebo fragmentové kondenzace segment( aminokyselin. Piislu$né kopuladni stupné
se mohou opét provadét za pomoci riznych kondenzaénich Cinidel, jako jsou karbodiimidy,
karbodiimidazol, sloueniny uroniového typu, jako TBTU, nebo zplsoby pouzivajicimi smésné
anhydridy nebo aktivni estery.

Vynalez je zaloZzen na vyvinuti nového zlepSeného zphsobu pfipravy cyklo(Arg-Gly—Asp-
DPhe-NMeVal) v porovnani s dosud zndmymi zpiisoby.

S prekvapenim se zjistilo, Ze pfi syntéze cyklopeptidu cyklo(Arg-Gly—Asp-DPhe-NMeVal)
cyklizaci linearni prekurzorové molekuly, kombinace chranicich skupin 2,2,4,6,7-pentamet—
hyldihydrobenzofuran—5—sulfonylové (Pbf) pro guanidinoskupinu ve vedlej$im fetézci argininu a
benzylové (Bzl) pro karboxylovou skupinu ve vedlej$im Fetdzci asparagové Kyseliny vede k
optimalizaci vytézku.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je zplisob pfipravy cyklického pentapeptidu
cyklo(Arg—G]y—Asp—DPhe—NMeVal)

cyklizaci linearniho pentapeptidu voleného ze souboru zahmujici ho

H-Arg(Pbf)-Gly—Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-OH,
H-Gly-Asp(OBzl)}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-OH,
H-Asp(OBzl)}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)}-Gly-OH,
H-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)}-Gly-Asp(OBzI}-OH nebo
H-NMeVal-Arg(Pbf}-Gly-Asp(OBzl)}-DPhe—OH,
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naslednym odstranénim chranici skupiny a popfipadé dalsi konverzi na fyziologicky pfijatelné
soli.

" Vynalez se dale tyka zptisobu pripravy cyklickeého pentapeptidu -

cyklo(Arg-Gly—Asp-DPhe-NMeVal)

ktery spoiva v tom, Ze linedrni pentapeptid H—Asp(Ole)—DPhe—NMeVal—Arg(be}—Gly—OlH
se cyklizuje. : S

Reakéni podminky této cyklizace linearnich pentapeptid{ volenych ze souboru zahmujiciho

H-Arg(Pbf-Gly—Asp(OBzI}-DPhe-NMeVal-OH,
H-Gly-Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf}-OH,
H-Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly—CH,
H-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBzl}-OH nebo
H-NMeVal-Arg{Pbf)-Gly—Asp(OBzl}-DPhe—CH,

s ohledem na volbu dehydratacniho inidla, inertniho rozpoustédla a reakéni teploty a dalsi
prevadéni na jejich fyziologicky pfijatelné soli jsou popsany v EP 0 770 622.

Benzylové chranici skupina na vedlej$im fetézci asparagové kyseliny miiZze byt odstranéna za
obvyklych podminek (napfiklad T.W. Greene, P.G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Che-
mistry, 2. vydani, vydavatel Wiley, New York 1991; nebo P.J. Kocienski, Protecting Groups 1.
vydani, nakladatel George Thieme Verlag, Stuttgart—New York, 1994; H. Kunz, H. Waldmann,

- Comprehensive Organic Synthesis, sv. 6, (vydavatel B.M. Trost, [. Fleming, E. Winterfeldt),

Pergamen, Oxford str. 631 az 701, 1991) napiiklad zpracovanim vodikem v pritomnosti kataly-
zatoru (napfiklad vzacného kovu, jako je patladium na uhli). Vhodnymi rozpoudtédly jsou
napfiklad ethanol nebo methanol nebo amidy jako dimethylformamid nebo smési s dal$imi inert-
nimi rozpoustédly, jako jsou napiiklad smé&si s vodou. Hydrolyza se provadi zpravidla pfi
teplotach pfiblizng 0 az 100 °C a tlacich piiblizné 0,1 a%20 MPa, s vyhodou 20 a230°C a 0,1 aZ
1 MPa.

