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{54) Zpusob vyroby (2-0-metyltyrosin)deamino-1-karbaoxytocinu

ReSeni se tykad vyroby (2-0O-metyltyro-
sin)deamino-1l-karbaoxytocinu. Nejprve se
syntézou na pevném nosici pt¥ipravi hep-
tapeptid vzorce I
Z-Ile-Gln-Asn-Cys(le)—Pro-Leu-Gly—O—QE) (1),
kde Z je benzyloxykarbonyl, ktery se
p¥evede do roztoku odsté&penim z nosile

ptisobenim metanolického roztoku amoniaku
za vzniku chré&ndného heptapeptidu II N

Z—Ile—Gln—Asn—Cys(le)—Pro—Leu—Gly—NH2 (11),

ze kterého se od¥tépf{ chrénici skupiny
roztokem sodiku v kapalném amoniaku, alky-
luje se sulfhydrilova skupina cysteinu
etylesterem kyseliny 4 -brommdselné a
esterovd skupina se hydrolyzuje roztokem
hydroxidu sodného, &imZ se pfipravi volny
heptapeptidamid III

H-Ile-Gln-Asn—Cys(C3H6COOH)-Pro—Leu—Gly—NH2 (I113),

ke kterému se prikondenzuje derivit
tyrosinu IV

X-Tyr (Me) -OH (Iv),

kde X je terc*butyloxykarbonylovd nebo
o-nitrofenylsulfenylovd skupina, za
vzniku oktapeptidamidu V

X-—Tyr(Me)—Ile—Gln—Asn—Cys(C3H6COOH)—Pro—Leu-Gly-NH2 (v),

kde X m& ji¥ uvedeny vyznam, naleZ se
odit&pi chrdnici skupina a volny okta-
peptidamid se cyklizuje rozpudténin

v pufrovaném roztoku dimetylformamidu

s p¥idavkem difenylfosforazidu nebo po-
moci N,N'-dicyklohexylkarbodiimidu a N-
-hydroxybenztriazolu. Produkt je pouzZi-
van ve veterindrni mediciné.
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Vyndlez se tyk& zpUsobu vyroby (2-0-metyltyrosin)deamino-l-karbaoxytocinu, analoga
p¥irodniho hormonu oxytocinu, jenZ je metabolicky odoln&ji, tzn. %e md ve srovnAni
s oxytocinem n&kolikandsobn& prodlouZeny u&inek, co¥ je p¥i klinické aplikaci vitanou

vlastnosti.

Tento analog, ktery m& charakter cyklického peptidu, je zndmy a rovné&Z jeho p¥iprava
byla popsdna (&s. pat. spis. &. 149 028, &s. AO &. 230 542). Nové&ji byla jeho tradi&ni
syntéza v roztoku nahraZena tzv. syntézou v pevné f&zi, tj. na vhodném nosii (&s. autor-
ské osvéddeni &. 237 944). Ob& jmenované metody neposkytujf{ dostateiné vyt&iky a kromé
toho jsou p¥i p¥evdd&ni do v&tZfho m&¥itka netinosné& pracné, Metoda s pouZitim pevného
nosi&e poskytuje sice mnoho vyhod, v&etné& zkriceni jednotlivych stupit, oviem vytdiky
p¥i poslednim stupni, tj. p¥i cyklizaci oktapeptidamidu jsou nizké, produkt nemd pot¥ebnou
¢istotu a dostatecné ¢idténi znamend opét ztraty a zdrZeni, &imZ jsou vyhody p¥edchdzejicich
stupnl znehodnoceny.

Ve snaze odstranit tyto nevyhody byly hledédny optimdlni podminky syntézy (2-0-metyl-
tyrosin)deamino-l-karbaoxytocinu, p¥i nichZ by bylo moZno vyuzit osvédlené p¥ednosti
znédmych metod. I kdyZ mnoho strukturné& blizkych derivdtld bylo moZno na pevném nosidi
cyklizovat s uspokojujicimi v§téZky, nebylo tomu tak v p¥ipad& (2-0-metyltyrosin)deamino-
~1l-karbaoxytocinu, kdy zejména izolace kone&ného produktu po cyklizaci se ukdzala mimo
olekdvéni jako velice pracnd, Casové ndrodnd a ztrdtovd, co? byly zékladni p¥ekdiky,
které brénily jejimu p¥eneseni do Z4douciho vé&tSiho, tj. provozniho mé&¥itka.

Zmin&né nevyhody se s p¥ekvapenim poda¥ilo odstranit d&elnym vyuZitim obou znémych

metod a nové&ji popsanych vyhodnych &inidel pro cyklizaci, p¥edev&im difenylfosforazidu.

