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Predmétem vynilezu je novy analog vaso-
presinu a zplisob jeho vyroby.

Jednd se o novy analog vasopresinu, ktery
je typicky nestépitelny a méa specificky prex
soricky uéinek.

Prirodni hormon vasopresin m4 v organismu
velmi kratky polo¢as, dany hlavné rychlou
enzymovou degradaci, Jednim z nejexpono-
vanéjdich mist je peptidicki vazba mezi ba-
sickou aminokyselinou v poloze 8 a glycino-
vym zbytkem v poloze 9, kterd je §t&pena v
organismu trypsinem nebo enzymy trypsino-
vé povahy. Zjistili jsme nyni, Ze zdména ly-
sinu ptipadné argininu za ornithin toto $t&-
peni vyluCuje, Kromé toho zptisobuje i diso-
ciaci mezi antidiuretickou & presorickou ak-
tivitou ve prospéch presorické aktivity, coZ
je velmi vyhodné v ptipadech; kdy se klinic-
ky vyuziva presorického uéinku vasopresinu
a antidiureticky efekt je na zdvadu. Protra-
hovany uéinek pFipravenéhe analogu podle
vynélezu je je$té zvySen tim, Ze struktura
analogu je zaloZena na tzv. hormonogenovém
principu (Cort J. H., Jo¥t K., Kasafirek E.,
Rudinger J., Sorm F., Zaoral M.: &s. patent
¢ 123 273).

"Analog  vasopresinu-N*-glyeyl-glycyl-glycyl-
-8-ornithin vasopresin (t.j. cyklicky disulfid
Ne-glycyl-glycyl-glycyl-cysteinyltyrosyl-
-fenyl-alanyl-glutaminyl-asparaginyl--
-cysteinyl-prolyl-ornithyl-glycinamidu) ma
vzorec I

| ‘ |

Gly-Gly-Gly-Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-
-Orn-Gly-NHz _ L
kde vSechny aminokyseliny jsou L-fady.
Podstatou zplsobu vyroby nového analogu
vasopresinu podle vynalezu je,"%e se z dva-
nactipeptidu vzorce II, , v
CSHSCHzOCO-Gly—Gly-Gly-Cys(CGHsCHZ)-Tyr

(CSHSCHZ)-Phe-Gln—Asn-Cys(CsHsCHZ)-Pro-
-Orn(CsHsCH:0CO)-Gly-NH: II.,
ve kterém vSechny aminokyseliny jsou L-ta-
dy, ktery se pripravi reakci amidu prolyl-
-NY-benzyloxykarbonylornithylglycinu, ziska-
ného z jeho o-nitrobenzensulfenyl derivatu
plsobenim chlorovodiku v dimethylformami-
du, s azidem benzyloxykarbonylglycyl-glycyl-
-glycyl—S-benzyl-cystein’yl—O-benzyltyrosyl—fe-
nylalanyl—S-glutaminyl—asparaginyl-S-benzyl-
cysteinu, ziskaného z odpovidajiciho hydrazi-
du plsobenim butylnitritu v ptitomnosti chlo-
rovodiku, ptri¢emz tento hydrazid byl ziskén
z odpovidajiciho methylesteru ptisobenim:hy-
drazinu, od$tépi vSechny chranici skupiny
pusobenim roztoku sodiku v kapalném amo-
niaku a vznikla disulfhydrylova latka je oxi-
dovéna na koneény produkt roztokem ferri-
kyanidu draselného. -
Pripraveny novy analog m4a néasledujici far-
makologickou tu€innost:” antidiuresa 0,7 LU/

~ /mg, tlak despinalisovans krysa — 1,33 LU/

/mg (ve srovnani s glypressinem v daném
testu 0,5 1.U/mg), dé&loha in vitro 0,008 LU/



/mg. Ve srovnani s dfive popsanou latkou,
N¢-glycyl-glycyl-glycyl-8-Lysin-vasopresinem
(Cprt J. H., Jodt K., Kasafirek E., Rudinger
L., Sorm F., Zaoral M.: &s. patent ¢ 123 273)
2,5krat vy$§i presoricky uéinek a 3krat niz-
§ antidiureticky Géinek, coZ je zejména vy-
hodné pro potencielni klinické vyuZiti ana-
loglt vasopresinu, kde je Zadouci disociace
uvedenych biologickych Uéinkt, Obé aktivity
maji silné prodlouZenou dobu trvani Géinku.