Chranici skupina Pbf, kterou zavedl do chemie peptida L.A. Carpino a kol. (Tet. Let. 34, str.
7829-7832, 1993), se odstrafiuje naptiklad 95% trifluoroctovou kyselinou (TFA). Chranici sku-
pina Pbf vykazuje v tomto pfipadé€ v&tsi labilitu se zfetelem na TFA neZ strukturdlné podobné
chrénici skupiny 4-methoxy-2,3,6~trimethylfenylsulfonylova (Mtr) a 2,2,5,7,8-pentamethyl-
chroman—6-sulfonylova (Pmc), které jsou také moznymi chranicimi skupinami vedlejsiho fetézce
pfi ptipravé cyklo(Arg—Gly—Asp—-DPhe-NMeVal).
Trifluoroctové kyseliny se s vyhodou pouZiva v nadbytku bez pfisady dal3iho rozpoustédla. Tri-
fluoroctova kyselina se miiZe také pouZit jako smés s inertnim rozpoudtédlem, jako je napfikiad
kombinace TFA/dichlormethan v poméru 6:4. TFA se miize kromé toho pouZit také s pfisadou 1
az 10.%, s vyhodou 2 % vody. Reakeni teplota pro odstépeni je vyhodné pfiblizné 0 az 50 °C a
reakce se s vyhodou provadi pfi teploté 15 az 30 °C (pfi teplot® mistnosti).

~ Shora a dale uvedené zkratky aminokyselin maji nasleduji-vyznam:

Asp asparagova kyselina

Arg arginin

Gly glycin .
Phe , fenylalanin '
Val valin

Kromé¢ toho se jests uvadéji zkratky, které maji nasledujici vyznam;

BOC ' terc—butoxykarbonyl
Bzl benzyl
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CHA cyklohexylamin
D charakterizace D—-aminokyseliny
DCCI dicyklohexylkarbodiimid
DMAP - dimethylaminopyridin
DMF dimethylformamid
EDC1 N—ethyl-N,N"—(3—diroethylaminopropyl)karbedtimid, hydrochlond
Et ethyl
Fmoc 9—fluorenylmethoxykarbonyl
- HOBt . l-hydroxybenzotriazol
Me methyl
MTBE " . methylterc-butylether _
Mtr 4-methoxy-2,3,6-trimethylfenylsulfonyl
NMe N-methylovani a—aminoskupina
NMP N-methylpyrrolidon
OtBu terc—butylester
OMe methyl ester
OEt ethylester
Pbf 2,2.4.6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl
Pme 2,2,5,7,8—pentamethylchroman~6—sulfonyl
POA fenoxyacetyl
Pr propyl
. Su sukcinimid
TBTU 2—-(1H-benzotriazol-1-y1)-1,1,3,3-tetra-methyluroniumtetrafluorborat
TFA trifluoroctovou kyselinu
Z benzyloxykarbonyl

Také se s pfekvapenim zjistilo, Ze specificka volba chranicich skupin vediejsich fet€zci Pbf na
Arg a Bzl na Asp 1 pfi syntéze linearnich peptidd, které, jak bylo dfive zminéno, jsou mezi-
produkty v syntéze cyklo(Arg—Gly—Asp—DPhe-NMeVal), vede ke zlepsenym vytézkim v

- pfislusnych stupnich syntézy. Vysledkem je, Ze vytézek cyklo(Arg-Gly-Asp—DPhe-NMeVal) je

obecné zvy3en a z toho plyne snizeni nakladil na syntézy.

ZlepSeni vytézku se dosahuje v tomto pfipadé jak pfi syntéze peptidd v pevné fazi, tak v roztoku
linearnich peptidi

H-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-OH,
H-Gly-Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-OH,
H-Asp(OBzly-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf}-Gly—OH, .
H-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)}-Gly—Asp(OBzI)}-OH nebo
H-NMeVal-Arg(Pbf)}-Gly—Asp(OBzl)-DPhe-OH,

zvlasté H-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbfy-Gly-OH.

