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Predmétem vyndlezu je analog vasopresi-
nu, cyklicky disulfid g-merkaptopropionyl-
tyrosyl-fenylalanyl-glutaminyl-asparagi-
nyl-cysteinyl-prolyl-D-argininu a zpfiseb je-
ho vyroby.

Jde o latku, kterd ma vyznamné ucinky na
centralni nervovy systém.

Bylo prokézédno, Ze neurochypofysarni hor-
mony a nékteré jejich analogy ovliviiuji pa-
mdt, spanek a udeni u pokusnych zvifat (viz
napf. Krejéi 1., Kupkovd B., Kasafirek E.,
Barth T., Jo3t K.: Effects of Neurchypophy-
seal Hormone Analogues and Fragments on
Learning and Hemory Processes in Behavio-
ral Tests, v knize Neuropeptides and Neural

S
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Transmission, Raven Press 1980, str. 301).
Nevyhodou pri pouZivani téchto latek jsou
vSak jejich endokrinni dfinky, jako aktivita
oxytocicka, galaktogogickd, presorickd, an-
tidiuretickd a jiné. Déle bylo prokdazéano, Ze
chemickou maodifikaci neurohypofysarnich
hormont Ize nékteré aktivity sniZit nebo i
zcela eliminovat. Vhodnou chemickou modi-
fikaci byl ziskan analog vasopresinu prak-
ticky prosty endokrinnich aktivit, ale se za-
chovanymi t€inky na centrdlni nervovy sy-
stém.

Analog vasopresinu podle vyndlezu ma
vzorec I,

|
CH,

S

) 1
CH[CO-Tyr- Phe -Gln-Asn- NH-CH-CO-Pro-Arg-OH

kde v3echny aminokyseliny jsou L-Fady, pou-
ze arginin (Arg) je D-Fady.
Podstatou zpliscbu vyroby nového analo-
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gu vasopresinu vzorce I podle vynélezu je,
Ze se linearni peptid vzorce II
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SH
C!JH‘z
CI}Hz'——CO»«Tyr~Phe—~G1n—Asn——NH———CH—-CO——Pro——Arg~-OH ' (11)

oxiduje za vzniku disulfidové vazby znamym
postupem.

P

Ngkteré endokrinni biologické Gginky jsou
uvedeny v tabulce L.

TABULKA I
Latka Biologickd aktivita®
Presoricka Uterotonické Galaktogogicka
Oxytocin 3 500 500
Vasopresin 450 5 5
Analog vzorce I 0,01 0,08 0,01

2 mezindrodni jednotky na 1 mg

Vliv analogu vzorce I na ovlivnéni cen-
tralniho nervového systému byl zkouSen ve
dvou experimentdinich uspofadédnich:

1. V testu tzv. pasivniho obranného refle-
xu, kdy se krysy vyhybaji prostoru, v némZ
obdrZely mirny elektricky Sok do tlapek.
Hodnoti se doba trvéni pasivniho obranného
reflexu; prodlouZeni této reakce se interpre-
tuje jako priznivy vliv na pamétovou stopu.
Analog vzorce I byl poddvén v ddvce 5 ug/
/kg podkoZné& bud okamZit& po tom, co zvi-
Fata obdrZela 8ok do tlapek, nebo 30 min
pfed testem retence vyhybavé reakce. Test
retence byl provadén za 24 nebo 48 hod. po
aplikaci 3oku. V obou pFipadech doSlo ke
statisticky vyznamnému prodlouZeni sledo-
vané reakce.

2. Byl zkou8en vliv analogu vzorce I na
kratkodobou pracovni prostorovou pamét
krys v 24ramenném radidlnim bludisti. V
kaZdém ramenu tohoto bludisté je kousek
potravy, jimZ je krysa odménéna, vstoupi-li
do né&j. Navstivi-li nékteré rameno dvakrat,
odménu podruhé nenajde. USelem pokusu je
zjistit, jak si krysa pamatuje, které kandly
uZ navstivila a ve kterych jeSt€ miiZe najit
potravu. Pokus ukazal, Ze analog vzorce I
zlepSuje pamét signifikantng. JestliZe krysa
bez podaného analogu vzorce 1 udéla v pri-
méru 3,49 chyb, pak po poddni latky vzorce
I (1 ug/300 g subkutdnné) se incidence chy-
by zmen5i o 0,82.

Zplsob vyroby analogu vasopresinu se da-
le objastiuje v piifkladu provedeni.

P¥iklad

Benzylester o-nitrobenzensulienylprolyl-
-NC-toluensulfonyl-D-argininu

K roztoku hydrobremidu benzylesteru N°-
-p-toluensulfonyl-D-argininu (2,5 g} v dime-
thylformamidu (5 ml) byl pFiddn N-ethyl-
piperidin (0,8 ml) a 2,4,5-trichlorfenylester
o-nitrobenzensulfenylprolinu (2,24 g) v di-
methylformamidu (5 ml). Po 40 hod. michéa-
ni p¥i teploté mistnosti byl dimethylform-

amid odpafen, odparek byl rozpu$tén v e-
thylacetdtu a tento roztok byl postupné vy-
tfepan roztokem kyselého uhli¢itanu sodné-
ho, vodou, roztokem KHSO04/K2804 (pH 2) a
op&t vodou, vysuSen a odpafen. Po trojné-
sobné krystalisaci ze smési ethylacetét-pe-
trolether byly ziskdny 3 g (90 %) produktu
0b.t.90 — 92°C [a]p —40,4° (c 0,4, metha-
nolj.

