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Pfedmé&tem vynélezu je zplseb vyroby
peptidd obsahujicich ve své molekule zby-
tek lysinu. Tento zpfisob se vyznacCuje tim,
Ze se pro chranéni c-aminoskupiny lysinu
pouZivi fenylacetylova skupina, kKterd se z
vybudovaného peptidu od§té€pi plsobenim
penicilinamidohydrolasy E. C. 3.5.1.11.

Vynédlez by mél nalézt uplatnéni we far-
maceutické chemii, zabyvajici se pfipravou
biologicky aktivnich peptidii obsahujicich
lysin, kdy pro jejich piipravu lze aplikaci
uvedeného zphsobu ocekdvat vyrobu lysi-
novych peptidd s vyS$3imi technickymi para-
metry a niZsi vyrobni ndklady.
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Piedm&tem vyndlezu je zphsob vyroby
peptidd obsahujicich ve své molekule zby-
tek lysinu.

Vé&tSina dosud popsanych a pouZivanych
zplisobli syntézy peptidll je zaloZena na po-
uZiti chréanicich skupin [Schréder E., Liib-
ke K.: The Peptides. Academic Press, New
York 1966; Jakubke H. D., Jeschkeit H.: Ami-
nosiduren-Peptide-Proteine, Akademie-Ver-
lag, Berlin 1969; Synthese von Peptiden (E.
Wiinsch, Ed.], Methoden der Organischen
Chemie (Houben-Weyl), svazek XV/1. Thie-
me, Stuttgart 1974]. Principidln&€ mitZeme
rozdélit chrénici skupiny na pohyblivé (mno-
hokrat odstrafiované bdhem vystavby pepti-
dového fetézce) a stabilni, které chréni
funkéni skupiny v postrannich Fetézcich
aminokyselin a které prochédzeji vSemi syn-
tetickymi stupni a odS§tépuji se v posled-
nim stadiu syntézy. PoZadavkem kladenym
na stabilni chrénici skupinu je z jedné- stra-
ny dostateénd odolnost v prib&hu jednotli-

vych syntetickych stupiifi, z druhé strany .

oviem moZnost takového zphisobu jejich od-
§tépeni, ktery by Z&dnym zpisobem nena-
rusil jiZ vybudovany peptidovy retézec. Ty-
to dva poZadavky jsou ve vzadjemném rozpo-
ru a Zadna z dosud popsanych chrénicich
skupin pro e-aminoskupinu lysinu je zcela
nespliiuje.

Novaost pfedmétu vynélezu spofiva ve zji§- .

téni, Ze fenylacetylovd skupina jako chra-
nici skupina ¢-aminoskupiny lysinu je do-
statetn& stabilni za b&Znych podminek po-
uZivanych prFi syntéze peptidi, a Ze se da
odstranit plsobenim enzymu penicilinami-
dohydrolasy E. C. 3.5.1.11,, ktery prakticky
nedtépi peptidové vazby.

Podstatou zplisobu vyroby peptidit obsa-
hujicich lysin je, Ze se pro chrin&ni c-ami-
noskupiny lysinu pouZivd fenylacetylova
skupina, kterd se z vybudovaného peptidu
0dS8tépi plisobenim penicilinamidohydrolasy
E. C. 3.5.1.11.

Zpasob vyroby peptidd obsahujicich lysin
se ddle objasiiuje v piikladech provedeni.

Chromatografie v tenké vrstvé byla pro-
vddeéna na destickdch se silikagelem (Silu-
fol) v systémech:

2-butanol — 98% Kkyselina mraven&i — voda
(75:13,5:11,5; S1),

2-butanol — 25% vodny amoniak — voda
(85:7,5:7,5; 82],

1-butanol — kyselina octovd — voda
4:1:1; 83},

1-butanol — kyselina octovd — pyridin —
voda ‘(15:3:10: 6; S4),

1-butanol — Kkyselina octovd — ethylacet4t
— voda (1:1:1:1; 87},

chloroform — methanol — kyselina octova

—voda (32:8:2:1,2; S11}.

