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Zpisobh pripravy analogu VIP a'meziprodukty pro tento zplsocb

Oblast, techniky

Vyndlez se tyka =plsobu pripravy vasoakfivniho intestinal-
nfho peptidového analogu Ac(1-31)-NHz =ze &tyr chrénénych pep-

tidovych segmenti.

' Dosavadnf stav techniky

Vasoaktivni intestinalni peptid (VIP) je relaxant/broncho-
dilator hladkého svalstva, ktery reguluje sekreci hlenu v dy-
chacich cestdch a md antialergické a antizdndtlivé charakte-
ristiky. Nejnovéij&i studie vedly k objevu analogu VIP, ktery
mi zvysSenou metabolickou stabilitu a zvyZené receplorové vazné
charakteristiky. Tento analog VIP je predm&tem vynalezu, po-
psaného v evropské zve?ejﬁéné prihlaZce vyndlezu &islo 92/

117, 185.

A% dosud se tento analeg VIP pHipravuje pouzitim pevné
fdze. Tento zpilsch pripravy s pevnou f4=z1 =ahrnuje vazanf
alfa-aminokyseliny, chrdné&né naptiklad terc.-butyloxykarbony-
lovou skupinou (BOC) , esterovou vazbou na chlormethylovanou
pr?skyﬁici nebo na hydroxymethylovou prysky¥ici. Na pryskyrici
se postupné viZe ndkolik aminokyselin. BOC chrdnici skupina se
= alfa aminokyseliny odstrafuje =za kyselych podminek a nasled-
n& se chran&né aminckyseliny kopulujf postupné k ziskdn{ mezi-
produktiu, kterym je chrinéna pept.idovd pryskydice. Chranici
skupiny se odstranf a peptid se oddé&l { dd pryskyrice opakova-

nymi fluorovodikovymi odst&pujicimi reakcemi. Cist&n{ peptidu

je dvoustupfiové a) gelovou chromat.ografii k exkiu=zi velikosti
a b) preparativni vysoce 1&innou kapal inovou chromatografif

(HPLC) . Tento nd&kolikastupfiovy proces je &asové narod&ny a vede




k nedostatednému vytLd3ku cilového peptidu.

Ukolem vyndlezu je vyvinout pom&rné jednoduchy, w&inné&j-

5{ a ekonomi&L&j%{ zplisob syntézy analogu VIP.

Podstata vvnilez=u

Zplisob pHipravy analogu VIP Ac(1-31)-NHz (SEQ ID NO:1)
spodivd podle v?nélezu v tom, Ze se kopulujf Fmoc chrdné&né

peptidové fragmenty.

Podle vynilezu se pFipravuje analog VIP Ac(1-31)-NHz

vzorce

1 ' 8 12 17
Ac-His—Ser-Asp-Alg—Val—Phe-Thr—Glu-Asn-Tyr-'Ihr-Lys-Leu-Arg-Lys-Gln—Nle-Ala

19 25 26 27 28 2930 31
Ala-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Asp-Leu-Lys-Lys-Gly-Gly-Thr-NH2
HN l
\N
\0

(SEQ ID NO:1)

z chrin&nych peptidovych fragmenti. S vyhodou se pFi =zplisobu
podle vynilezu kopulujf{ Fmoc cﬁrénéné fragmenty, predevsim se
kopuluji né&sledujfef &ty¥i fragmenty: peptidovy. fragment I
(SEQ ID NO:2), fragment II (SEQ ID NO:3), fragment III (SEQ ID
NO:4) a peptidovy fragmeni IV (SEQ ID N0:5). Novy =zpliscb nevy-
Saduje dosud nutné ¢&isténi peptidovych fragmentii preparativ-
ni chromatografii HPLC, které bylo nutné, kdy% se analog pti-
pravoval zplsobem pevné fdze, ani neﬁyiaduje %i%t8ni mezipro-
dukLd, vytvoFenych v probshu syntézy cflového cyklického VIP
analogu. Vysledny érodukt se &ist{ v kone¥né fi4zi po ukon&ni

jednoho kroku preparativnf chromatografif.




Zpﬁsob.podle vynélezu pro pripravu cyklického VIP analo-
gu AC(1-31)-NHz =zahrnuje kopulaci dvou nebo nédkolika chriné-
nych peptidovych fragmentd. Vyhodnymi peptidovymi fragmenty
'jéou étfﬁi Fmoec chrénéné fragmenty:@ peptidovy fragment. T (SEQ
ID NO:2), fragment II (SEQ ID NO:3), fragment III (SEQ ID
NO:4) a peptidovy fragment IV (SEQ ID NO:5):

26 a1
Fmoc-Leu—[.ys-Lrs-Gly—Gly-‘fku—NHZ -
Boc Boc tBu @
Boc tBu
19 | | 25
Fmoc—Ala-Lys{x_ﬁ)-Tyr—Leu—Asn- p-OH
()
\Y
\O
9 : 18
Fmoc—Asn—Tyr-Thr-Lys—Leu-Arg-Lys—G]n-Nle—Ala—OH
tButBu Boc  PmcBoc ()
1 | 8
Ac-His-Ser-AsP-Ala-Val-PheTIhr-Glu-OH
Trt tBuOtBu tBu OtBu @)

Zptisob podle vynalezu pFipravy slou&eniny Ac{1-31)-NHz
(SEQ 1ID NO:1) kopulaci &Lyr chranénych pept idovych fragmen-
L0, kterymi jsou peptidovy fragment I (SEQ ID NO:2), fragment
II (SEQ ID NO:3), fragmenﬂ III (SEQ ID NO:4) a peptidovy frag-
ment. IV (SEQ 1ID NG:5) zahrnujici (a) odstrafovani chrénici

skupiny Fmoc = peptidového fragmentu I a kopulaci chréné&né




jos—

skupiny =zbaveného pept.idového fragmentu I s chrandnym peptido-
vym fragmentem I1; b)odstrafiovani chranici skupiny Fmoc =z pep-
tidu ziskaného ve stupni (a) a kopulaci s chrénén?m pept.idovym
fragmentem III; .©) odstrafiovani chrénici skﬁpiny Fmoc =2 pep-
t.idu ziskaného ve stupni {b) a kopulaci s chrandnymn peptldouym
fragmenten IV; d) odstrafiovdni chranicef skupiny Fmoc = peptidu
2{skaného ve stupni (c) k ziskdan{ sloudeniny AC(1-31)-NHz2,

~ prosté chranicich skupin.

Chrinéné peptidové fragmenty vzorce I a% IV se voli se

zretelen na maximdini kopulaéni G&innost a minimdlnf racemiza-

i produktu v kazdé kopula&ni reakei. Pouziva se ekvivalentnf{

ano3stvi kaZdého fragmentu v ka3dé kopuladni reakci =za v¥-
tvoteni ekonomického zplsobu ={ské&n{ cilového peptidu. Me=i -
produkty, vytvorené po xa3dé kopuladni reakci, se pouzivaji

pfimo pro nasleduiici kopulaént reakci bez dalg&iho disgtent.

Sistota ka%dého fragmentu, produktovaného zpiisobem s peu;
nou f&=z1, jak se uvadi, je 22 az 97 % po jednotlivém disticim
stupni podle analytické chromatografie HPLC a kazdého fragmen-
tu se pouZiva pro p¥ipravu cyklického analogu VIP be=z dalsiho
Zigténi.

Zpltisob podle vynidlezu p¥ipravy vyZisténé sloudeniny
Ac(1-31)-NHz (SEQ ID NO:1) tedy =ahrnuje: (a) odstranovéni
chranici skupiny Fmoc =2 peplidového fragmentu I (SEQ ID NO:2)
a kopulaci chréan&né skupiny =zbaveného pept1dového fragmentu I
s chrénénjm peptidovym fragmentem IT (SED ID NO:3) =a ziskan{
chrindného peptidu Fmoc(19-31) -NHz (SEQ ID NO:6) jakoZzto me-
=ziproduktu; (b) odstrafiovani chrénic{ skupiny Fmoc = mezipro-
duktu Fmoc(19-31)-NHz a kopulaci meziproduktu Fnoct 19-31) -NHz,
zbaveného chranicich skupin, s chrandnym fragmentem ITI(SEQ ID
NO:4) =za =z=iskani jako meziproduktu chriné&ného peptidu Fmoc(9-
31{)-NHz (SEQ ID RO:7), (c) odstrafiovani chrdnicf skupiny Fmoc

=z meziproduktu Fmoc(9- -31)-NHz a kopulaci m921produktu Fmoc(9-




Y e oy,

'31)-NHz, =zbaveného chranicich skupin s chrin&nym fragmentem IV

(SEQ ID NO:5) =a =ziskdni jako meziproduktu chrin&ného peptidu
Ac(1-31)-NHz; odstrabovadni chranici skupiny =z chrdnéného
pept.idu Ac(1-31)-NHz; a &isténi peptidu Ac(1-31) -NHz, =zbavené-
ho chranicich skupin, napfiklad preparativni chromatografii

HPLC.

Pouz{vani nomenklatura k definovdnf peptidd je v oboru
b&%n& pouZfvanou nomenklaturcu, pPFicemz aminoskupina na N-za-
kon&eni{ je vlevo a karboxylovd skupina na C-zakon&eni je vpra-
vo. Piirodniﬁi aminokyselinami se m{nf prirodné& se vyskytujfci
aminokyseliny v proteinech, napriklad Gly, Ala, Val, Leu, Tle,
Ser, Thr, Lys, Arg, Asp, Asn, Glu, Gln, Cys, Het, Phe, Tyr,
Pro, Trp a His. Pokud ma aminokyselina izomern{ formy, mini se

aminokyselinou jejf L-forma, pokud neni uvedeno jinak.