PF¥edmé&tem vyndlezu je tedy zplsob vyroby (2-0-metyltyrosin)deamino-l-karbaoxytocinu,
jeho# podstata spodivd v tom, Ze se nejprve syntézou na pevném nosili p¥iprav{ hepta-
peptidamid vzorce I

Z-Ile-Gln-Asn~Cys (Bz1l) -Pro~Leu-Gly-0- (B (1),
kde % je benzyloxykarbonyl, Bzl je benzyl a @Sje nosi&, ktery se p¥evede do roztoku
od&té&penim z nosile piisobenim metanolického roztoku amoniaku za vzniku chrdn&ného hepta-

peptidu II

Z—Ile~Gln—Asn—Cys(le)—Pro—Leu~G1y—NH2 (11),

ze kterého se od%t&pi chrénici skupiny roztokem sodiku v kapalném amoniaku, alkyluje
se sulfhydrilovd skupina cysteinu etylesterem kyseliny f4-bromméselné a esterovd skupina
se hydrolyzuje roztokem hydroxidu sodného, &imZ se p¥ipravi volny heptapeptidamid III

H—Ile-Gln—Asn—Cys(C3H6COOH)—Pro-Leu-Gly-NH2 (111),
ke kterému se pfikondenzuije derivAt tyrosinu IV
X-Tyr (Me)}-CH (Ivy,

kde X je terc.butyloxykarbonylovd nebo o-nitrofenylsulfenylovd skupina a Me je metyl,

za vzniku oktapeptidamidu V

X—Tyr(Me)—Ile—Gln-Asn—Cys(C3H6COOH)—Pro-Leu-Gly—NH2 (v),

kde X a Me majl ji% uvedeny vyznam, nade? se oditdpi chrédnici skupina a volny oktapeptidamid
se cyklizuje rozpuité&nim v pufrovaném roztoku dimetylformamidu s p¥idavkem difenylfosfor-
azidu, nebo pomoci N,N'-dicyklohexylkarbodiimidu a N-hydroxybenztriazolu.
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P¥i provedeni zpusobu podle vyndlezu se nejprve na vhodném nosidi, zpravidla chlor-
metylovaném kopolymeru styren-l%divinylbenzenu, fixuje chrdnény derivit glycinu a postup~-
nym pfipojovénim pot¥ebnych chrénénych derivétld aminokyselin se vytvo¥i heptapeptidamid
vzorce I, ktery se z nosi¢e uvolni a se kterym se potom aZ do konce syntézy pracuje v roz-
toku podle nékterého ze zndmych postupl. V zdvéru syntézy, tj. pfi cyklizaci oktapeptidamidu
vzorce V (po od$tépeni chrénici skupiny) na Z4dany (2-0-metyltyrosin)deamino-l-karbaoxy-
tocin, se vyhodné osvédldilo pouZiti difenylfosforazidu.

Jak z uvedeného vyplyvéd, spojuje zplsob podle vyndlezu vyhody obou znémﬁch metod.
Rozhodujfcim momentem bylo nalezeni vhodného stupné, kdy p¥erusit syntézu na pevném nosidi
a pfijit na provedeni zbyvajicich stupfid v roztoku, k ndmuZ pfispély systematické srovné-
vac{ pokusy. Zpuisobem podle vyndlezu doslo ke zvySené vyrobd Z4daného peptidu p¥i soudasném sniZeni
materidlovych ndkladl, Uspo¥e surovin i pracovnich sil, p¥idemZ ziskany peptid m4 vynikajici

kvalitu. N

Zpusob podle vynélezu je blfiZe popsén v nésledujicich p¥ikladech provedeni, které

tento zplsob pouze ilustruji, ale nikterak neomezuji.
P¥Fiklaad 1

a) Amid benzyloxykarbonyl-isoleucyl-glutaminyl-asparaginyl-S-benzylcysteinyl-propyl~
~leucyl-glycinu (l&tka II)

100 g chlorometylovaného kopolymeru (styren-1% divinylbenzenu), na ktery byl navdzédn
Boc~Gly v mnoZstvi 1 mmol/g, se postupné kondenzuje pomoci t¥imoldrniho p¥ebytku N,N'-di-
cyklohexylkarbodiimidu, N-hydroxybenztriazolu a vhodného derivdtu aminokyseliny s témito
aminokyselinami: Boc-Leu, Boc¢-Pro, Boc-Cys(Bzl), Boc-Asn, Boc~Gln a Z2-Ile, za vzniku
14tky I. K od¥t&povéni terc.butyloxykarbonylové skupiny se pouZivd roztok kyseliny tri-
fluoroctové v metylenchloridu, resp. v dimetylformamidu.