Priklady provedeni:

Priklad 1
Methylester N*-benzyloxykarbonylglycyl-gly-
cyl-glycyl-S-benzylcysteinyl-O-benzyltyrosyl-
fenylalanyl-glutaminyl-asparaginyl-S-benzyl-
cysteinu, . '
K roztoku 1,3 g methylesteru benzyloxykar-
bonylglutaminyl-asparaginyl-S-benzylcysteinu
(Katsoyannis P, G., Gish G. T, Hess P. G.,
du Vigneaud V.: J. Am, Chem. Soc. 80, 2558
(1958); Boissonnas R. A., Guttmann S., Ja-
quenoud P.. A, Waller J, P.: Helv. Chim.
Acta 38, 1491 (1955); Zaoral M.: Collection
Czechoslov. Chem. Commun, 30, 1853 (1965)
v kyseling octové (3,5 ml) byl pfiddn HBr v
kyseliné octové (35%; 3,5 ml), smés byla za-
~htivana 10 min. na 55 °C a zfedéna etherem.
Produkt byl nékolikrdt rozetfen s etherem,
vysuSen a rozpu$tén v dimethylformamidu
(7 ml). K roztoku 1,86 g chranéného hexa-
peptidu-hydrazidu benzyloxykarbonylglycyl-
-glycyl-glycyl-S-benzylsysteinyl-O-benzyl-ty-
rosyl-fenylalaninu (Prochéazka Z., Krejéi I,
‘Kupkova B., Slaninova J., Bojanovska V.,
Prusik Z., Vosekalna I. A., Malofi P., Barth
T., Fri¢ 1., Bldha K., Jo&t K.: Collection Cze-
choslov. Chem. Commun,, 43, 1285 (1978) ve
smési dimethylformamidu (20 ml) a 6 M-HCl
v tetrahydrofuranu (1,7 ml), ochlazenému na
—30 °C, byl ptidédn n-butylnitrit (0,34 ml)
a po 4 min, michani p#i —30 °C roztok hy-
drobromidu tripeptidu, ochlazeny na ~—30 °C.
Ke smési byl piiddn N-ethylpiperidin do pH
8,5 az 9,0 (vlhky pH papirek). Po 4 dnech
stdni pfi 0 °C byla reakéni smés odpatena,
odparek byl rozetfen s 1 M-HCI, odsat a pro-
myt 1 M-HCl, vodou a methanolem. Po pre-
srédZeni z kyseliny octové etherem bylo ziska-
no 2,66 g (98 9g) produktu o t.t. 239 az 243
°C. Vzorek pro analyzu byl presréZen stej-
nym zplsobem, t.t, zlstala beze zmény. [e]n
—30,1%(c 0,2, dimethylformamid). Pro
CoH»N11015S2,C:H+.02.3H:0 (1480) vypocteno:
57,59 9y C, 6,06 %y H, 10,40 % N: nalezeno:
57,45 9. C, 5,87 % H, 10,25 % N.

Piiklad 2 .

Hydrazid N%benzyloxykarbonylglycyl-glycyl-
-glycyl-S-benzyleysteinyl-O-benzyltyrosyl-fe-
nylalanyl-glutaminyl-asparaginyl-S-benzyl-

cysteinu .

K roztoku vyde pripraveného esteru (1,0 g)

v dimethylformamidu (11 ml) byl pfidén hg:

drat hydrazinu (2 ml), Smés byla michéna pri

teploté mistnosti 92 hod., ziedéna vodou (70

ml) a po ochlazeni na 0 °C byl produkt odsat |
a promyt vodou. Bylo ziskédno 0,96 g (96 %)
latky o t.t. 230 aZ 235 °C. Vzorek k analyse

byl krystalovdn z dimethylformamidu a vody

bez zmény bodu téni [a]p —31.8° (C 0,2, di-
‘methylformamid), Pro CesH»N1OuS:2H20
(1402) vypoéteno: 58,23 9%, C, 5,96 % H, 12,98
U/, N; nalezeno: 57,97 %, C, 5,85 % H, 13,11
0/ N. .