Pro presentaci aminokyselin se pouéivaji napriklad na-
sledujfc{ =kratky, krom& shora uvedenych, chrénic{ skupiny,
rozpoustédla a veak&ni &inidla. Vyznam dednollivych zkratrek

je nasledujfci:

Symbol Vyznam

Ac acetyl

Nile norleucin

Fm 9-fluorenylmethyl

DiPEA N,N—diisopropylethylamin
DHF dimethylformamid

Pripojené oznaZeni "-OH" a “-NHz" =z=a "VIP" se Lykd forem
volné kyseliny a amidu polypeptidu. Pokud toto oznadeni nenf

uvedeno, =zahrnuje vyraz ob& formy.

Zde definovanym cyklickym peptidem je peptid, pPiZemz
karboxyzakon&eni vedlejSiho reté=ce aminokyseliny v peptidu je

vazadno kovalentnd na vedlej%i Yetd8zec aminozakondeni jiné




aminokyseliny peptidového Felézce =za vytLvoreni{ amidové vazby.
Pro cyklické peptidy se pouZivaj{ riizné nomenklatury a symbo-

ly. P¥ikladnd se uvadéji

a. cyKo(Lys21-Asp25)-Fmoc-Alal9-Lys(Boc)20-Lys21-

Tyr(tBu)22-Leu23-Asn24-Asp23-0H;

b. Fmoc-(19-25)-OH; .
Fmoc-[Alal9-Asp23)-VIP cyklo(21 —25);

c
d. [Fmoc-(SEQ ID NO:3)-OH};
e. Fmoc-[A1a19-Asp25]-VIP cykio (Ly521—+Asp25);
f. [Fmoc-(SEQ ID NO:3)-OH];
g.
Boc tBu
19 | | 25

Fmoc-Ala-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Asp-OH

T,

o

Shora uvedené struktury (a-g) a presentace za pouZiti
"(SEQ ID NO:)* representujf{ vady stejny ‘peptid majici
aminokyselinovou sekvenci odpovidajici VIP pepilidovénu frag-
mentu, ve kterém je Fmoc skupina nahrazena vodikem v N-=zakon-
&enf{. Pridavnd se vybvari amidovd vazba mezi vediej&im Feté&=-
cem karboxylového lysinu v poloze 21 a vedlej3inm %etéécem ami -
nu asparagové kyseliny v poloze 25 2a vytvorenf eyklického
peptidového fragmentu. Shora uvedené presentace pro peptidovou

strukturu se povaZujf =a rovnocenné a zandnitelné,

V cyklickych peplidech padle vyndlezu =se pouzivaji

ndsledujici konfigurace, pokud neni uvedeno jinak.

Aminokyselina Zakon&en{i aminokyseliny

v rel&zci vézané k vybLvoteni cyklického peptidu
Lys epsilon amino epsilon

Asp beta karboxytl

Glu gama karhox?l

Peplidové fragmenty, které obsahuje VIP analog podle




vyndlezu se mohou snadno pripravovat o sobé znamnymi béZnymi
zplisoby pro vytvéreni pept idovych vazeb mezi aminockyselinami.
Takové b&%né =plisoby =ahrnuji napfiklad vSechny =zplisoby v roz-
tokové fa=i umoZfiujici kondenzaci me=zi volnou alfa aminoskupi-
nou aminokyseliny nebo ﬁejiho zbytku majiciho své karboxylové
nebo jiné reaktivn{ aminoskupiny chran&né a volnou primirnf
karboxylovou skupinou jiné aminoskupiny nebo jeiho =zbytku ma-

j{ici své aminoskupiny nebo jiné reaktivn{ skupiny chrénéné.

Zplisopb piipravy pept.idovy¥ch fragmenﬂﬁ, obsahujicich VIP
analog, se mni2e providét tak, e se pridivaijif aninokyseliny
v 24doucim pradi jedna, aminckyselina ke druhé aminokyseliné
nebo k jejimu =zbytku =zpltsoben, pri ‘kterénm se peptidové frag-
menty s 2Z4adanou aminokselinovou sekvenci neijdrive obvyklym
zpﬁsobém syntetizuj{ a pak se konden=uij { za‘zfskéni Zaddaného’

pept idu.

Takovy obvykly =zpilsob pripravy prept idovych fragmentﬁ za-
hrnuje nap¥fklad pripravu na jakékoliv pevné fazi Pri takovém
zplisobu se priprava pept.idovéha fragmentu miiZ%e provadét po-
stupnym vniSenim 2adanych aminokysel inovych zbytki do rostou-
ciho peptidového Fet&zce o sobd znamymi principy pripravy
s pevnou fa=i (R.B. Merrifield, J.Am.Chem. Soc. 85, str. 2149
a% 2154, 1963; Barany a kol., The Peplides, RAnalysis, Synthe-~
sis and Biology, svazek 2, E. Gross a_J. Meienhofer, vyd. Aca-

demic Press 1-284, 1980).

P¥i chemické p¥ipravd peptidd je b&2né chrandni reakbtiv-
nich skupin vedlej&iho Pet&=zce raznych aminokyselinovych podf-
11 vhodnymi chrénfcimi skupinami, které brdn{ prib&hu chemic-
kych reakeci v mist& az do chvile odstranén{ takové chrénfci
skupiny. Je také dob¥e =ndmo chranit alfa aminoskupinu amino-
kyseliny nebo jejfho fragmentu, kdyZ molekula reaguje na kar-
boxylové skupin&, naleZ se selektivnd odstran{ skupina chrani-

ci alfa aminoskupinu a tim se na tomto misté umo3ni reakce.




Takkoliv byly vyvinuty specifické chranici skupiny pro zplisob
pripravy peptidi s pevnou fazi, pripominid se, %e je moZno
chranit kaZ%dou aminokyselinu chranicimi skupinami pouZfvanymi

pro pripravu v tekuté fa=i.

Alfa aminoskupiny se mohou chranit vhaodnymi chranicimi
skupinami zersouboru zahrnujiciho aromat.ické chranic{ skupiny
urethanového typu, jako je skupina benzyloxykarbonylové (Z) a
substituovanid skupina benzyloxykarbonylové, jako jsou naprik-
lad skupina p—chlorbenzyloxykarbonylové, ﬁ-nitrObenzyloxykar-
bonylova, p-brombenzyloxykarbonylové, p-bifenylisopropyloxy-
karbonvylova, p-fluorenylmethyloxykarbonylové (Fmoe) a p-metho-
wybenzyloxykarbonylova (Moz) skupina; alifatické chranic{ sku-
piny urethanového typu, jako jsou nap#fklad skupina terc. -bu-
tyloxykarbonylovd (Boc) , diisopropylmethyloxykarbonylové, iso-
propy]oxykarbonyloué a allvloxyvkarbonylovd skupina. Jakozto
nejvyhodn&jis{ skupina pro chrdnéni{ alfa aminoskupiny se uvadf

skupina Roc.

Karboxvlové skupiny se mohou chranit. vhodnymi skupinami
=2e souboru zahrnujfciho aromatické estery, nap¥ikad skupinu
benzylovou (0Bz1) nebo skupinu benzylovou subst. i tuovanou niZsf
alkylovou skupinou, atomem halogenu, nitroskupinou, thioskupi-
nou nebo substituovanou thioskupinou napriklad nizsf alkylovou
skupinou (s 1 a2 7 atomy uhli{ku), thioskupina, alifaticky es-
Lor jako niZ&f alkyl, t-butyl (Ot-Bu); cvklopentyl, cyklohexyl
(OcHx), cykloheptyl a 9-fluorenylmethyl (OFm). Obzvl 4%t8 vy-
hodnymi chrénici{mi skupinami pro glutamovou kyselinu (Glu)
jsou skupina OBzl a OFm. Obzv14%td vyhodnymi chrinicimi skupi -
nami pro asparagovou kyselinu (Asp) jsou skupina OChx, OBzl a

OFn.

Hydroxylové skupiny se mohou chrdnit vhodnymi skupinami
za souboru zahrnujfcfho ethery, jako 3jsou naptikad skupina

benzylovd (B=z1) nebo skupina benzylova substituovanad niZsf{ al-




kylovou skupinou, atomem halogenu, nap¥iklad 2,6-dichlorbenzy-
lovd skupina (DCB), nitroskupinou nebo methoxyskupinou, dale
skupina terc.-butylova (iL-Bu), tet.rahvydropyranylovd a trife-
nylmethylovd (tritylovd) skupina. Obzv143t3 vyhodnou chrénici
skupinou pro serin (Ser) a threonin (Thr) je skupina Bz1. Ob-
=zv143t& vyhodnou chrdnici skupinou pro tyrosin (Tyr) je‘skupi-

na DCB.

Aminoskupiny vedlejSiho retézce se mohou chrdnit vhodnymi
chrdnfcimi skupinami =ze souboru zahrnujiciho aromatické chra-
nfci skupiny urethanového typu, jako je skupina benzyloxykar-
bonvlovd (2) a substituovand skupina benzyloxykarbonylova, ja-
ko Jjsou nap¥iklad skupina p-chlorbenzyloxykarbonylové, 2-
chlorbenzyloxykarhonylova (2-Cl1-2), p-nitrobenzyloxykarbonylo-
v4, p-brombenzyloxykarbonylovi, p-bifenylisopropyloxykarbony-
lov4, 9- fluorenylmethyloxykarbonylovd (Fmoc) a p-methoxybenzyl
oxykarbonylovd (Moz) skupina: alifatické chrénici{ skupiny ur-
ethanového typu, jako jsou nap¥iklad skupina terc. -but.yloxy-
karbonvlova (Boc), diisopropylmethyloxykarhonylové, isopropy-
loxykarbonylovd a allyloxykarbonylova skupina. JakoZto nejvy-
hodn&js{ skupina pro chranéni ornithinu (Orn) se uvadi skupi-
na 2. Jakozto nejvyhodn&ij%{ skupina pro chranédni lysinu (Lys)

se uvaddi skupina 2-C1-Z a Fmoc.