Chran&né aminokyseliny nebo fragmenty aminokyselin, pouzivané v obou zptisobech syntézy, se
pfipravuji obvykle zpisoby syntézy aminokysetin a peptidd popsanymi ve standardnich publi-
kacich (Principles of Peptide Synthesis, vydavatel M.Bodansky, Springer Verlag Berlin 1984;
Houben Weyl, Methoden der organischen Chemie [Methods of Organic Chemistry], sv. 15/11,
str.] az 806 1974, Georg Thieme Verlag, Stuttgart; Calbiochem/Novablochem Catalogue and
Synthesis Handbook 1999; Synthesis Notes or Peptide Synthesis Protocols, vydavatel M.W.
Pennington a B.M. Dunn, Methods in Molecular Biology, sv 35, Humana Press Totowa N.J.
1994), a to za reakénich podminek, které jsou pro jmenované reakce zndmy a vhodné. Pritom se

- miZe také pouZivat 0 sobé znamych, zde bliZe nepopisovanych variant.

Zékladni principy syntézy peptidii v pevné fazi vypracovali B.F Gysin a R.B. Merrifield (J. Am.
Chem. Soc. 94, od str. 3102, 1972). Shora popsana syntéza linedrnich peptidi v pevné fazi, ]!ejlch
izolace a €isténi se provadi zplsobem, ktery popsal A. Jonczyk a J. Meienhofer (Pepides, 8" A
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Pept. Symp., vydavatel V. Hruby a G.H. Rich, Pierce Comp. III, str. 73 az 77, 1983) nebo
obdobné zpiisoby popsanymi v Angew. Chem. 104, str. 375 az 391, 1992.

Obzvlast vyhodné se linearni peptidy syntetizuji, jak je shora popsano, konvergentné fragmen-
tovou kondenzaci. ‘ .

Vyndlez se proto dale tyka zpasobu pripravy cyklického pentapeptidu cyklo(Arg-Gly-Asp—
DPhe-NMeVal), ktery spoliva v tom, 7e syntéza linearniho peptidu H-Asp(OBzl}-DPhe-
NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-OH se provadi konvergentné fragmentovou kondenzaci tripeptidu
R'-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-OH, kde znamena R' skupinu chranici aminoskupinu s dipepti-
dem H-Arg(Pbf)-Gly-R?, kde znamena R® skupinu chranici karboxylovou skupinu a chranici
skupiny R' a R se pak odstrani.

~ Symbol R' znamen4 skupinu chranici aminoskupinu. Vyraz ,,skupina chréanici aminoskupinu® je

obecné znim a jde o skupiny, které jsou vhodné k ochrang (k blokovani) aminoskupiny pfed
chemickymi reakcemi, které jsou viak snadno odstranitelné, kdyz je zadouci reakce na jiném
misté molekuly provedena. Typické pro takové skupiny jsou zvia§té nesubstituované nebo substi-
tuované skupiny acylové, arylové, aralkoxymethylové nebo aralkylové. JelikoZz se skupiny, chré-
nici aminoskupinu, po Zadouci reakci (nebo po sledu reakci) odstraiiuji, nema jejich druh a veli-
kost rozhodujici vyznam. Vyhodnymi jsou viak skupiny s 1 az 20 atomy uhliku. Vyraz ,acylovd
skupina“ je zde vZdy minén v nejsir$im slova smyslu. Zahrnuje acylové skupiny odvozene od
alifatickych, aralifatickych, aromatickych nebo heterocyklickych karboxylovych nebo sulfono-
vych kyselin, jakoz zvlasté skupiny alkoxykarbonylové, alkenyloxykarbonylové, arvloxykarbo-
nylové a ptedeviim aralkoxykarbonylové. JakoZto pfiklady takovych acylovych skupin se uvadé-
ji skupiny formylova nebo alkanoylové skupiny jako skupina acetylova, propionylova, butyrylo-
va skupina; aralkanoylové jako fenylacetylova skupina; aroylové jako benzoylova nebo toluylova
skupina; aryloxyalkanoylové jako fenoxyacetylovd skupina; alkoxykarbonylové, jako skupina
methoxykarbonylova, ethoxykarbonylova, 2,2,2-trichlorethoxykarbonylova, terc—butoxykarbo-
nylova (BOC), 2—jodethoxykarbonylova; alkenyloxykarbonylové jako aryloxykarbonylova
{Aloc); aralkyloxykarbonylové jako skupina benzyloxykarbonylova (CBZ, synonymum Z),
4~methoxybenzyloxykarbonylova (MOZ), d4-nitrobenzyloxykarbonylova nebo 9-fluorenyl-
methoxykarbonylova (FMOC), 2-(fenylsulfonyl)ethoxykarbonylova; trimethylsilylethoxykarbo-
nylovéd skupina (Teoc); a arylsulfonylova skupina jako skupina 4-methoxy-2,3,6-trimethyl-
fenylsulfonylova skupina (Mtr). Jakozto skupina chranici aminoskupinu je déle zndma tritylova