Papirové elektroforesa byla provdd&na ve
vihké komiirce v 1M kyselin& octové (pH
2,4] a v pyridin-acetdtovém pufru {pH 5,7)
na papiru Whatman 3MM p¥i potencidlovém

4

spadu 20 V/cm po dobu 1 hodiny. Hodnoty
E udévajl relativni pohyblivost latek vzhle-
dem ke glycinu €i histidinu. V p¥ipadé chro-
matografie i elektroforesy byla detekce 14&-
tek provadéna ninhydrinem nebo chloraéni
metodou. Vzorky pro aminokyselinové ana-
lyzy byly hydrolyzovany 20 hodin p¥i 105 °C
v 6 M HCI (v ampulich zatavenych p¥i 105
Pa). Analyzy byly provddé&ny na automatic-
kém analyzdtoru. Presorickd aktivita byla
stanovena zplsobem popsanym v literatufe
{Krejé¢i 1., Kupkova B., Vavra L.: Brit. J. Phar-
maccl. Chemother. 30, 497 [1967]].

Piitklad 1
Ne-fenylacetyllysin

K roztoku hydrochloridu lysinu (9,2 g ve
vrouci vod& (125 ml) byl p¥idan zasadity
uhli¢itan médnaty (Cerstvé pripraveny z
12,5 g CuS0O4.5H20 a 9 g NaHCO3) b&hem
30 min. Reak&ni smé&s byla 2 hodiny zahfi-
véna k varu za ob&asného promichédni. Ne-
rozpustény podil byl odfiltrovdn a k roztoku
byl za michédni po &dstech priddvan fenyl-
acetylchlorid (13 ml) a-2M NaOH {pH roz-
toku bylo udrZovdno na hodnotg 10), Po 30
min. byl vyloufeny médnaty komplex od-
filtrovan, na filtru promyt vodou a etherem
a suspendovadn v kyselind chlorovodikové

(pH 2). Suspenze byla .zahfdta na 90°C a 1

hodinu sycena plynnym sirovodikem. Smé&s
byla zfiltrovdna s aktivihim uhlim, neroz-
pustné ¢édst byla na filtru promyta kyselinou
chlorovodikovou (pH 2), filtrdty ochlazeny
na teplotu mistnosti a pH roztoku bylo upra-
veno na hodnotu 7. Po ochlazeni byl vylou-
teny podil odfiltrovdn a krystalovan z 3 M
kyseliny octové. Bylo ziskdno 6,2 g (50 %)
produktu o t. t.-232 aZ 234 °C,

[¢]lp = +17,5° (¢ = 0,9, 1 M HCl1]},

'E2:4Gly = 0'!62: ’ ’

E5’7G1y ='1y03 )

Ry-= 0,29 (81), 0,26 (S3), 0,33 (S4).

Pro C14H20N203 (264,3)
vypocteno:
63,62 % C, 7,63 % H, 10,60 % N,

nalezeno: '
63,79 % C, 7,66 % H, 10,51 % N.

Ninhydrinovd konstanta je 61,0 {za pod-
minek, kdy leucin mé& 56,5); zafdtek piku
pfi aminckyselinové analyze je ve 129 . min.
(kdyZ odpovidajici ¢as pro tyrosin je 133.
. minuta).

N*-benzyloxykarbonyl-Né-fenylacetyllysin

K suspenzi Né-fenylacetyllysinu (4 g)] wv
1M NaOH (30 ml) byl za michdni p¥idédn
benzyloxykarbonylchlorid (3 ml) a 1 M
NaOH (pH udrZovdno na hodnot& 10} bé-
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hem 30 minut. V michani bylo pokrafovano
1 hodinu, smés byla vytfepdna etherem,
vodnd faze okyselena na pH 3, vyloudeny
olej byl extrahovan do ethylacetdtu a ethyl-
acetatovy roztok byl wytfepan vodou, vysu-
Sen siranem sodnym a odpafen. Bylo ziska-
no 8,1 g olejovitého produktu, Ry = 0,30
(82}, 0,74 (83}, 0,69 {S4). Dicyklohexylamo-
niova sil p¥ipravend b&Znym zplsobem, by-
la krystalovdna z ethylacetatu: t. t. 134 aZ
135 °C,

[¢]lp = +2,4° (¢ = 1, methanol}, —3,3°

(c = 1, dioxan}.

Pro C3z4H49N30s5 (579,8)

vypodteno:
70,44 % C, 8,52 % H, 7,25 % N,

nalezeno:
70,58 % C, 8,45 0 H, 7,52 0% N.