Guanidinoskupiny se mohou chrinit vhodnou chrénfci skupi-

nou ze souboru zahfnujicihb nitroskupinu, pétoTuehsulfonylbvou

skupinu (Tos), skupinu Z, adamantyloxykarbonyiovou skupinu a
skupinu Boc. Nejvyhodn&isf skupinou pro chrinéni argininu

(Arg) ije Tos.
Amidoskupiny vedlejZfho Fretézce se mohou chrinit. xanthy-
lovou skupinou (Xan). Pro asparagin (Asn) a pro glutamin (GIn)

neexistuje 24dni vyhodnid chrinfci skupina.

Imidazolové skupiny se mohou chranit vhodnymi chrénfcimi




skupinami =ze souboru zahrnujiciho skupinu p-toluensulfonylovou
(Tos), 9-f1uorenylmebhyloxykarhonylovou (Fmoc) trifenylmethy-
lovoul(Lritylovou), 2,4-dinitrofenylovou (Dnp), Boc a benzylo-
wymethylovou (Bom). Skupina Tos a Bom jsou nejvyhodn&jsimi

chrinicimi skupinami pro histidin (Hi=s) .

JakoZto chrind&né aminokyseliny pro n&ely vynidlezu se

uvadéi{ prikladnd Lys(Boc), Glu(OLBU) a Tyr(iBu).

VZechna rozpouit&dla pro udely vynéleéu v&etnd methanolu,
methylenchloriduy, acetonitrilu (CH3CN), etheru, hexanu a dimet-
hy1formamidu jsou obchodni produkty spoleénosti Fi=cher nebo
Burdick a Jackson. Trifluoroctova kyselina (TFA) je ochodnim
produkten spole&nosti Halocarbon a pouzivid se primo bez dalsfi-
ho &istént. Diisopropy]ethy]amin (DIPER), 1,2-ethandithiol
(EDT), dicyklohexylkarhodiimid {DCCY, N-hydroxysukcinimid
(HOSu) a thiocanisol jsou obchodnf produkty spole&nosti Aldrich
Chemical Co., Tne. (Milwvaukee, WID. 1-Hydroxybenzotriazol
(HOBT)‘ je ochodnim produktem spole&nosti Sigma ChemicaIICD.
(St. Louis, MD), 5-(1H-benzotriazol-1-y1)-1,1,3,3-tetramethyl-
uroniumhexafluorfosfét (HBTU)Y a benzotriazol-i-yloxy-tri-
(dimethylamino)fosfoniumhexafluorfosfét (BOP) jsou obchodnf
produkity spole&nosti Richelieu Biotechnologies (St. Hvacinthe,
Quebec, Kanada). 2-Hetﬁoxy~4-a1koxybenzylalkoholkopolystyren
f % divinylbenzenu (prysky¥ice Sasrin) je obchodni produkt
spole&nosti Bachem Bioscience. Frnoc/tBu chran&né aminokyseli-
ny disou vSechny v konfiguraci L a jsou obchodnimi produkty

spole&nosti Bachem Inc. ( Torrance, Ca).

Analylickd vysoce U&inna kapalinovd chromatografie (HPLO)
se provadi na jednotce 1.DC Constrametric I1G, vybavené jednot-
kami Gradient Master a spektromonitorem ITI UvV-detekiorem var-
riabilnich vinovych délek a na jednot.ce Lichrasorb RP-8 (5 um)
sloupec (4,6 mm x 25 ch), =za pouziti{ Jjako eln&niho &inidla:

(A) 0,1H NaCl0a (hodnota rH 2,5 - (B) CHaCN, linedrnf gra-




dient 20 minut, pritok 4 ml/minuta, detekce 214 nm. HPLC chra-
n&nych meziproduktbil, Fmoc-(19-31)-NHz a Fnoc(9-31) -NHBz se pro-
vadi na jednotce Lichrosorb RP-8 (5 um) sloupec (4,6 mm x 25
cm), za pouziti jako eludnfho &inidla: ¢(A) 0,1M NaC104 (hodno-
ta pH 2,5)-(B) CH3CN, linedrnf gradient 40 az 90% (B) 20 mi-
nul, pratok 1 ml/minuta, detekce 214 nm. HPLC chran&ného Ac-
(1-31) -NHz se provadi na tém32e sloupci, =a pouziti (B) CHaCN:
IPrOH (1:1); linedrni gradient 60 aZ 95 % (B), 20 minut. HPLC
cyklického VIP analogu se provadi na (i) Vydac C-18 sltoupci,
elu&ni &inidlo: (A) Hz0 (0,1 % TFR) -~ (Bi CH3CN (0,1 % TFA);
linedyn{ gradient 15 a% 30 % (B), 20 minut; priatok 1 ml/minu-
ta; detekece 214 nm (ii) Z7orbax Protein Plus sloupec: eluéni
&inidlo (R) Hz20 (0.1 % TFA)-(B) CH3CN (0,1 % TFA); ]inedrni
gradient. 20 az 35 % (B)Y 20 minut: prizt.oku 2 ml/minuta; detekce
240 nm (iii) Lichrosorb RP-8 (5 um) sloupeci eludni &inidlo
(M) NaCl10a (hodnota pH 2,5)-(B) CH3CN, l1inearni gradient 30 az
50 % (B), 20 minut, pritok 1 ml/miﬁuta, detekce 206 nm. Prepa-
rat.ivni HPLC se provadi na sloupci Delta Prep 2000 system YMC
OBS-A (1,2 nm, 15 um) (4,7 x 50 cm); eludni &inidlo Hz0 (0,1 %
TEA) - (B) acetonitril:imethanol (1:1) (0,1 % TFA); linearni gra-
dient 20 az 50 % (B) 3 hodiny: pratok &0 ml/minuta; detekce
2154 nmn.

Hmotova spektra = bombardovéni rychlymi atomy (FAB-MS) se
zapisuji na Beckmanové& VG2AB-1F nebo VG70E-HF hmotovém spek-
trometru. Analiza aminokyselin se provad{ na Beckmanové analy-.
sAtoru aminokyselin Model 121M. Chranény peptidovy fragment a
volné peplidy se hydrolyzuif{ v 6N kyseling chlorovodikové
{Pirce Chemical Co.) Vv ut.isn&néd evakuovaneé zkumsvce pri teplo-

L% 110 'C po dobu 24 hodin.

Podle vyndlezu se sLy¥i peptidové fragmenty vz2orce I a2
IV pripravuif{ opakovanou syntézou na pevné f4=i. Kopula&nf
reakce se vady monitoruji Kaisrovym ninhydrinov?m-testem ke

stanoveni postupu reakce a ukon&eni reakce (Kaiser a kol.,




Anal. Biochem. 34, str. 595 a% 598, 1970). Priprava pryskyric

se monitoruje UV analyzou timto =zplscben:

Substituce chrin&né aminokyseliny (AR) pryskyrice (Fmoc-
AA-pryskybice) v kazdém bodé syntézn{ prFipravy vyuzivi abhsor-
bance N-(9-fluorenylmethyl)piperidinu pfi 301 nm (epsilon =
7300) . Presnd se va3{ 4 a3 8 mg pryskyrice ve zkuSebn{ =zkumav-
ce a zpracuje se 0,5 ml 20% roztoku piperidinu v dimethylform-
amidu. Nap¥iklad do =zkuSebni =zkumavky, obsahujfci 5,05 mg

“Fmoc-Gly-pryskyiice se pridd 0,5 ml 20% roztoku piperidinu
v dimethylformamidu. Jako slepého ﬁokusu se pou3ije 0,5 ml 20%
roztoku piperidinu v dimethylformamidu. V prib&hu nisleduji-
cich 15 minut s=e =zkumavka s Fmoc-Gly-prysky¥ici rozvi#{ dva-
krit nebo LPikrat k =ajiitEni dokonalého styku pryskyrice
s piperidinovym roztokem. Do obou zkumavek =e vnese dimethyl-.
formamid k upravd objemu na 50 ml. Spektrofotomer se vynuluje
pri 301 nm se slepou zkoufkou. BAbsorbance Fmoc-Gly-pryskyPice

se vypodte timto =zplisoben:

A301 % objiiml) 526 x (50)
' = = 0,67 mmol/g
7800 x hmot.. (g) 7200 x .0, 00505 (g}

Obecné se chrdnici Fmoc skupina odstrahuje = peplidové

prysky¥ice zplisobem uvedenym v tabulce:

Protokal 1: Odstrafiovdni chrdnfci{ skupiny Fmoc

Stupeti Reaké&n{ &inidlo Doba

1 methylenchlorid 2 x 3

2 dimethyl formanid 3 minuty
3 25% piperidin 5 minut
4 25% piperidin 15 minut
5 dimethylformamid 3 minuty
6 methanol 3 minuty
7 methylenchlorid 3 minuly




2 methanol : 3 minuty

9 methylenchlorid 3 % 3 minuty
10 dimethylformamid 3 minuty

11 kopulace : ‘ | 90 minut

12 dimethylformanid 3 minuty

13 methanol -3 minuty

14 methylenchlorid ) 3 minuty

15 methanol 2 x 3 minuty

Priprava fragmentu I, Fmoc—(26-31)-NHé, popsand v piikla-
du 1 a2 8. zahrnuje pfipravu C kxoncového amidového fragmentu
za pou%it{ XAL-spoiovnikove prysky¥ice a za pouZitf benzotria-
201-1-yloxytris(dimethy]amino)fosfoniumhexafluorfosf&tu ( ROP)
jako kopula&niho &inidla. Obecn& se provadi podvojna kopillace
pro ka%dou aminokyselinu k zajisté&ni kone&né &istoty. Zpravid-
la se pouZivaji{ &tyFi ekvivalenty reak&niho &inidta pro prvni
kopulaci a dva ekvivalenty reak&niho &inidla pro druhou kopu-

laci.