~ skupina (Tri). Vyhodnymi skupinami, chranicimi aminoskupinu, jsou skupiny BOC a Fmoc a

Aloc, dale Z, benzylova a acetylova skupina. Zvlasté vyhodnou je skupina Boc.

Symbol R* znamend skupinu chranici karboxylovou skupinu. Vyraz ,skupina chrénici karboxy-
lovou skupinu® je obecné zndm a jde o skupiny, které jsou vhodné k ochrané hydroxylové
skupiny karboxylové kyseliny pfed chemickymi reakcemi. Typickymi skupinami tohoto typu
jsou shora uvedené nesubstituované nebo substituované skupiny arylové, aralkylové, aroylové
nebo acylové, dale také skupiny alkylové, arylové a aralkylsilylové. JelikoZ se skupiny, chranici
karboxylovou skupinu, po Zadouci reakci (nebo po sledu reakei) odstrafiuji, nema jejich druh a
velikost rozhodujici vyznam. Vyhodnymi jsou v8ak skupiny s 1 az 20 a zvI14stg s 1 az 10 atomy
uhliku. Jako#to pfiklady skupin, chranicich hydroxylovou skupinu, se uvadéji skupiny aralkylove
jako benzylova, 4-methoxybenzylovd nebo 2,4—dimethoxybenzylova skupina; aroylové jako
benzoylova nebo p-nitrobenzoylova skupina; acylové jako acetylova nebo pivaloylova skupina;
p—toluensulfonylova skupina; alkylové jako methylova nebo terc—butylova skupina; aviak také
allylova skupina; alkylsilylové jako trimethylsilytovd (TMS), triizopropylsilylova (TIPS), terc—
butyldimethylsilylova (TBS), triethylsilylova nebo trimethylsilylethylova skupina; nebo aratkyl-
silylové jako terc-butyldifenylsilylovd (TBDPS) skupina. Vyhodnymi skupinami, chranicimi
karboxylovou skupinu, jsou skupina methylové, benzylova, acetylova, terc-butylova nebo TBS.
Obzvlasté vyhodnou je skupina methylové a terc—butylova skupina.
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Obecné vyhodnymi chranicimi skupinami pro karboxylovou skupinu asparagové kyseliny jako
vedlej§iho fetézce jsou linearni nebo rozvétvené alkylové skupiny, jako skupina methylova,
ethylova nebo terc—butylovd, nebo aralalkylové skupiny, jako skupina benzylovd. Pfi zpisobu
podle vynalezu je vyhodnou skupina benzylova.

Obecné vyhodnymi chranicimi skupinami pro guanidinoskupinu argininového vedlejsiho fetézce
jsou napfiklad skupina Z, Boc, Mtr nebo Pmc. Pfi zplisobu podle vynalezu je vyhodnou skupina
Pbf. -

Uvoliiovani chranici skupiny pouzité v kterémkoliv pfipadé je znamé z literatury (napfiklad T.W.
Greene, P.G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Chemistry, druhé vydani, Wiley, New York,
1991; nebo P.J. Kocienski, Protective Groups, 1. vyd. Georg Thieme Verlag, Stuttgart — New
York, 1994). Pfitom se miize také pouzivat o sobé znamych, zde bliZe nepopisovanych variant.

Vynalez se tyka shora popsaného zpiisobu, ktery spotiva v tom, % tripeptid R'-Asp(OBzl)-
DPhe~-NMeVal~OH, kde znameni R' skupinu chranici aminoskupinu, se ptipravi linearni
syntézou reakci Z-DPhe—OH s H-NMeVal-OMe na H-DPhe-NMeVal-OMe a pak jeho reakei s

aktivovanym derivitem R'—Asp(OBzI)}-OH a tépenim methylesteru.