Pro Cs1H36Ne07S7 (668,8)

vypodéteno:
55,67 % C, 5,43 % H, 12,57 % N, 9,59 0, S;

nalezeno:
55,92 % C, 5,38 04 H, 12,68 % N, 9,38 % S.

Benzylester S-benzyl-g-merkaptopropionyl-
-tyrosyl-fenylalanyl-glutaminyl-asparagi-
nyl-S-benzylcysteinyl-prolyl-N°-n-toluen-
sulfonyl-D-argininu

K roztoku hydrazidu S-benzyl-g-merkapto-
propionyl-tyrosyl-fenylalanyl-glutaminyl-
-asparaginyl-S-benzylcysteinu [239 mg; Za-
oral M., Kolc ], Sorm F.: Collect. Czech.
Chem. Commun. 32, 1250 (1967)] v dime-
thylformamidu (3 ml} byl pfiddn 2H-HCl v
dioxanu (0,26 ml), reakéni smés byla ochla-
zena na —20°C a byl k ni p¥iddn butylnitrit
(25,8 mg) v dimethylformamidu (0,8 ml}.
Po 20 min. byla smé&s ochlazena na —40 °C,
neutralisovdna N-ethylpiperidinem a k roz-
toku byl priddn roztok hydrochloridu ben-
zylesteru prolyl-NC-P-toluensulfonylargininu
(pFfedem pfFipraveny z 250 mg chréné&ného
dipeptidu od3tépenim o-nitrobenzensulfeny-
lové chrénici skupiny chlorovodikem v ethe-
ru). Po t¥ech dnech stani p¥i 0°C byl dime-
thylformamid odpafen, odparek byl rozetfen
s 1% Kkyselinou solnou, dofiltrovdn a na
filtru promyt vodou, nasycenym roztokem
NaHCO3 a vodou. Surovy produkt byl &istén
gelovou filtraci v dimethylformamidovém
roztoku. Po pfesrdZeni z dimethylformamidu
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vodou bylo ziskdno 280 mg (78 %) produk-
tu o b. t. 174 — 175°C, [a]lp —27,6 (¢ 0,15,
dimethylformamid }.

Pro C72Hs6N12014S3. 0,5 H20 (1148)

vypodteno:
59,69 % C, 6,05 04 H, 11,60 % N, 6,64 % S;

nalezeno:
59,49 % C, 6,15 % H, 11,52 % N, 6,58 04 S.

Aminokyselinavd analyza: Cys(Bzl]) 1,03,
Tyr 0,97, Phe 1,04, Glu 1,00, Asp 0,98, Pro
1,03, Arg 0,95.

Cyklicky disulfid 3-merkaptopropionyl-tyro-
syl-fenylalanyl-glutaminyl-asparaginy!l-
-cysteinyl-prolyl-D-argininu

Chranény oktapeptid pFipraveny vySe (100
miligramifl) byl za michéni rozpustén v ka-
palném amoniaku (300 m!) a redukovan
sodikem 15 s. Po piiddni NH4Cl byl amo-
niak odpafen, odparek byl rozpustén za o-
chlazeni v 0,01 M-HCl1 (200 ml) a jeho pH
bylo upraveno na hodnotu 6,75. Roztok, ob-
sahujici linedrni peptid vzorce II, byl extra-

hovén etherem, doplnén na objem 300 ml
a byl k n8mu po kapkdch priddvan roztok
0,01 M ferrokyanidu draselného do trvalého
Zlutého zabharveni. Roztok byl potom filtro-
van pres kolonu slabé basického anexu v
Cl-cyklu, eludty byly lyofilisovdny a surovy
produkt byl CiStén gelovou filtraci. Bylo zis-
kéno 10 mg Cistého produktu o [a]p —56,7°
(c 0,1, 1M kyselina octovéd). Ry 0,32 (2-bu-
tanol—98%Hkyselina mravenéi—voda, 75:
:13,5:11,5]), 0,54 {1-butanol—kyselina octo-
vd—pyridin—voda, 15:3:10:6), 0,71 (1-buta-
nol—Kkyselina octovd—ethyl-acetdt-—voda, 1:
:1:1:1), 0,71 (ethylacetat—pyridin—kyselina
octovd—voda, 5:5:1:3). Produkt byl elektro-
foreticky Cisty ve dvou pufrech o riiznych
hodnotéch.

Pro C44HsoN12012S2 . C2H4Oz . 2H20 (1109).

vypod&teno:

49,81 0 C, 6,18 9 H, 15,15 % N,
nalezeno:

49,85 % C, 5,97 % H, 15,09 % N.

Aminokyselinovd analysa: Tyr 0,96, Phe
1,06, Glu 1,03, Asp 0,98, Pro 1,02, Arg 0,94.

PREDMET VYNALEZU

1. Analog vasopresinu vzorce I,

S

1
CH,

S
I

| |
CHZ CO-Tyr-Phe ~Gln -Asn- NH-CH-CO-Pro-A re-0OH

kde v3echny aminokyseliny jsou L-Fady, pou-
ze arginin je D-Fady.
2. Zplsob vyroby nového analogu vaso-

SH

|
CHz2

SIH

CHz

()

presinu vzorce I, vyznafeny tim, Ze se li-
nearni peptid vzorce II

CHz—CO—Tyr—Phe—Gin—Asn—NH—CH—CO—Pro—Arg—0OH

oxiduje za vzniku disulfidové vazby.
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