Svnthesa fragmentu TT, Fmoc-(19-25) -0H, popsand v prikla-
du 9 a% 15, zahrnuje postupné vytvareni v pevné fazi chrdnéné-
ho heptapeptidu, ve kterém koncova skupina COOH, Asp je véazan
na pryskyfici Sasrin na beta-COOH pres Fmoc-Asp(0-Sasrin) -0Bz1.
Vychoz{ pryskyfice se kopuluje s dipeptidem, Fmoc-Leu-Asn-OH,
ktery byl pFipraven = Fmoc-Leu-OH a H-Asn-OH { preaktivaci
Fmoc-Leu-OH na Fmoc-Leu-0Su) ve 71,3% vyl&Zku (stanovend &is-
tota vBLEI neZ® 95% analytickou HPLC). Tripeptidovd pryskyrice
se podrobuje dvéma cyklim synthesy v pevné fazi s Fmoc-Tyr-
(LBu)-0H a s Fmoc-Lys(Alloc)-OH. Cast. vysledné pentapept.idové
prysky¥ice se podrobf dvéma dalZim cyklam synthesy v pevné fé&-
2i Fmoc-Lys(Boc)-0H a s Fmoc-Ala-0OH. Podil plnd chrinéné hep-
tapept idové pryskyfice se odSté&pf systémem 0,5 % trifluorocto-
va kyselina/methy]ench1arid a vykazuje jeden hlavnf{ pik (sta-
novena &istota vétéi ne® 22%) podle BPLC. Selektivnfi odstrafo-
vian{ chrdnic{ skupiny Lys(Alloc)2! se provadf PdAl (CeH=)3Plz a




BuaSnH a vysledné 2istednd chrané&na pryskyfice se xt.8pf 0,5 %
systémem 0,5 % trifluoroctova kyselina/methy]ench]orid. K idpl-
nému t&pen{ pryskyfice Jje pot.¥eba 10 minut. Cistota produktu
FmOC-A]a—Lys(Boc)-Lys-Tyr(LBu)-Leu-Asn-Asp(Ole) je podle sta-
noveni vdiZi ne® 80% podle analytické HPLC a celkovy vytdZek
je 75,7% (ve srovnan{ s vychoz{ pryskyfici, Fmoc-Asp(0-Sas-

rin)-0RB=21).

Cyklizace vedlej&iho Fetdzce k vedlejsimu tet8zei (Lys?1
k BAsp2%) linedrnfiho heptapeptidu se provédi v.roztoku obsahu-
j{eim dimethylformamid =a pou%itf{ BOP a DIPEA a je ukondena =z=a
1,25 hodin. Analvtick4d HPLC t.ohot.o surového produktu doklada
tém&® kompletni konver=zi linedrniho heptapeptidu. Provadi se
jediny &istici stupefi ziskaného cyklického heptapeptidu na si-
likagelu. Pri tombto Zizténf se odstranuii jakékoliv oligomery,
vylvorenéd pvi Jaktamizaci. Analyticka HPLC &isté&ného hevtapep-
tidu doklada &istotu cyklického hept.apept.idu vBLE] neZ 98%.
Celkovy vytdZek &iZtLé&ndho cvklického heptapeptidu, ve srounéﬁi
s vychoz{ pryskybici Je 27% . Kone&né odstrafiovani ¢C-koncové
benzvlesterové skupiny se provadf hydrogenoly=zou ve vibromixe-
rové avarature =a pouziti 10% palladia na uhlf po dobu pFi-
blizng ZBesti hodin. Po reakci se provadi analyticka HPLC a ko-
ne&ny produkt, cyklo(Ly521—Asp25)-Fmoc-Ala‘g—Lys(Boc)zo-LysZ1-
Tyr(LBuzz)—Leu23-Asn24-Asp25-0H ce ziskid v celkovém vyt&z2ku
33,7% (ve srovnini s vychozi pryskyfici) piri &istotd vétst
nei.97%. Struktura a identita kone&ného produktu se potvrzuje
1H-NMR spektroskopii a plné se charakterizuje aminokyselinovou

analy=zou a hmot.ovou spektroskopif.

Opakovana syntéza na‘pevné fazi fragmentu ITT, Fmoc-(9-18) -
0H, popsania Vv prikladu 16 aZ 26 a frégmentu IV, Ac(1-8)-0H,
popsana v prikladu 27 a2 36, se provadi{ =a pouzit{ BOP jakoZto
kopula&éniho %inidla a piperidinu pro odstrafiovdni chranici
Fmoc skupiny. Vysoce kyselinové 1abilniho linkeru Sasrin se

pou3fva k sadr2ovani skupiny chranfci vedleiZf{ Feté&zec na
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fragmentu. Obecnd se provad&j{ dv& kopula&n{ reakce pro kazdou
aminokyselinu k =ajist&ni &istoly. PouZfvaji se dva ekvivalen-
ty reakéniho &inidla pro prunf kopulaci a jednoho ekvivalentu

reak&nfho &inidla pro druhou kopulaci.

St¥edni &istota, =fskand po Etdpenf je 91% v pripadé
peplidového fraamentu III 3‘95% v pripadé& peptidového fraagmen-
tu IV. Tyto vpeptidové &istoty, =fiskané po St&peni jsou
dost.atedné pro pHimé pouZiti pephidového frggmentu pro synitézu

VIP analogu bez dalZ%iho &isténf{.

Priprava mocého cyklického VIP analogu podle vynalezu se
provad{ kopulaci &tyr fragmenti T a2 IV podle nasledujiciho

schéma .
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KaZdy cyklus fragmentové kopulace se provédi steinym
nasleduji{cim =lscbem: (i) odstrafiuje se chrénicf skupina Fmoc
2 peplt.idového fragmentu 10% Et2NH v dimethylformamidu (dvs
hodiny); (ii) odstrafiuje se fluoren Promytim systémemn
hexan/ether; (iii) kopuluje se peptidovy fragment, =zbaveny
chridnicf{ skupiny s 1,0 ekvivalentu jiného chrin&ného fragmentu
2a pouziti HBTU (1,2 ekvivalenty), HOBtL (3,6 ekvivalentt
v systému dimethylformaid/ethylenchlorid pri teploté O ¢ PO
dobu 30 minut 2% jedné hodiny a p#i teplot& 25 "C po dobu LEf
hodin =za pouZit{ DIPEA (4,8 ekvivalent®d); a (iv) providi se
odpa¥eni a rozpustdni v methylenchloridu a extrakce nasycenvm

roztokem hydrogenuhii&itanu sodného a 10% kysel inou ¢itronovou.

Podle vyhodného provedeni se kazdy covklus kopulace
fragmentl provddi nisleduifeim =plscbem: (i) odstrafuje se
chridnfe!{ skupina Fmoc =z peptidového fragmentu 10% EtsNH v di-
methyl formamidu  (dv& hodiny); (ii) odstrafiuje se fluoren pro-
mytim systémem hewxan/ether; (iii) kopuluje se peptidovy frag-
ment, T, =baveny chrinfci{ skupkny, = 1,0 ekvivalentu chrin&ného
fragmentu II =a pouZit{ HBTU (1,2 ekvivalenty), HOBt (3,6 ek-
vivalentil) v syst.ému dimethylformaid/ethylenchlorid p¥i teplo-
t& 0 'C po dobu 30 minut a% jedné hodiny a p#i teplotd 25 °C
po dobu t#f hodin =a pouZit{ DIPEA (4,8 ekvivalent): a (iv)
provdd{ se odpa¥en{ a rozpuft&ni v methylenchloridu a exbirakce
nasycenym roztokem hydrogenuhli&itanu sodného a 10% kyselinou
citronovou za z{skédn{ chran&ného meziprodukﬂu Fmoc619-31)-NHz;
(v) odstrafiuje =e chrdnfct skupina Fmoc = meziproduktu Fmoc(19-
31)-NHz =za pouZitf 10% EtzNH v dimethylformamidu (dvs hodiny);
(vi) odétraﬁuje se fluoren promyitim systémem hexan/ether;
(vii) kopuluije se chranici skupiny zbaveny me=ziprodukt
Fmoc(19-31)-NHz s 1,0 ekvivalentu chrin&ného fragmentu II1I =za
pou2it{ HBTU (1,2 ekvivalenty). HOBL (3,6 ekvivalentt v systé-
mu dimethylformaid/ethylenchlorid p#i teplotd O °C ro dobu 30
minut a2 jedné hodiny a p¥i teplotd 25 Ko ro dobu t¥{ hodin =a

pouZitf{ DIPEA (4,8 ekvivalentil): a (xii) rrovad{ se odpareni
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a rozpultdni v methylenchloridu a extrakce nasycenymn roztokem
hydrogenuhli&itanu sodného a 10% kyselinou citronovou za =is-
kiani{ chrindnéhe mezivroduktu Fmoc(9-31)-NHz! {ixw) odstrafnuije
se chrinic{ skupina Fmoc = meziproduktu Fmoc(9-31) -NHz 10%
EtzNH v dimethylformamidu (dvd hodiny): (%) odstranuje se
fluoren promytim systémenm hexan/ether; (xi) kopuluje se pepti-’
dovy fragment, =baveny chrdnici skupiny, s 1,0 ekvivalentu
chrdn&ného fragmentu IV za pouZit{ HBTU (1,2 ekvivalenty), HOBL
(3,6 ekvivalentl) v systémﬁ dimethylformaid/ethylenchlorid pri
teplotd o ‘¢ po dobu 20 minut a2 jedné hodiny a pri teploté 25
C po dobu t¥i hodin =a pouZiti DIPEA (4,8 ekvivalenti): a
(xii) provddi se odpateni a rozpusténf v methylenchlobidu a
extrakce nasycenym roztokem hydrogenuhli&itanu sodného a 10%
kyselinou citronovou za z{skan{ chrindndho meziproduktu Fmoc-

(1-31)-NH=.