Pifklad 3

Amid N*benzyloxykarbonylglycyl-glycyl-gly-

cyl-S-benzylcysteinyl-O-benzyltyrosyl-fenyl-
alanyl—glutaminyl-asparaginyl-S—benzylcystei-
qyl-prolyl-NJ-benzyloxykarbonylornithyl-gly-
cinu ' ,
K roztoku 0,40 g amidu o-nitrobenzensulfe-
nylpropyl-Né-benzyloxykarbonylornithyl-gly-
cinu (Jost K., Prochazka Z., Cort J. H., Barth
T., Skopkova J., Prusik Z., Sorm F.: Collec-
tion Czechoslov. Chem. Commun. 39, 2835
(1974)) v dimethyltormamidu (3 ml) byl p#i-
ddn 2 M-HC] v etheru (0,77 ml). Po 4 min.
pri teploté mistnosti byl hydrochlorid vysra-
Zen etherem, vysusen a rozpudtén v dimethyl-
formamidu (3,5 ml). X roztoku vySe popsa-
ného hydrazidu (0,47 g) ve smé&si dimethyl-
formamidu (10 mlj a 4,5 M/HCl v tetrahydro--
furanu (0,78 ml), ochlazenému na —30 °C,
byl priddn n-butylnitrit (60yl) a po 4 min.
michani roztok hydrochloridu tripeptidu a
N-ethylpiperidin (na pH 8,5; vlhky pH papi-
rek). Po 70 hod. stidni pri ¢ °C byla smés
odparena, odparek byl rozetien s 1 M-HC],
odfiltrovan, promyt 1 M HCl a vodou. Po
‘esrazeni z kyseliny octové vodou bylo zis-
kano 0,51 g (84 Y%) latky o t.t. 175 az 182 °C.
Cast produktu (50 mg) byla filtrovana pies
sloupec gelu (Sephadex LH-20) v dimethyl-
formamidu. Elu¢ni frakce s Zadanym pro-
duktem byly odpafeny a pfesrdZeny z di-
methylformamidu etherem. Bylo ziskdno 37
mg (74 %) latky o t.t. 183 az 187 °C. [«]"
—34,4° (¢ 0,2 dimethylformamid). Aminoky-
selinova analysa: Orn 0,94, Asp 1,01, Glu
1,00, Pro 1,00, Gly 3,72, Tyr 0,99, Phe 1,03,
Cys (Bzl) 1,74. Pro CssH10iN1601S2.2H20 (1808)
vypoéteno: 58,46 %, C, 6,13 9, H, 12,39 %,
N; nalezeno: 58,23 % C, 5,92 %, H, 12,28 N
N.

Piiklad 4

N -Glyeyl-glycyl-glyeyl-8-ornithin-vasopresin
Amid N%benzyloxykarbonylglycyl-glycyl-gly-
<yl-S-benzylcysteinyl-O-benzyltyrosyl-fenyl-
alanyl-glutaminyl-asparaginyl-S-benzylcystei-
nyl-prolyl-N®benzyloxykarbonylornithyl-gly-
cinu (300 mg) byl rozpustén v cerstvé desti-
lovaném kapalném amoniaku (30 ml) a re-
dukovan sodikem., Kdy%Z byla modri barva
stdld 60 sek, byla smés odbarvena chlori-
dem amonnym a lyofilisovédna. Lyofilisat byl
rozpudtén v 0,1 M-HCl (16 ml), roztok byl
ziedén vodou (30 ml) a extrahovéan ethylace-
titem a etherem. Po zfedéni vodou (250 ml)
bylo pH roztoku upraveno na hodnotu 7,0 a
za michéani byl k nému. b&hem 30 min, pfi-