Amid N%-benzyloxykarbonyl-Né-fenyl-
acetyllysyl-glycinu

K poztoku derivatu lysinu (5,2 g} a 1-hyd-
roxybhenziriazolu (1,76 g} v dimethylform-
amidu (15 ml) byl pfidan roztok hydrobro-
midu amidu glycinu (2,0 g) a N-ethylpipe-
ridinu {1,78 ml)} v dimethylformamidu (15
ml). Smés byla ochlazena na —10°C a byl
k ni pfiddn dicyklohexylkarbodiimid (2,7 g].
Smés byla michdna 1 hodinu p¥i —5°C a 16
hodin pfi teplot& mistnosti. Dimethyliorm-
amid byl odpafen, odparek byl pFelit vodou,
ochlazen na 0°C a pevny podil byl odfiltro-
van a promyt nasycenym roztokem NaHCO3,
vodnou 0,5 M HCI a opét vodou. Krystaliza-
ci z ethanolu bylo ziskédno 5,2 g (89 %) pro-
duktu o t. t. 155,5 aZ 156 °C,

R, = 0,67 {S1), 0,52 (S82), 0,86 (S3],

0,74 (54},

[elp = —2,8° (c = 0,3, dimethylformamid)

Pro C24HzsN4Os (454,5)

vypolteno:
63,42 % C, 6,65 % H, 12,32 % N,

nalezeno:
63,70 % C, 6,80 % H, 12,30 % N.

Amid lysyl-glycinu

K roztoku chréanéného dipeptidu (45 mg)
v kyseliné octové (0,5 ml) byl pridan 4 M
NBr v kyseliné octové (0,5 ml} a po 30 min.
byl ke smési pifidan ether, vylouCeny hyd-
robromid byl dekantovan s etherem a vysu-
gen; Ry = 0,13 [S3), 0,45 {S4)},

E5’7H1’S - 0,65,

E2,4His - 0,68
Cast produktu (2,6 mg) byla rozpu$tdna v
0,1 M fozfatovém pufru o pH 7,5 (260 ul]
a k roztoku byl p¥idan roztsok penicilinami-
dohydrolasy {135 ul; roztok enzymu byl pfi-
praven rozpusSténim 10 mg enzymu v 1 ml

fosfatového pufru a roztck byl zcentrifugo-
vdn) a voda (135 ul). Smés byla inkubové-
na pfi 37°C a vzorky byly odebirany po 90
minutdch a 21 hodindch. Prdab&h reakce byl
vyhodnocovan chromatograficky a elektro-
foreticky ve srovnani s autentickymi vzor-
ky: R = 0,02 (S3}, 0,08 [S4),

E5’7His = 11941

E; % = 1,37,

Priklad 2

Amid N*-benzyloxykarbonylprolyl-N&-
-fenylacetyllysyl-glycinu

K roztoku chranéného dipeptidu (2,26 g).
v Kyseling octové (10 ml) byl pfiddn 4 M
HBr v kyseliné octové (10 ml} a po 30 mi-
nutdch p¥i teploté& mistnosti byl hydrobro-
mid dipeptidu vysrdZen etherem, vyloucend
sra’enina byla odfiltrovdna, promyta ethe-
rem a vysuSena. Hydrobromid byl rozpustén
v dimethylformamidu (10 ml) a pH bylo na-
staveno N-ethylpiperidinem na hodnotu 10
a byl k nému pridédn roztok benzyloxykar-
bonylprolinu {1,25 g) a 1-hydroxybenztria-
zolu (0,68 g) v dimethylformamidu (10 ml}.
Smés byla ochlazena na —10°C a byl k ni
pfidan dicyklohexylkarbodiimid (1,1 g]J.
Smés byla michdna 1 hodinu pFi —10°C a
pFi teplot® mistnosti 15 hodin. Vyloufend
dicyklohexylmodovina byla odfiltrovéna, di-
methylformamid byl odpafen a odparek byl
rozetten s 2% HC], pevny podil byl odfiltro-
van a na filtru promyt vodou, nasycenym
roztokem NaHCOs3, vodou a etherem. Krysta-
lizacI ze smé&si methanol—ether bylo ziska-
no 2 g (72 %) produktu o t: t. 197 aZ 199 °C,

[e¢]lp = —34,5° (¢ = 0,2, dimethylform-

amid),

R; = 0,53 (Si), 0,40 (S2), 0,50 (S3), 0,67

(S4), 0,77 (S7).