Piriprava cyklického VIP analogn = fragmeniti je podrob-
n& obiasnéna v prikladi 37 az 41. Chrindné meziprodukty, Fmoc-
(19-31)-NHz2, Fmoc(9-21)-NHz a Rc(1-31)-NHz se ziskaif jako
hlavni produkiy =z ka2dého reakdnfho eyklu. Tyto surové, chri-
n&né meziprodukty se dile nedist{ a pouiivajf se v Léto surové
form& pro kazdy nasledny kopulaéni éyklus. Analyt.ickd HPLC po-
tvrzuje, Ze jisou vychozi materidly pln& spot¥ehoviny =a pouZi-

t.ych podminek.

Kone&né odstran&ni chrdnici skupiny =z plné& chrin&ného pep-
tidu Ac(1-31) -NHz se provadi reakci s TFA (90 %); s EDT (3 %)
« ihiocanisolem (5 %)i a s anisolem (2 %) p¥i teplotd 25 C po
dobu dvou hodin. Bnalylticka HPLC potvrzuje, 2Ze hlavnin
produkten synLézy (72 a% 75 %) je cyklicky VIP analog.

Cistdn{ surového produktu se provadd{ dJedinym priichoden
=za pouZit{ preparativni HPLC =a pouziti AMC onsS-A reverzniho
fizového sloupce (4,7 x 50 cm). Dalsi &igtdnf a2 do 4,0 g

surového produkitu se snadno dosahuje =za pouZit{ sloupce a
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izoluje se celkem 8,48 g &i%t&ného cyklického VIP analogu nebo
85.2 % = celkem stanovenych 9,95 g (podle analyzy HPLC) cyklic-
kého VIP analogu, obsaZeného v surovém produktu. To odpovidé
celkovémn vythESku syntézy 23,9 %, kterd =mahrnuie kopuladni

reakce, odstran&n{ chranficich skupin a &ist&ni. Cyklicky VIP
analog, v»¥ipbraveny timto =plisobem, je bhomogenni {(vice neZ = 99
%) podle analytické HPLC a kapildrni =zonové elektroforézy.

Identita cyklickeho VIP analogu se potvrzuie hmotovoun

spekiroskopi{ FAB a aminokyselinovou analyzou.

Vynilez bliZ%e chjasifinji, nijak vsak neomezuji ndsledujici

priklady praktického provedeni.

Priklad 1 a% 8 porisuje =pisob pFipravy v pevné fa=1
chranénéhe fragmentu T, Fmoc-(26-31)-NHz, Fmoc-Leu-Lys(Boc) -
Lvs{Roe) -Gly-Gly-Thr(i.-Bu) -NHz. Priklad 9 aZ 15 popisuie =zpl1-
soh pﬁipwavy‘fpagmentu 1T, cyk]p(Ly531-Asp25)-Fmoc-Alaig—Lys-
(Boc) 20 -Lys21-Tyr(t.-Bu)22-Leu23-psn24-Asp35-0H. P¥iklad 16 aZ
26 popisuie =zpiscb pFipravy v pevné f3zi fragmenty ITI, Fmoec-
(9-18)-0H, Fmoc-Asn-Tyr(LBu)-Thr(LBu)-Lys(Boc)-Leu-Arg(Pmc) -
Lys(Boac) ~GIln-Nle-Ala-0H. Priklad 27 aZ2 36 vopisuje =zphsob
v pevné fazi pY fpravy fragmentu 1V, | BAc(1-8)-0H,
Ac-His(TrL)-Ser(L—Bu)-Asp(OLBu)-Alé-Val—Phe-Thr(tBu)-Glu(OLBu)-
OH. Priprava cvklického VIP analogu, Bc(1-31)-NHz, je popsana
v ptikladu 37 a% 41 Ac(1-31)-NHz.

Pr{klady proveden{ vyndle=zu

Priklad 1
Priprava (3)-XAL-pryskyrice

Neﬁtralizuje se 150 g benzhydrylaminové (BHA) pryskyfice
(pln&ni: 0,54 mekv./g, podfl &fslo 13933) dvakrit 1500 ml1 NMP
obsahuifcfho 10 % triethylaminu, promyvi se 1000 ml1 dimethyl-
formamiduy, 1000 ml1 methanolu, 1000 ml methylenchloridu, 1000
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ml methanolu a 3 x 1000 m1 methylenchloridu. Rozpusti se
96,3 g (3)-XAL-linkeru (0,18 mol), 2,2 ekv.), 79,6 g BOP
(0,18 mol) a 24,3 g HOBL (0,18 mmol) ve 200 mi1 NMP. P¥id4 se
47 03 ml DIPEA a roztok se p¥ida rajednou do reaktoru obsahu-
jfciho neubtralizovanou pryskyPici. Sm&s se michd po dobu 90

minut, .

Podil se odstranfi a promyvi se dimethylformamidem a met-

hanolem. Pln&ni XOL-spoiovniku ur&ené UV  analysou je 0,365

mmol/g. Prvskyiice XAL se promyvad 1000 ml dimethyl formamidu,
1000 ml methanolu, 1000 ml methylenchloridu a dvakrat 1000 ml
methanolu. Nekopulavani pryskyFice BHA se blokuje po dobu 30
minut. 1000 m1 10% acetanhydridu a  10% DIPEA v methyienchlori-
du. Pryskyrice se odfiltruje promyvd se 1000 ml methylenchlo-
ridu, 1000 ml1 methanolu, dvakrat 1000 mi methylenchloridu a
dvakrat 1000 methanolu.

Priklad 2

" P¥{prava Fmoc-Thr(t-Bu)-XAL-BHA

K prvnf{ kopulaci se rozpust{ smés 119,22 g
Fmoc-Thr(t-Bu) -OH (300 mmol), 132 g 'BOP (300 mmol) a 40,5 g
HOBtL (300 mmol) v 1000 ml NMP =a michinf{ p¥i teplictd mistnos-
ti. Do roztoku s pFida 78,4 nl DIPEA a sm&s se intenzivnd mi-
ch&. V?siedné reak&ni &inidlo se v jedné dévce prid4 do XAL-

pryskytice ptipravené podle prikladu 1. Smés se michia 90 minut.

Po =filtrovdni se prysky¥ice promyvd 1000 ml dimethylform-
amidu (3 minuty), 1000 ml metbanolu (3 minuty), 1000 ml methy-
lenchloridu (3 minuty) a dvakrat 1000 ml methanolu (3 minuty).

Ke druhé kopulaci se za michanf{ pri teplot& mistnosti
rozpusti{ smés 59,6 g Fmoc-Thr(t-Bu)-0H (150 mmol), 66,3 g BOP
150 mmol) a 20,2 g HOBL (150 mmol) v 10000 ml1 NMP. Prida se
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29 .2 ml DIPEA & smds se intenzivnd michd. Vyslené reakéni
&inidlo se p¥idd v jedné divee do pryskytrice a smds se miché

90 minut.

Po =filLrovdn{ se prysky¥ice Fmoc-Thr(t-Bu)-XAL-BHA
promyva 1000 ml dimethylformamidu (3 minuty), 1000 ml methano-

"1u (3 minuty), 1000 ml methylenchloridu (3 minuty) a dvakrat

1000 m1 methanolu (3 minuty).
Priklad 3
P#iprava Fmoc-Gly-Thr(t-Bu)-XAL-BHA

Odstrandni chrénici skupiny Fmoc z Fmoc-Gly-Thr(i-Bu)-XAL-
BHA se provede zplschem popsanym v protokolu 1. Kopulace

Fmoc-Gly-OH na Thr(t-Bu) -XAL-BHA se provede taklo:

K pruvni{ kopulaci se =a michin{ pFi teplotd mistnosti
rozpust.i smEs 89,2 g Fmoc-Gly-0H (300 mmol), 132 g BOP (300
mmol) a 40.5 g HOBt (300 mmol) v 1000 ml1 NMP. PFidA se 78.4 ml
DIPEA a smhds se intenzivnd mich&. Vyslenéd reakdnfi &inidlo se
pridA v jedné divce do pryskyfice Thr( t-Bu) -¥AL-BHA a smés se
michd 90 minubl.

Po =2filtrovani{ se prysky¥ice promyva 1000 ml dimethylform-
amidu (3 minuty), 1000 ml methanolu (3 minuty), 1000 ml methy-
lenchloridu (3 minuty) a dvakral 1000 ml methanol (3 minuty).

Ke druhé kopulaci se za michani p¥i teploté mistnosti
rozpust{ smés 44,6 g Fmoc-Gly-OH (150 mmol), 66,3 é BOP (150
mmol) a 20,2 g HOBL (150 mmol) v 10d0 ml NMP. P¥id4 se 39,2 ml
DIPFA a smds se intenzivnd michi. Vyslené reakéni &inidlo se

pridd v jedné davce do prysky¥ice a smEs se michd 90 minut.

Po =filttrovan{ se prysky?iée Fmoc-Gly-Thr(L-Bu) -XAL-BHA
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promyva 1000 ml dimethylformamidu (3 minuty), 1000 ml methano-
lu (3 minuty), 1000 ml methylenchloridu (3 minuty) a dvakrat
1000 m1 methanolu (3 minut.y) .