Vyhodnym derivatem R'-Asp(OBzl)}-OH je sukeinimid Rl—Asp(Ole)—OSu. Dalsi aktivni
estery, kterych je mozno pouZit, jsou znamy z obecné literatury o peptidech, uvedené shora.

Vynélez se dale tyka shora popsaného zplsobu, pii kterém dipeptid H—Arg(be)—Gly—Rz, kde
znamend R’ supinu chranici karboxylovou skupinu, se pfipravi linedrni syntézou reakcf
Z-Arg(Pbf)-OH s H-Gly-R” a chranici skupina Z se odstrani.

Podobng se vynalez tyka linearnich pentapeptidii, volenych ze souboru zahrnujiciho

H-Arg(Pbf)}-Gly-Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-OH,
H-Gly—Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-OH,
H-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly—OH,

"H-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf-Gly-Asp(OBzl)~OH nebo

H-NMeVal-Arg(Pbf}-Gly—Asp(OBzl)}-DPhe—-OH,

jako meziproduktii pro syntézu cyklo{ Arg-Gly—Asp-DPhe-NMeVal).

Vynilez se tykd zplsobu pfipravy cyklického pentapeptidu cyklo(Arg-Gly—Asp—DPhe—
NMeVal),

a) reakei' dipeptidu ‘H-Arg(Pbf}-Gly-R®, ptipraveného linearni syntezou Z~Arg(Pbf)-OH s

~ H-Gly-R? a naslednym odstranénim chranici skupiny Z,

b) s tripeptidem R'-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-OH, pfipravenym lineémi syntézou Z-DPhe—
OH s H-NMeVal-OMe a odstranénim chranici skupiny Z za ziskani H-DPhe-NMeVal-OMe a
naslednou kopulaci tohoto peptidu na aktivni ester R'-Asp(OBzI}-OH a néslednym $tépenim
methyl esteru, konvergentné za ziskani lineirniho pentapeptidu R'-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-

Arg(Pbf-Giy-R?,

¢) odstrandnim chréanicich skupin R' a R?,

d) cyklizaci uvolnéného pentapeptidu H—Asp(Ole)—DPhe—-NMeVal—Aré(be)—Gly—OH, za
ziskani cyklo(Arg(Pbf}-Gly—Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal),

e) odstranénim benzylové chranici skupiny,'

fy odstranénim chranici skupiny Pbf trifluoroctovou kyselinou a popfipadé pfevedenim trifluoro-
acetdtu cyklo(Arg—Gly—Asp-DPhe—NMeVal), piipraveného ve stupnich a) az f) na dalsi
fyziologicky pfijatelné soli.
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Dalsimi fyziologicky pfijatelnymi selemi jsou napfiklad soli anorganickych kyselin, jako je kyse-
kova nebo bromovodikova, fosforeéné kyseliny, jako je kyselina ortofosforeéna, sulfamova kyse-
lina, dale organickych kyselin, jako jsou obzvlasté alifatické, alicyklické, aralifatické, aromatické
nebo heterocyklické jednosytné nebo nékolikasytné karboxylové, sulfonové nebo sirové kyseliny,
napfiklad kyselina mravenci, octova, propionova, hexanova, oktanova, dekanova, hexadekanova,
oktadekanova, pivalova, diethyloctova, malonova, jantarova, pimelova, fumarovd, maleinova,
mléénd, vinna, jabletna, citronova, glukonova, askorbovi, nikotinova, izonikotinova, methan-
sulfonova nebo ethansulfonova, benzensulfonova, terimethoxybenzoova, adamantankarboxylova,
p-toluensulfonova, glykolova, embonova, chlorofenoxyoctova, asparagova, glutamova, prolin,
glyoxylova, palmitovd, parachlorofenoxyizomaselnd, cyklohexankarboxylova, glukdzo—1-fosfat,
naftalenmonosulfonové a disulfonova a laurylsirové kyselina.

Obzvlast vyhodnymi fyziologicky pfijatelnymi solemi jsou hydrochlorid nebo interni soli
cyklo(Arg—Gly-Asp-DPhe-NMeVal).