Pro C2H37N506 {551,6)

vypolteno:
63,14 % C, 6,76 % H, 12,69 % N,

nalezeno:
63,41 % C, 6,84 % H, 12,56 %N.

Amid prolyl-lysyl-glycinu

K roztoku chrdansného tripeptidu {55 mg)
v kyseliné cctové (0,5 mil) byl pfidan 4 M
HBr v kyseling& octové (0,5 ml). Po 30 mi-
nutdch p#i teploté mistnosti byl hydrobro-
mid wysrdZen etherem, promyt etherem a

vysuden:
Rp = 0,18 (S1), 0,50 [S4]},
]'35,7]’1is = OvGO)
E, %Y = 0,98.

Hydrobromid tripeptid-amidu (2,3 mg} byl
rozpustén v 0,1 M fosfatovém pufru o pH
7,5 (260 ul) a k roztoku byl pfidan roztok
penicilinamidohydrolasy (135 ul; roztok en-
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zymu byl pfipraven stejnym zphsobem, jak
je popsdno v pfikladu 1), a voda (135 ul).
Pribéh reakce byl op&t vyhodnocovéan chro-
matograficky a elektroforeticky:

Ry = 0,08 (S1), 0,05 (54),

E5‘7His — 1,44’
E2,4H]'S = 1,08
Priklad 3

Amid S-benzyl-g-merkaptopropionyl-
-tyrosyl-fenylalanyl-glutaminyl-asparagi-
nyl-S-benzylcysteinyl-prolyl-Né-fenyl-
acetyl-lysyl-glycinu

K roztoku hydrazidu S-benzylmerkapto-
propionyl-tyrosyl-fenylalanyl-glutaminyl-
-asparaginyl-S-benzylcysteinu (239 mg; Za-
oral M., Kolc ].,, Sorm F.: Collect. Czecho-
slov. Chem. Commun. 32, 1250 [1967]) v di-
methylformamidu (2,5 ml) byl pfiddn 1,6 M
HC1 v dioxanu (0,33 ml} a po ochlazeni na
—20°C byl za michani p¥idan butylnitrit
(25,8 mg) v dimethylformamidu (1 ml).
Smé&s byla michdna pfi —20°C 20 minut,
ochlazena na —40°C a byl k ni pfidan N-
-ethylpiperidin (na pH 7) a roztok hydro-
bromidu amidu prolyl-Né-fenylacetyllysyl-
-glycinu, piedem pfFipraveny z chridné&ného
tripeptidu (207 mg) zplisobem popsanym v
piikladu -2 a N-ethylpiperidinu (0,1 ml)
-w dimethylformamidu (2 ml], ochlazeny na
—40 °C. Smés byla ohFata na 0°C a pii této
teploté nechédna 3 dny stdt. Dimethylform-
amid byl odpafen, k odparku byla pi#idéana
2% Kkyselina chlorovodikov4. Vznikl4 sra-
Zenina byla odfiltrovdna a na filtru promy-
ta wodou, nasycenym roztokem hydrogen-
uhligitanu sodného a vodou. Krystalizaci z
300 mg produktu, ktery byl ddle ¢iStén ge-
lovou filtraci v dimethylformamidu. Bylo
ziskéno 280 mg (84 %) produktu o t. t. 223
a¥ 225°C, [a]p = —42,6° (¢ = 0,2, dimethyl-
formamid). Aminokyselinovd analyza: Tyr
1,00, Phe 1,05, Glu 1,01, Asp 0,99, Lys 0,96,
Pro 1,00, Gly 1,00, Ry =0,53 (S1), 0,23 (S2),
0,60 (S3), 0,73 (sS4}, 0,67 {S7), 0,55 [S11}.

Pro CesHs4N12013S2. 2 H20 (1377)
vypotteno:
59,28 % C, 6,43 % H, 12,20 % N,

nakl«eZwenao\:
59,32 % C, 6,35 % H, 12,38 0 N.