Priklad 4
PFiprava anc—Gly-Gly-Thr(L-Bu)-XAL-BHA

Odstran&ni chranic{ skupiny Fmoc 2 Fmoc-G]y-Thr(L—Bu)-XAL-
BHA =ze provede zplusoben popsanym Vv protokolu 1. Kopulace
Fmoc-Gly-0OH na’GIy-Thr(t-Bu)-XhL-BHA se provede nasledujfcin

zptisobemn:

K pruvni kopulaci se =a michini p¥i teplobLé mistnosti
rozpust{ smés 89,2 g Fmoc-Gly-0H (300 mmol), 132 g BOP (300
mmol) a 40,5 g HOBL (300 mmol) v 1000_m1 NMP. Prida se 78,4 ml
DIPER a <més se inLenzivné michsd. Vyslenéd reakéni &inidlo se
pﬁidé v jedné davce do pryskyfice G]y-Thr(L-Bu)-XAL-BHA a smés

se michd 90 minut.

Po =filtrovan{ se pryskyrice promyva 1000 mi dimethyl form-

amidu (3 minuty), 1000 ml methanolu (3 minuty), 1000 ml methy-

lenchlioridu (3 minuty) a dvakrat 1000 ml methanol (3 minuty).

Ke druhé kopulaci se =a michin{ p¥i teploté mistnosti
rozpust{ smds 44,6 g Fmoc-Gly-OH (150 mmol), 66.3 .g BOP (150
mmol) a 20,2 g HOBL (150 mmal) v 1000 ml1 NMP. P¥ida se 39,2 ml
DIPEA a snés se intenzivng mich&. Vysienéd reakéni &inidlo se

pridd v jedné davce do pryskytice a sm&s se michd 90 minutb.

Po zfj]trovéni se pryskyirice Fmoc-Gly-Gly-Thr(t-Bu)-XAL-
BHA promyva 1000 ml dimethylformamidu (3 minuty), 1000 ml met-
hanolu (2 minuty), 1000 m] methylenchloridu (3 minuty) a dva-
krdt 1000 ml methanol (3 minuty).
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P¥iklad S
Priprava Fmoc-Lys(Boc)-Gly-Gly-Thr(L-Bu)—XAL-BHA

Odstrandni{ chranici skupiny Fmoc = Fmoc-Gly-Gly-Thr(t-Bu) -
XAL-BHA se provede zplsohem popsanym Vv prot.okolu 1. Kopulace
Fmoc-Lys(Boc) -OH na Gly-Gly-The(t-Bu)-XAL-BHA se provede nd-

sledujicim =zplisocbemn

K prvnf kopulaci se =za michani pri teplotd mistnosti
rozpust{ smds 140,5 g Fmoc-Lys(Boc) -OH {300 mmol), 132 g BOP
(300 mmol) a 40,5 g HOBt. (300 mmol) v 1000 ml1 NHP. PridA se
78,4 ml DIPEA a sm&s se intenzivné& michid. Vyslend reakéni
ginidlo se- prida v jednée dAvce do pryskyrice
Gly-Gly-Thr(t-Bu) -XAL-BHA a smés se michd 90 minut.

Po =filtrovani{ se pryskyrice promyva 1000 ml dimethylform-
amidu (3 minuty), 1000 ml methanolu (3 minuty), 1000 ml methy-
lenchloridu (3 minuty) a dvakrat 1000 ml methanol (3 minuty).

Ke druhé kopulaci se ma michdni p¥i teploté mistnosti
rozpusti smés 70,3 g Fmoc-Lys(Boa) -0OH (150 mmol), 66,3 g BOP
(150 mmol) a 20,2 g HOBt (150 mmol) v 1000 ml1 NHMP. Prida se
39,2 ml DIPER a sm&s se intenzivn& micha. Vyslené reak&nf
&inidlo se pridd v jedné divce do pryskyfice a =m&s se michd
90 minut.

Po =filtrovdni{ se pryskyfice Fmoc-Lys(Boc) -Gly-Gly-
Thr(t-Bu) -XAL-BHA promyvad 1000 ml dimethylformamidu (3 minu-
ty), 1000 ml methanolu (3 minuty), 1000 ml methylenchloridu
(3 minuty) a dvakrat 1000 ml methanolu (3 minuty).

Priklad &

Piriprava Fmoc-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gly-Gly-Thr(t-Bu)-XAL-BHA
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Odstran&n{ chranici skupiny Fmoc = Fmoc-Lys(Boc)-Gly-Gly-
Thr(t-Bu) -XAL-BHA se provede zplisobem popsanym v protokolu 1.
Kopulace Fmoe-Lys(Boc)-0H na Lys(Boc)-Gly-Glf—Thr(t-Bu}-XAL-

BHA se provede ndsledujfcim zpﬁsobem:

K ©prvni kopulaci se =a michini pri .Leploté mistnosti
rozpust{ smés 140,5 g Fmoc-Lys(Boc)-0H (300 mmol), 132 g BOP
(300 mmol) a 40,5 g HOBt (300 mmol) v 1000 ml NMP. Prida se
72,4 ml DIPEA a smés se intenzivn& micha. Vyslené reakéni
&inidlo se - pPridéi v jedné dévée do pryskyrice

Lys(Boc) -Gly-Gly-Thr(t-Bu) -XAL-BHA a smnés se micha 90 minut.

Po =filtrovani se pryskyrice promyvd 1000 ml dimethylform-
amidu (3 minuty), 1000 ml methanolu (3 minuty), 1000 ml1l methy-
lenchloridu (3 minuty) a dvakrit 1000 ml methanol (3 minuty).

Ke druhé kopulaci se za michinf pii teplotd mistnosti

rozpusti smds 70,3 g Fmoc-Lys(Boc)-OH (150 mmol), 66,3 o BOP
(150 mmol) a 20,2 g HOBL (150 mmol) v 1000 ml NMP. Prid4 se
39,2 ml DIPEA a sm8s se intenzivnd michi. Vyslené reak&nf
&inidlo se pfidd v jedné ddvce do pryskyfice a smés se michd

90 minut,.

Po =filtrovani se pryskyﬁice Fmoc-Lys(Boe) -Lys(Boe) -Gly-
Gly-Thr(t.-Bu) -XAL-BHA promyvi 1000 ml dimethylformamidu (3 mi-
nuty), 1000 ml methanolu (3 ninuty), 1000 ml methylenchloridu
(3 minuty) a 2x 1000 ml methanolu (3 minuty).

P¥iklad 7
Priprava Fmoc-Leu-Lys(Boe) -Lys(Boe) -Gly-Gly-Thr(t-Bu) -XAL-BHA
Odstrandn{ chridnici{ skupiny Fmoc =z Fmoc-Lys{Boc) -Lys{Boe) -

Gly-Gly-Thr(1-Bu) -XAL-BHA se provede zplsobem popsanym v pro-
tokolu 1. Kopulace Fmac-Leu-OH na Ly=(Boc¢) -Lys(Boe) -Gly-Gly-
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Thr(t-Bu) -XAL-BHA se provede nasledujfcim =plisobem:

K prvni kopulaci se =za  michanf{ p¥i teploté& mistnosti
razpusti smd8s 106 g Fmoc-Leu-OH (300 mmol), 132 g BOP (300
mmol) a 40,5 g HOBL (300 mmol) v 1000 ml NMP. P#idd se 78,4 ml
DIPER a s=mds se intenzivnd micha. Vyslenéd reakdnf &inidlo se
pridd v jedné dAvce do pryskyPice Ly=s(Boc) -Lys(Boc) -Gly-Gly-
Thr({t-Bu) -XAL-BHA a sn&s se michd 90 minut.

Po =filtrovadni se pryskyviice promyva 10b0 ml dimethylform-
amidu (3 minuty), 1000 ml methanolu (3 minuty), 1000 ml methy-
lenchloridu (3 minuty) a dvakrat. 1000 ml methanol (32 minubty).

Ke druhé kopulaci se za michin{ p¥i teploté mistnosti
rozpust.{ smds 53 g Fmoc-Leu-OH (150 mmol), 66,3 g BOP (150
mmol) a 20,2 g HOBL (150 mmol) v 1000 ml1 NMP. Pridd se 39,2 m1
DIPEA a smds se intenzivn& michd. Vyslené reakéni éinidlo se

pridd v jedné divce do pryskyrice a smés se michid 90 minut..

Po =filtrovini se prysky?ice Fmoc-Leu-Lys(Boe) -Lys(Boc) -
Gly-Gly-Thr(t-Bu) -XAL-BHA promyva 1000 ml dimethylformamidu (3
minuty), 1000 ml1 methanolu (3 minuty), 1000 ml methylenchlori-
du (2 minuty) a 2x 1000 ml methanolu (3 minuty).

Kone&n& hmotnost fragmentu Fmoc-Leu-Lys(Boc)-Lys(Boe)-Gly-
Gly-Thr(t-Bu) -XAL-BHA peptidové pryskyrice, -zndného té% jako
Fmoc-(26-31) -XAL-BHA, je 267 g.

Piiklad &
‘0d3tE8peni chrdnici skupiny = Fmoc~(26-31) -¥XAL-BHA

Do 500 ml1 baitiky = plochym dnem se vnese 10 g chrin&ného
Fmoc-(26-31}-XAL-BHA spolu se 200 m! 0,5% trifluorocteove kyse-
liny v methylenchlorid. Suspense se michid po dobu 0,5 minut

 pFi teplot& mistnosti a =zfiltruje se. Filtrat se okanzZité na-




stavi na hodnotu pH 7 piidéqim pyridinu. Filtrat se odpa¥i =a
teploty mistnosti na rota&ni odparce. Zbyltek se Lrituruje 200
ml1 destilované vody, na&e® se promnyva 2x 200 ml etheru. Vy-
sledny pevny materidl se vysuS{ ve vakuu, &im2 se ziska chra-

nény Fmoc-{26-31)-NHz.