Jestlize znamena R' Boc a R? terc-butylovou skupinu, mohou byt tyto terc.~butylu podobné
koncové chranici skupiny §tépeny mravenéi kyselinou, bez napadeni chranicich skupin Pbt a Bzl
vedlejsiho fetézce.

- Dalsi priklady popisuji specificka provedeni jednotlivych syntéznich stuprii. Vsechny teploty

jsou ve °C,

Priklady provedeni vvnalezu

P¥iklad |
Syntéza Boc—Asp(OBzl)}-DPhe-NMeVal-OH

1. Do roztoku 26,5g Z-NMeVal-OH ve 200 ml methanolu se piikape 25,3 ml trimethyl-
chlorsilanu a smés se micha pfes noc. Reakéni smés se zbavi rozpoustédla a zbytek se vyjme do
methylterc-butyletheru (MTBE) a promyje se 5% roztokem uhli¢itanu sodného a vodou. Po
odstranéni rozpoustédla se zbytek vyjme do methanolu a 1N kyseliny chlorovodikové, smisi se s
vodou navlhéenym 10% palladiem na uhli a hydrogenuje se v mirném proudu vodiku. Po
ukonceni reakce se katalyzator odfiltruje, filtrat se zbavi rozpoustédia a zbytek se prekrystaluje z
ethylacetatu. Ziska se hydrochlorid H-NMeVal-OMe v 75% vytézku.

2. Roztok 16,1 g Z-DPhe-OH, 10 g hydrochloridu H-NMeVal-OMe a 10,1 ml diisopropyl-

ethylaminu ve 100 ml dichlormethanu se ochladi na teplotu 0 az 5 °C a pfid4 se 11,35 g EDCI.
Smés se napfed micha jednu hodinu pii teploté 0 az 5 °C, pak pfes noc pfi teploté mistnosti.
Rozpoustédlo se odstrani a zbytek se vyjme do MTBE a promyje se uhli¢itanem sodnym (5%

© roztok), IN kyselinou chlorovodikovou a vodou a ususi se. Po odstranéni rozpoustédla se ziska

Z-DPhe-NMeVal-OMe v 84,5% vytéZku.

3. Rozpusti se 12 g Z-DPhe-NMeVal-OMe v 80 ml THF a 20 ml vody, smisi se s 10 mg
thymolftaleinu a ptidava se 10M roztok hydroxidu sodného az do modrého zbarveni indikatoru.
Po odbarveni indikatoru se smés opakované zpracuje prikapanim 10 M roztoku hydroxidu sod-
ného. Pokud se uz odbarvovani indikdtoru nepozoruje, nastavi se roztok na hodnotu pH 2 10%
roztokem hydrogensiranu draselného, methanol se odstrani a produkt se extrahuje MTBE. Po
vysuseni siranem sodnym se stil CHA z filtratu vysrazi pfidanim 2,9 ml CHA. Ziska se Z-DPhe—
NMeVal-OH x CHA v 90% vytézku.

4. Miché se 16,4 g Z-DPhe-NMeVal-OH x CHA (cyklohexylamoniové soli) ve 250 ml MTBE a
100 ml kyseliny fosforeéné (10%) az do uplného rozpudténi. Po odstranéni vodné faze se
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organicka faze promyje vodou a nasycenym roztokem chloridu sodného a vysudi se. Roz-
poustédlo se odstrani a zbytek se vyjme do 15,2 ml 2N roztoku hydroxidu sodného a 150 ml THF
a po pfidani v&iny katalyzatoru (1 g 10% palladia na uhli) se hydrogenuje v mirném proudu
vodiku. Katalyzator se odfiltruje a €iry roztok se zpracuje 12,1 g Boc—Asp(OBzl}-OSu a 4,5 ml

~ triethylaminu a micha se pfes noc pfi teploté mistnosti. Po odstranéni rozpoustédla se zbytek
‘vyjme do MTBE a promyje se kyselinou fosfore¢nou (10%), vodou a nasycenym roztokem

chloridu sodného. Organické faze se zpracuje 3,3 ml CHA. Vysledna sal Boc—-Asp(OBzl}-DPhe-
NMeVal-OH x CHA se odfiltruje a vysusi se ve vakuu. Vytézek je 93%.