Cyklicky disulfid g-merkaptopropionyl-
~tyrosyl-fenylalanyl-glutaminyl-
-asparaginyl-cysteinyl-prolyl-N°-fenyl-
acetyllysyl-glycinamidu

Chran&ny nonapeptid (100 mg} byl roz-
pudtén v kapalném amoniaku (100 ml) a
za michédni redukovdn sodikem do modré-
ho zabarveni pretrvdvajiciho 15 s. PFebytek
sodiku byl rozloZen NH4Cl, kapalny amoniak
byl odpa¥en ve vakuu vodni pumpy a vysu-
%eny odparek byl rozpudtdn v 0,01 M HCl

(300 ml). Vodny roztok byl extrahovéan ethe-
rem, pH roztoku bylo nastaveno 0,1 M NaOH
na hodnotu 6,75 a k roztoku byl za miché4ni
pfidan roztok 0,01 M KsFe{CN )s b&hem 1 ho-
diny, priCemZ pH roztoku bylo udrZovédno
na hodnoté& 6,75. Potom pH roztoku bylo
upraveno na hodnotu 3,8 0,01 M HCl a roz-
tok byl lyofilizovdn, Lyofilizdt byl &iSt&n
protiproudnym roztfepdvdnim v systému
0,05% vodnd kyselina octovd — 2-butanol
(1:1). Bylo provedeno 50 posund horni f4-
ze, pik o rozdé&lovacim koeficientu K4 =
= 6,14 byl zahu$§t&n na maly objem a lyofi-
lizovén. Produkt byl déale d&i§tén gelovou
filtraci v 3 M kyselin& octové. Bylo ziskano
22 mg produktu o [e]y; = —53,8° (¢ = 0,36,
50% Kkyselina octovd), R, = 0,27 (S1), 0,15
(s2), 0,31 (S3}, 0,73 (S4), 0,66 (S7].

Pro Cs4H70N12013S2 . 2 H20 (1195)

vypodteno:
54,25 % C, 6,23 % H, 14,06 % N,

nalezeno:
54,36 % C, 6,27 % H, 14,07 % N.

Deamino-lysin-vasopresin

Chran&ny cyklicky nonapeptid (18 mg) byl
rozpustén v 96% etheanolu (0,7 ml) a roz-
tok byl zred&n vodou (6,3 ml). Penicilin-
amidohydrolasa (150 mg) byla rozpust&na
v 0,1 M fosfadtovém pufru o pH 7 (5 ml), ma-
14 Cdst nerozpusténé latky byla odcentrifu-
govana a roztok enzymu byl pfiddn k roz-
pudténému peptidu. Reakdéni smds byla in-
kubovdna 1 hodinu p¥i 37°C, ochlazena na
teplotu mistnosti a okyselena 0,01 M  HCl
na pH 3. Denaturovany enzym byl odcent-
rifugovdn a roztok byl odsolen pomoci m#-
nife kationtd. Bylo ziskdno 25 mg produk-
tu, ktery byl CiSt&n beznosidovou elektro-
forézou v 0,5M kyselind octové pii napéti
2500 V. Bylo ziskdno 12,25 mg &isté latky
o Ry = 0,10 (S1), 0,40 (S4) a [«]p = —89,8°
(c = 0,2, 1M kyselina octovéd). Presoricks
aktivita, stanovend na nefrektomisované
kryse, byla 180 m. j./mg. Literatura uvadi
hodnoty 125, 126 a 132 m. j./mg [du Vigne-
aud V., Winestock G., Murti V. S. S., Hope
D. B,, Kimbrough R. D.: ]J. Biol, Chem, 235,
PC 64 (1960); Kimbrough R. D., Cash W. D,,
Branda L. A.,, Chan W. Y., du Vigneaud V.:
J. Biol. Chem. 238, 1411 (1963); Havran R.
T.: Experienta 29, 520 (1973)]. Aminokyse-
linovd analyza: Lys 1,00, Asp 0,98, Glu 1,07,
Pro 0,99, Gly 0,78, Tyr 1,02, Phe 1,14,

Pro C46H64N1201252 . C2H402 (1101)

vypoclteno:
52,35 % C, 6,22 % H, 15,26 % N,

nalezeno:
52,08 % C, 6,18 % H, 15,32 % N.
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PREDMET VYNALEZU

Zpasob vyroby peptidi obsahujicich ly- va skupina, kterd se z vybudovaného pepti-
sin, vyznafeny tim, Ze se pro chranéni g- du odstépi pltsobenim penicilinamidohydro-
-aminoskupiny lysinu pouZivd fenylacetylo- lasy E. C. 3.5.1.11.
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