Po ukonéeni syntézy se pryskyfice oddélf, vysu$i a suspenduje se ve 3 litrech abso-
lutnfho metanolu. Suspenze se ochladi na ~10 % a nasyti se plynnym amoniakem. Po 24 h
stédnf se pryskyFice odfiltruje a extrahuje se t¥ikrdt tfemi litry dimetylformamidu o te-
ploté 80 ©C. Extrakt se zahusti ve vakuu na objem cca 200 ml a z odparku se p¥idavkem
2 litrd éteru vysrd&zZi produkt. Po odfiltrovéni a vysuSeni se ziskd 70 g (tj. 72% teorie)
latky II, kterd je identickd s produktem p¥ipravenym metodou v roztoku. Tato shoda byla
potvrzena aminokyselinovym sloZenim, chromatografii na tenké vrstvé a vysokoudinnou kapa-

linovou chromatografif.

b) Amid isoleucyl—glutaminyl-asparaginyl—s—y—karboxypropianylcysteinyl—propyl—
~leucyl-glycinu (l&tka III)

60 g létky II se rozpust{ v roztoku 0,5 g amidu sodného v 6 litrech vrouciho kapalného
amoniaku a redukuje se sodikem (asi 12 g} do vzniku modrého zbarveni roztoku stédlého
po dobu 20 sekund. Roztok se odbarvi p¥idédnim asi 16 g chloridu amonného a p¥idéd se 75 ml
(101,3 g} etylesteru kyseliny ~brommédselné, Amoniak se odpa¥i ve vakuu a odparek se
rozpust{ v 1,5 1 0,2 N hydroxidu sodného. Po 45 minutdch michdni se roztok odfiltruje,
nanese se na kolonu katexu v H+—cyklu (DOWEX 50) a produkt se vytésni 10% vodnym roztokem
pyridinu. Pyridinovy eludt se odpa¥i do sucha, odparek se rozpusti ve 230 ml 90% vodného
metanolu a produkt se vysrdZi 7,5 litru éteru. Po odfiltrovéni a vysufen{ se ziskd 44 g
{tj. 85% teorie) 1lé&tky III, kterd je identickd s produktem p¥ipravenym metodou v roztoku.

c) Amid o—nitrofeny1sulfeny1—0-metyltyrosyl—isoleucyl—glutaminyl—asparaginyl—s—%’—
~karboxypropionyl-prolyl-leucyl-glycinu (létka V)

K roztoku 38,3 1l&tky III v 500 ml dimetylformamidu se p¥idd 7,9 g N~hydroxybenztriazolu
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a 22,7 g p-nitrofenylesteru o-nitrobenzensulfenyl~0-metyltyrosinu. Po 24 hodindch se

p¥idd dalsich 13,3 g aktivniho esteru a ponechd se stdt do druhého dne. Po vysréaZeni

smési éteru (2,7 1) s etylacetdtem (1,13 1) se ziskd 46 g (tj. B6% teorie) latky V, identic-
ké s produktem p¥ipravenym metodou v roztoku.

d) (2~0-metyltyrosin)}deamino-l-karbaoxytocin

40 g létky V se za tepla rozpusti ve 300 ml dimetylformamidu a ochladi se na teplotu
mistnosti, p¥ifem? l4tka V se znovu vylou&i z roztoku. K suspenzi se p¥idd 50 ml 2 N
roztoku chlorovodiku v dioxanu. Po 15 minutdch sté&ni p¥i teplotd mistnosti se vznikly
roztok vlije do 4 1 éteru. Vyloulend sraZenina se odsaje a rozpustf{ ve 4 1 dimetylformamidu.
Roztok se ochladi na 0 OC, za michdni se p¥idaji 4 g hydrogenfosforednanu draselného
a 11,5 g difenylfosforazidu. PrGbéh reakce se sleduje vysokoGlinnou kapalinovou chromato-
grafii{ a v reakci se pokraduje do vymizeni vychozi ldtky. Reakéni smés se zfiltruje,
filtrdt se zahust{ ve vakuu do vydestilovadn{ v&t3iny diemtylformamidu. Zbytek se rozpusti
v cca 1 000 ml 20% kyseliny octové, roztok se zfiltruje a p¥imo se pouZije k &i3té&nit
surového produktu vysokoudinnou kapalinovou chromatografif. Ziskd se 8 g (2~0-metyltyrosin)-
deamino—l—karbaoxytbcinu (vztaZeno na 100% latku), kterd svymi vlastnostmi odpovidd produktu
ziskdvanédmu klasickym zplsobem syntézy v roztoku.