Piiklad 2
Syntéza H-Arg(Pbf)-Gly—OtBu,

1. Micha se 33,0 g Z-Arg(Pbf)-OH x CHA ve 300 ml octové kyseliny a 300 ml kyseliny fosfo-
re¢né aZ do rozpusténi. Po odstranéni vodné faze se organicka faze promyje vodou a nasycenym
roztokem chloridu sodného a vysusi se. Rozpoustédlo se odstrani a zbytek se rozpusti ve 250 ml
dichlormethanu s 8,38 g H-Gly—OtBu x HCI a ochladi se na teplotu 0 °C. Pfida se 17,12 mi
diizopropylethylaminu a 16,05 g TBTU a smés se micha 60 minut pii teploté 0 °C a pfes noc pfi
teploté mistnosti. Rozpoustédlo se odstrani a nahradi se 250 ml ethylacetatu. ‘Po promyti
roztokem uhli¢itanu sodného (5%), vodou a nasycenym roztokem chloridu sodného se roz-
poustédlo odstrani. Ziska se Z-Arg(Pbf}-Gly—-OtBu v 86% vytézku.

2. Roztok 30 g Z—-Arg(be)-Gly—OtBu ve 350 ml THF se smisi se 3 g vodou navlh¢eného 10% ‘
palladia na uhli a Z-skupina se odstrani hydrogenac1 mirnym proudem vodiku. Katalyzator se
odfiltruje a rozpoustédlo se odstrani. Zbytek se vyjme do ethylacetitu a zpracuje se dale jako

- v piikladu 2.1. Ziska se H-Arg(Pbf)~Gly-OtBu v 86% vytézku.

Piiklad 3
Syntéza H-Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf}-Gly-OH

1. Pfevede se 1,23 g Boc—Asp(OBzl)}-DPhe-NMeVal-OH x CHA obvyklym zpisobem na vol-
nou kyselinu, kterd se rozpusti ve 12,5 ml dichlormethanu s 0,81 g H-Arg(Pbf)-Gly—OtBu a

" 0,22 g DMAP. Roztok se ochladi na 0 az 5 °C a zpracuje se 0,345 g EDCI. Micha se dv& hodiny

pfi teploté 0 az 5 °C a pFes noc pti teploté mistnosti. Rozpoudtédlo se odstrani, zbytek vyjme do
MTBE a zpracuje se dale jako v pnkladu 2. 1 Ziska se Boc—Asp(OBz])—DPhe—NMeVal—
Arg(Pbf)-Gly—OtBu v 82% vytézku. '

2. Rozpusti se 2,3 g Boc—Asp(OBzl)}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf}-Gly—OtBu ve 23 ml 95% mra-
venéi kyseliny k odstranéni koncovych chranicich skupin a zkoncentruje se ve vakuu v priibéhu

30 minut. Produkt se tritruje s etherem, odfiltruje se a vysu$i se ve vakuu. Ziska se
H-Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-OH x HCOOH v 95% vytézku.

Piiklad 4

. Syntéza cyklo(Arg(Pbf)}-Gly—Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal)

Roztok 11,9 g H-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf}-Gly—-OH x HCOOH v 60 ml MNMP se
piikape do michaného roztoku 7,25g TBTU a 7,45 ml N-methylmorfolinu ve 180 ml
N-methylpyrrolidonu. Reakéni roztok se micha 20 hodin, nadeZ se pfikape do roztoku 47,5 g
hydrogenuhlititanu sodného ve 1800 ml vody. SraZenina se odfiltruje a vysusi se ve vakuu. Ziska
se cyklo(Arg(Pbf}-Gly—-Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal) v 73,4% vytézku.
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Priklad S
Syntéza cyklo(Arg—Gly—Asp-DPhe-NMeVal)

1. Roztok 2 g cyklo{Arg(Pbf)}-Gly—Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal) ve 26 ml THF se smisi s 0,5 g
10% palladia na uhli. Necha se probublavat dvé hodiny vodik, smés se zbavi katalyzatoru a roz-

- pousdtédlo se odstrani ve vakuu. Produkt vykrystaluje po pfidani 32 ml acetonu, odfiltruje se a

vysusi. Ziska se cyklo-(Arg(Pbf)~Gly-Asp-DPhe-NMeVal) v 83% vytézku.