Zfiltrovani peptidovad pryskyrice se pak =zpracuje 5x 200
ml O,5% roztokem THF po 15 minutAich, nadeZ se nastavi hodnota
pH 7 pyridinem. Po odpa¥enf{, trituraci a vysuZSeni se vzorek
ka®dého odit&penf analyzuje HPLC. Podminky HPLC: Lichrosorb
RP-18, 5 mm, 25 cm: eludni &inidla (A) O,1 M HC104/Hz0 (pH
2,5), (B) MeCN; gradient: 34 % a2 39 % MeCN/20 minut; pratodna
rychlost: 1 mi/min a detektor 210 nm Knau.

VZechny peptidové fragmenty s &istotou nad 90 % se spojl
na celkpv?ch 3,01 g. Cistnta spojeného materidlu je 94,5%. ‘

Priklad 9

Prfprava Fmoc-Asp(0-Sasrin)-0Bzl

V dimethylformanidu (2 x 500 m1) a v methylenchloridu (3
% 500 m1) se promvvi 2-methoxy-4-alkoxybenzylalkoholkopolysty-
ren 1% divinylbenzenové zesil&né pryskyfice (pryskyrice Sasrin,
25 g, 0,96 emkv/g, 24 mekv.). PFid4d se ester Fmoc-Asp- -0-ben-
zylu (35 g, 78,56 mmol, 3,27 ekv.) v methylenchloridu (400 m1)
a v mechanickém Sejkru se prol¥epe. PFidd se roztok DCC (16,2
g, 78,5 mmol, 3,27 ekv.) v methylenchloridu (100 ml), nasledn&
N-methylmorfolin (3,36 ml, 30 mmol, 3,27 ekv.) a 4-dimethyla-
minopyridinu (0,293 g, 2,4 mmol, 0,1 ekv.) a proplirepdva se
p&L hodin. Padf{l se vyjme, promyvd se methanolem a vysus{ se.
UV-analysou se stanovi plné&nf 0,60 mmol/g pryskyPice. Prysky-
Fice se promyva dimephylformamidem (2x500 ml1) a methanolem (5x

500 m1) a vysui3f{ se ve vakuu za zi{skdnf{ 32,8 g Fmoc-Asp(0-Sas-

rin-prysky¥ice)-0Bzl. 10 g této pryskyfice se suspenduje v di-
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methyl formamidu (180 ml) a pridid se roztok anhydridu benzoové
kvseliny (6,78 g, 30 mmol, 5 ekv.) v dimethylformamidu (40 ml),
nédsledn& DIPEA (5,22 ml, 20 mmol, 5 ekv.) a suspense se pro-
t¥epavd 30 minut. PryskyPice se promyva dimethylformamidem (5%

200 ml1) a podle stanoveni je substituce 0,60 mmol/g.
P¥iklad 10
Synthesa Nalfa.Fmoc-L-leucyl-L-asparagin(Fmoc-Leu-Asn-0H)

‘V syst.ému dimethylformamid (10 ml)/ﬁethylenchlorid (70 m1)
se rozpustfi L-Leu-OH (10 g, 28,32 mmol) a ochladi se na ledavé
l4zni. Prida se N-hydroxysuccinimid (3,58 g, 31,14 mmol, 1,1
ekv.) a dicyklohexylkarbodiimid (6,06 g, 31,14 mmol, 1,1 ekv.)
a smés se michd pri Leplot& O °C 1 hodinu a pii teplotd 25 ‘¢
14 hodin. Reak&nf smds se ochladi{ na ledové lazni, =zfiltruje
se a sraZenina se promyvA methylenchloridem (40'ﬁ1).Fi1LréL se
odpaﬁf k suchu a zbhyvtek se rozpusti ve smdsi dioxanu (80 ml),
vody (iO ml) =a =iskani foztoku Fmoc-Leu-0Su. P¥ridi se roztok
bezvodého L-asparaginu (5,606 a, 42,48 mmol, 1,5 ekv.) v 60 ml
uhli&itanu sodndho (2,50 g, 42,28 mmol, 1,5 ekv.). Pridi se
dalgfch 10 ml dioxanu a reakd®n{ smé&s se mfichid 2 hodiny p#i
teplotd 25 €. Do reak&n{ smdsi se pFid4 ethylacetst (200 =)
a hodnota pH se nastavi na pﬁibliéﬁé 2 prisadou 5% vodné kyse-
liny chlorovédikové =a michdni. Ethylacetlt&tovid vrstva se oddé-

11 a “vodni vrsiLva &6 extrahuje 4x vidy 100 ml ethylacet&tu.

Srojeny ethylacetétoﬁ? extrakt se promyvd nasyvcenym roztokem
chloridu sodného (100 m1), vodou (3x 100 ml), vysuif se bez-
vodym siranem sodnym, =2filtruje se a odpa¥i se k suchu. Zby-
tek se rozpusti{ v dimethylformamidu (60 ml) =a oh¥evu na lep-
lotu (40 a% 45 C) a voda se prid4d a% do =zakalenf. Produkt vy-
krystaluje p¥i stani pPes noc. Zfiltruje se, promyvi se ethe-
rem a prekrystaluje se z=e systému dimethylformémidlvnda. V}i
sledkem lyofilizace = dioxanu je 9,45 g (71,3 % ﬂeorie) pro-
duktu. Spekitroskopie NHMR a FAB potvrzuje molekuldrn{ vz orec




CzsH20N20s s pozorovanou hmotou pro (M + H)*, 468.3. Analytic-
k4 HPLC wvotvrzuje éiétotu produktu vyssi nez 95% (obr.4}). Pod-
minky HPLC: sloupec: Lichrosorb RP-8 (5 um); eludni éinidlof

(A) 0,/1M NaC104 (pH 2,5)-(B) CHaCN: gradient: 40%-80% (B) ve

20 minut.dch; prittok 1 ml/min a detekce: 210 nm.

Priklad 11

P¥iprava Fmoc-Ala-Lys(Boc)~Lys(Alloc)-Tyr(LBu)-Leu—Asn-Asp(O—

Sasrin) - 0Bzl

Provede se nasledujfici syntéza peptidu (za pouziti{ 20 ml
syst.ému roztok/g pryskyrice): 1) 20% piperidinldimethy]forma-
_mid, 1 minuta, 2) 20% piperidin/dimethylformamid, 10 minut, 3
dimethyl formamid, 4x2 minuty, 4) NMP, 1x2 minuty, 5) kopulace
chrandnych aminokyselin, jak dile popsdno a 6) dimethylforma-

mid, 3x2 minuty.

Synthesa v pevné fazi se provede jak shora popsdno S 10 ¢
(0,60 mmol/g, 6,0 minol) Fmocthsp(O—Sasrin)-Oﬂzl. Fnoc-Leu-Asn-
Asp(O—Sasrin-pryskyﬁice)-0321 se pPipravi kopuladi dipeplidu
Ffmoc-Leu-Asn-0H na H-Asp(O-Sasrin-pryskyiige)-Ole nasleduif-

cfim zptisobemn:

Do Fmoc-Asn-Leu-OH, (4,2 g, 9 mmol, 1,5 ekv.) se prida
HBTU, (3,41 g, 9 mmol, 1,5 ekv.), HOBT, (4,13 g, 27 mmol, 4,5
ekv.), DIPEA, (3,135 ml, 18 mmol, 3 ekv.) a systém NMP/methy-
lenchlorid (1:1) 220 ml. Sm&s se kolupuje 1,25 hodiny. K této

zvlastn{ kopulaci se rozpust. { Fmoc-Leu-Asn-OH ve 160 ml NHP-
methylenchlorid (1:1). JelikoZ smisenf NHP a methylenchloridu’
je exothermiéké, rozpoustédlo se pred priddnim do peplidu
chladi a prid4a se do H-Asp(O-Sasrin-pryskyiice)—Ole a nasled-
n3 se prida DIPEA a HORt a reak&ni nadoba se protPepavd dvé
minuﬁy. Pak se prid4d 30 ml studeného meLhy]énchloridu a nako-

nec se pridid roztok HRTU ve 20 ml systému NMP/methylenchlorid




(1:1) a 10 ml1 NMP. Pomd&r NMP: methylen-chlorid se wudrzuije

(1:1). Hodnota pH kopula®ni reakce se udrZuie na 5 aZ 6.

‘Fmoc—Tyr(tBu)—Leu-Asn-Asp(O—Sasrin-pryskyfice)-Ole_se
pripravi kopulaci Fmoc-Tyr)tBu)-0H k pryskyRici nadsledujicin
zplisobem: Do Fmoc-Tyr(tBu)-0OH, (5,4 g, 12 mmol, 2 ekv.) se
p¥id4 HRTU, (3,4 g, 12 mmol, 2 ekv.), HOBL, (1,8 g, 12 mmol,
2 ekv.), DIPEA, (5,75 ml, 33 mmol, 5,5 ekv.) a NMP (220 ml).

Smés se pridd do pryskyFice a kopuluje se jednu hodinu.

Fmoc-Lys(Alloc)-Tyr(tBu)-Leu-Asn-ASp(O-Sasrin-pryskyfice)-
OBzl se pripravi kopulac{ Fmoc-Lys(Alloc)-0H k pryskyfici. Do
Fmoc-Lys(Alloc)-OH, (5.4 g, 12 mmol, 2 ekv.) se pPridéd HBTU,
(3.4 g, 12 mmol, 2 ekv.), HOBL, (1,8 g, 12 mmol, 2 ekv.),

DIPEA, (5,75 ml, 33 mmol, 5,5 ekv.) a NMP (220 ml). Smés se

ptrid4d do pryskyPice a kopuluje se jednu hodinu.