P¥iklad 2

Podle postupu v p¥ikladé 1 se postupuje aZ do latky V, nale? se 60 g latky V roz~
pusti za tepla v 900 ml koncentrované kyseliny octové, ochlad{ se na teplotu mistnosti
a pr¥idd se 75 ml 8 N roztoku chlorovodiku v dioxanu. Po 20 minutdch sté&ni p¥i teploté
mistnosti se roztok vlije do 10 1 absolutniho éteru. Vyloudend srafenina se odsaje, vysusi
a rozpusti se v 940 ml dimetylformamidu a 670 ml dioxanu, p¥id4d se 79 g N-hydroxybenztria-
zolu a roztok se vychladf na -10 °c. P¥id4 se roztok 86 g N,N'~dicyklohexylkarbodiimidu
ve 100 ml dimetylformamidu a michd se 2 hodiny p¥i teplot& mistnosti. Potom se reak&ni
smés pfikape do roztoku 150 ml trietylaminu v 6 1 metanolu zah¥dtého na teplotu 40 °c
rychlosti kolem 1 1 za hodinu. Reak&ni smés se ponechd stdt p¥es noc, okyseli se kyselinou
octovou a rozpou$tédla se odpa¥i ve vakuu. Odparek se rozpustf v 1 1 20% kyseliny octové,
roztok se zfiltruje a p¥imo se pouZije k ¢i¥téni surového produktu vysokod&innou kapalinovou
chromatografii. Ziskd se 10 g (2-0-metyltyrosin)deamino-l-karbaoxytocinu (vztaZeno na
100% latku), ktery svymi vlastnostmi odpovidd produktu ziskdvanému klasickym zpisobem

syntézy v roztoku.
PELklad 3

Podle postupu v p¥ikladech 1 a 2 bylo dosaZeno stejnych vysledkt, jestlife pro okta-
peptidamid vzorce V byla misto o-nitrofenylsulfenylové skupiny pouZita skupina terc.buty-

loxykarbonylové.

Seznam zkratek pouZitych v textu

72— benzyloxykarbonylovéd skupina

Boc- terc.butyloxykarbonylovd skupina

@5 - kopolymer (styren-1% divinylbenzenu)
Bzl- benzylova skupina

Me- metylovd skupina

Tyr tyrosin

Ile isoleucin

Gln glutamin

Asn asparagin

Cys cystein

Pro prolin
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Leu leucin
Gly glycin
—C3H6c00H ~karboxypropionylovd skupina
HPLC vysokouidinnd kapalinovéd chromatografie

PREDMET VYNALEZU

Zpisob vyroby (2-0-metyltyrosin)deamino-l-karbaoxytocinu vyznadujici se tim, %e

se nejprve syntézou na pevném nosiéi p¥ipravi heptapeptid vzorce I
Z-1le~Gln-Asn-Cys (Bz1)~Pro-Leu-Gly-0-B) (1),

kde Z je benzyloxykarbonylova skupina, (ﬁ je nosi¢, Bzl je benzyl, ktery se p¥evede
do roztoku od$tépenim z nosite pisobenim metanolického roztoku amoniaku za vzniku chréné-
ného heptapeptidu II

Z~Ile~-Gln-Asn-Cys (Bzl)-Pro-Leu~-Gly-NH {I1),

.

2
kde 2z a Bzl maji ji% uvedeny vyznam, ze kterého se od$§tépi chrdnici{ skupiny roztokem
sodiku v kapalném amoniaku, alkyluje se sulfhydrilovd skupina cysteinu etylesterem kyse-
liny 2M—bromméselné a esterovd skupina se hydrolyzuje roztokem hydroxidu sodného, &im¥

se pfipravi volny heptapeptidamid III

H—Ile—Gln—Asn—Cys(C3H6COOHJ—Pro—Leu--Gly—NH2 (I11),

ke kterému se pYikondenzuje derivat tyrosinu IV

X-Tyr (Me) -OH (1vy,

kde X je terc.butyloxykarbonylovd nebo o-nitrofenylsulfenylovi skupina a Me je metyl,
za vzniku oktapeptidu V

X—Tyr(Me)-Ile-—Gln—Asn—Cys(C3H6COOH)-Pro—Leu-Gly—NH2 v),

kde X a Me majf jiZ uvedeny vyznam, nalei se od$t&pi chranici skupina a volny oktapeptid-
amid se cyklizuje rozpusténim v pufrovaném roztoku dimetylformamidu s p¥idavkem difenyl-
fosforazidu nebo pomoci N,N'-dicyklohexylkarbodiimidu a N-hydroxybenztriazolu.
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