- 2. Rozpusti se 1,5g cyklo(Arg(be)—GIy—AspéDPhe—NMéVal) v 15 ml 95% TFA. Po jedné

hodiné se roztok pfikape do 150 ml izopropyletheru a pevna latka se odfiltruje a vysusi. Vysu3e-
ny produkt se rozpusti ve 30 ml smési izopropanol/voda 1:2 a zpracuje se iontoménicem [II
(acetatova forma; Merck KGaA). Zfiltrovany roztok se zkoncentruje a vysusi se vymrazovanim.
Ziska se cyklo(Arg—Gly—Asp—DPhe-NMeVal) v podobé vnitini soli v 96% vytézku.

Primyslova vyuZitelnost

Zplisob piipravy cyklického pentapeptidu cyklo(Arg-Gly—Asp—DPhe-NMeVal) v daleko vétSim
vytézku nez dosud znamymi zpisoby.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob pfipravy cyklického pentapeptidu
cyklo{Arg—Gly—Asp-DPhe-NMeVal)

cvyznadujici se tim, Zze se cyklizuje linedri pentapeptid zvoleny ze souboru sesta-

vajiciho z
H-Arg(Pbf)-Gly—Asp(OBzl)}-DPhe-NMeVal-OH,
H-Gly-Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)}-OH,
H-Asp(OBzl)}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf}-Gly—OH,
H-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf}-Gly-Asp(OBzl)}-OH a
H-NMeVal-Arg(Pbf)}-Gly—Asp(OBzl}-DPhe—-OH,

poté se odstrani chranici skupiny a vysledny produkt se popiipadé pievede na fyziologicky
ptijatelnou siil.

2. Zpisob podle nirokul, vyznaéujiei se tim, Ze se cyklizuje pentapetid
H-~Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf}-Gly—OH. ’

3. Zplisob podle naroku 1nebo2, vyznadujici se tim, Ze se syntéza linearniho
peptidu H-Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly—-OH provadi konvergentné fragmentovou
kondenzaci tripeptidu R'-Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-OH, kde znamena R' skupinu chranici
aminoskupinu, s dipeptidem H-Arg(Pbf)-Gly-R>, kde znamena R’ skupinu chrinici
karboxylovou skupinu a chrénici skupiny R' a R® se odstrani,

4, Zpasob podle ndroku3, vyznaéujici se tim, Ze tripeptid R'=Asp(OBzl)}-DPhe—

~ NMeVal-OH, kde R' znamen4 skupinu chranici-aminoskupinu, se p¥ipravuje linedrni syntézou

reakci Z-DPhe—OH s H-NMeVal-OMe za vzniku H-DPhe-NMeVal-OMe, po niz nasleduje
reakce H-DPhe-NMeVal-OMe s aktivovanym derivatem R'-Asp(OBzI}-OH za vzniku
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R'-Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-OMe a poté §tépeni methylesteru v posledné - uvedené
sloudening. '

5. Zplsob podle naroku 3 nebo4, vyznacujici se tim, Ze dipeptid H-Arg(Pbf)-
Gly-R?, kde R* znamend skupinu chrénici karboxylovou skupinu, se pfipravi linearni syntézou
reakci Z-Arg(Pbf-OH s H-Gly-R? a odstranénim chrnici skupiny Z.

6. Linearni pentapeptidy zvolené ze souboru sestavajiciho z

H-Arg(Pbf)-Gly—Asp(OBzl)}-DPhe-NMeVal-OH,
H-Gly-Asp(OBzl}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf}-OH,
H-Asp(OBzl)}-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)}-Gly-OH,
H-DPhe-NMeVal-Arg(Pbfy-Gly—-Asp(OBzl)-OH a
H-NMeVal-Arg(Pof}-Gly—Asp(OBzl}-DPhe—OH

jako meziprodukty pro syntézu cyklo(Arg-Gly—Asp-DPhe-NMeVal).

Konec dokumentu
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