dén roztok KsFe(CN)s (105 mg) ve vode (30
. nl). Smés byla michéna daldich 30 min. pri
teploté mistnosti, jeji pH bylo upraveno ky-
selinou octovou na 4,1 a roztok byl nanesen
na kolonu karboxylatového katexu (Amiberlit
CG-50I; 15 ml), Kolona byla promyta 0,25%,
kyselinou octovou (do negativni reakce na
chloridové ionty) a produkt byl vymyt 509,
kyselinou octovou. Lyofilisaci bylo ziskéno
190 mg latky, ktera byla rozpuiténa v 209,
kyseliné octové (4 ml) a roztok byl vnesen
do ptistroje pro beznositovou elektroforesu
(2800 V, 2,03 ml/hod.). Lyofilisaci frakei ob-
sahujicich Zadany produkt bylo ziskdno 108
mg (52 %)) latky, -jejiz ¢ast (50 mg) byla po-
drobena gelové filtraci. Bylo ziskdno 36 mg
(37 %, pocitano na chranény dodekapeptid).
[e]o — 84,6° (c 0,1, voda). Aminokyselinova
analysa: Orn 1,02, Asp 0,98, Glu 0,98, Pro
1,01, Gly 4,02, Cys 1,88, Tyr 0,97, Phe 1,04.
Pro CsiH7N1601S2,3C:H402.4H:0 . (1468) vy-
potteno: 46,65 % C, 6,45 %, H, 15,27 %, N;
nalezeno: 46,68 %, C, 6,14 9/, H, 15,02 %, N.

Zkouska Stépeni pripraveného analogu tryp-
sinem:

K roztoku analogu (50 7g) ve smési vody
(0,7 mly a Tris-HCI pufru (200 »1; 0,2 M;pH
7,8) byl pfidan roztok trypsinu (0,1 mg) v
Tris-HC1 pufru (0,1 ml), obsahujiciho 10*M
CaCl:. Smés byla inkubovdna 60 min. pfi
37 °C. Jako slepy pokus (blank) byl inkubo-
van vzorek bez trypsinu. Biologicka aktivita,
" stanovena presorickym testem, byla stejna
jako u vzorku neobsahujictho trypsin. Akti-
vita pouzitého trypsinu byla kontrolovina

\

rychjosti hydrolysy p-nitranilidu N*benzoyl-

-argininu.

PREDMET VYNALEZU

1. Analog vasopresinu -N%glycyl-glycyl-gly- -
cyl-8-ornithin vasopresin vzorce I -

| l
Gly-Gly-Gly-Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-
-Pro-Orn-Gly-NH: . I

kde vSechny aminokyseliny jsou L-fady.

2. Zplsob vyroby analogu vasopresinu po-
dle bodu'1, vyznadeny tim, Ze se z dode-
kapeptidu vzorce IT

CsHECHZOCO-Gly-Gly-Gly-Cys’(CsHsCHz)- ‘
-Tyr(CeHsCH2)-Phe-Gln-Asn-Cys(CsHsCHz)-

-Pro-Orn(CsHsCH.OCO)-Gly-NHz 11,
ve kterém vSechny aminokyseliny jsou L-
-Tady, ktery se pfipravi reakei amidu pro-
lyl-N“-benzyloxykarbonylornithylglycinu,
ziskaného z jeho o-nitrobenzensulfenyl de-
rivdtu pusobenim chlorovodiku v dime-
thylformamidu, s azidem benzyloxykarbo-
nyl-glycyl-glycyl-glycyl-S-benzylcysteinyl-
-O-benzyltyrosyl-fenylalanyl-glutaminyl-
-asparaginyl-S-benzyleysteinu, ziskaného z
odpovidajictho hydrazidu plsobenim bu-
tylnitritu v pritomnosti chlorovodiku; p#i
¢emZ tento hydrazid byl ziskdn z odpovi-
dajictho methylesteru pusobenim hydra-
zinu, odstépi v8echny chranici skupiny pu-
sobenim roztoku sodiku v kapalném amo-
niaku a’ vznikla disulfhydrylova latka je
oxidovana na kone¢ny produkt roztokem
ferrikyanidu draselného.
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