Po pridani Fmoc-Lys(Alloex)21-0H se pryskyFice promnyva
methanolem a vysuii se =z=a ziskéni 13,3 g (0,45 mmol/g, 5,98
mmol) chrénéndého Fmoc-(21-25)-(O-Sasrin—prysk§fice)—Ole. Po-
lovina této wpepLidové pryskyvice (6,65 g, 2,99 mmol) se pod-
rob{ dv&ma piridavnym cyklim synthesy v pevné fazi, jak shora
propsdnn, a kopulujie se s Fmoc-Lys(Boc)-0H néasledujicim zplso-
bem: k Fmoc-Lys(Boc)-0OH, (2.8 g, 6 mmol, 2 ekv.) se pridid BOP,
(2,65 g, 6 mmel, 2 ekv.), BOBL, (0,918 g, 6 mmbl, 2 ekv.);
DIPEA, (3,25 ml, 18,65 mnmol, 6,2 ekv.) a NMP {120. m1) .. Po p#i-
din{ do pryskyPice se kopuluje 3jednu hedinu. K Fmoc-Aia-OH,
(1,26 g, 6 mmol, 2 ekv.) se pFidd HBTU (2,27 g, 6 mmol, 2
ekv.), HOBi%, (0,90 g, 6 mmol, 2 ekv.) a NMP (120 m1) a smés se

pridd do prysk?ﬁice a kopuluje se jednu hodinu.

PryskyFice se promyva dimethyl formamidem (3x120 ml) a
methanolem (4x120 ml) a vysuZ{ se ve vékuu za ziskdni 7,3 g
(0,39 mmo]/gJ 2,84 mmol) chranénfho Frnoc-(19-25) -(0-Sasrin-
pryskytrice) -0B=1. Gsst. Fmoc-(19-25) -(0-Sasrin-prysky¥ice) -0Bzl
se Zt&pf systémem O0,5% TFA/methylenchlorid a podle analylické




HPLC m& Sistotu vatsi ne2 82%.

Priklad 12

P¥{prava Fmoc-Ala-Lys(Boc)-Lys-Tyr(tBu)-Leu-Asn-Asp(0-Sasrin) -

OBz1 odstrandnim chrinic{ skupiny = Fmoc-Ala-Lys{Boc)-Lys-
(Alloce) -Tyr(iLBu) -Leu-Asn-Asp( 0-Sasrin) -0B=z1

Chrindnd hexapeptidovd prysky¥ice Fmoc-Ala-Lys(Boc)-
Lys(Alloc)-Tyr(LBu)—Leu-Asn-Asp(O-Sasrin)-dBél (7,2 g, 0,39
mmol/g, 2,8 mmol) se suspenduje ve 130 ml nethylenchloridu a
nechd se probublivat heliem. PFrid4 se kyselina octovd (0,330
nl, 5,75 mmol), bis(trifenylfosfin)palladiundichlorid (0,138

g, 0,196 mmol) a tributylefnhydrid (3,165 ml, 11,9 mmol) a

pept.idovou pryskyfic{ se nechd probublavat helium 1,5 hodin a

reak&n{ nadoba se vypusti. Uvedend reakce se opakuje celken

pétkrat k =majist&ni Jplného odstran&n{ chranicf skupiny Alloc.

Podil pept idove pryskyrice se steEp{ systémem 0,5 %
TFA/methylenchlorid a analytickd HPLC vykazuje uplné odstrané-

ni chrénici skupiny Alloc. Prysky¥ice se promyje methylenchlo-

ridem (2x120 ml) a methanolem (4x120 ml) a vysuli se ve vakuu,v

£{m3 se =iska 7,1 g (0,40 mmol/g, 2,84 mmol) &iste&né& chranich
skupin zbavend peptidové prysky¥ice Fmoc-Ala-Lys(Boc)-Lys-
Tyr{ t.Bu-Leu-Asn-Asp(0-Sasrin)0Bz].

P¥riklad 13

St.apent Fmoc-Ala-Lys(Boc) -Lys-Tyr(LBu) -Leu-Asn-Asp(0-Sasrin) -
OB=1: P¥iprava Fmoc-Ala-Lys(Boc)-Lys-Tyr(LBu)-Leu-Asn-Asp-Ole

Pri teplotd mistnosti se 10 minut zpracovava 7,1 g {2,84
mmol) &dste&n& chrindné Fmoc-(19-25)-Sasrin-pryskyrice-0Bzl
syst.émem 0,5% TFA/ methylenchlorid (140 ml), =filtruje se a
filtrdt se okam2itd nastavi na hodnotu pH 6 a27 pfisadou pyri-
dinu. Peplidovd pryskytice se podrobf dal&im 4 zpracovanim 0,5
TFA v methy]enchloridu, jak shora popsdno, a filtrity se spojf




.

a odpa¥i. Peptid se trituruje vodou, zfiltrije se, promyva se
libovolnd vodou a vysuii se ve vakuu. Surovy peplid se promnyvd
bezvodym etheren a vysus{ se ve vakuu za =iskani 3,26 g (cel-

kovy vytdZek 75,7 % teorie) Saste&nd chrind&ného Fmoc-Ala-Lys-

(Boc)-Lys—Tyr(LBu)-Leu-Asn-Asp-Ole,kter? podle analytické HPLC

vykazuje gistotu vdiEi neZ 80%.
Priklad 14

Cyklizace linedrniho heptapeplidu: pfipravé Fmoc-Ala-Ly=(Boc) -
Lys—Tyr(LBu)-Leu-Asn-Asp-Ole cvklo(Lys 21 >Asp25)

Roztok &&stedns chrand&ného heptapeptidu Fmoc-Ala-Ly=s(Boce) -
Lys—Tyr(LBu)-LeU¢Asn—Asp-Ole (3,26 g, 2,271 mmol) ve 100 ml
dimethylformamidu se p¥rida pomalu béhem 20 minut do magneticky
michaného roztoku reak&nfho &inidla BOP (2,0 g, 4,53 mmol, 2
ekv.) a DIPEA (3,16 ml, 18,14 mmol, 8 ekv.) v 500 ml dimethy!l -
formamidu. Po miéhéni pi*i teplotLé mistnosti po dobu 1,25 hodin
se podil odstrani a analyticka HPLC indikuje, Ze linedrni pep-
tid byl upln& cyklizovadn. Reak&ni snds se michid dal#i hodinu,
okysel{ se octovou kyselinou a odpari se na pFibliZnéd 20 m1 a
pridd se destilovand vaoda (200 ml1). SraZenina se odfiltruje,
promyva se ditkladn& destilovanou vodou a vysuii se ve vakuu.
Produkt se promyvd bezvodym etherem a vysuif{ se =a z{skanf{
3,0 g chrdn&ného cyklického heptapeptidu. Analyticka HPLC in-
dikuje = tém&% Gplnou preménu l1inedrnfho peptidu na cyklicky
heptapeptid. Tenlo materiil =se rozpusti{ ve 100 m]l 10% methano-

1u v methylenchloridu. Nerozpustné &asti (oligomery) se od-

strani filtrac{ roztoku celitem a filtrat se odpa¥{ =z=a ziskdnf

2,85 surového chran&ného evklického peptidu. Tento materidl se
rozpust{ ve 100 ml methylenchloridu a vprévi se na silikagelo-
vy sloupecWaters Prep Pack (4,7 % 30 cm, 15 a2 20 um); priuto&-
na rychlosti 50 ml/min; detekce: 280 nm. Sloupec se eluuje
methylenchloridem (500 ml), 5% methanolem v methylenchloridu

(2000 m1) a nakonec se eluuje 8% methanolem v methylenchlori-
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du. Frakce, obsahujici &isty peptid (podle analytLické HFLQC),
se smis{, odpa¥{ se k suchu a lyofilizaci se odstrafuje dioxan
za =ziskan{ 1,445 g vy&isténého heptapeptidu {(celkovy vyﬂéiek,
37 % Leoriel, kﬁer? podle analytické HPLC wvykazuje éistotu
vaLEi neZ 98%.

Priklad 15

. PPiprava Fmoc-Ala-Lys(Boe) -Lys-Tyr(tBu) -Leu-Asn-Asp-CH

cyklo(Lys 21 >Asp25)

P1ln& chrané&ny cyklicky heptapeptid podle prikladu 14 (1,445
g, 1,111 mmol) se rozpusti v 60 ml methanolu ve vibromisidové
bafice v proudu helia. Prid4d se 0,314 g 10% Pd na uhli a reaké-
ni smnis se hydrogenuje 3,5 hodiny ve vibromixeru. Analyticka
HPLC indikuje, Ze =bylo pfibliiné 30 % kalického heptapeptidu
chrdngného benzylesterem. PFidd se dalsich 0,2 g 10% Pd na uh-
1i a v hydrogenaci se pokraguje po dobu 2,75 hodin. Analyticka
HPLC indikuje, e doZlo k Gplnému wbaveni ochrany benzylovou
skupinou. Reak&ni sm&s se z2filtruije celitem a promyva se met-
hanolem. Filtridt a promyvaci{ voda se odpari a lyofilizaci se
odstrafiuje dioxan =a =ziskani 1,225 g (91,1% wvytlLéZek, celkovy
vyt83ek 33,7%) cyklické heptapept idové kyseliny. Podle analy-
tické HPLC je &istota produktu vySS{ neZ 97 %. Identita pro-
duktu se charakterizuje a potvrzuje analysou aminokyse]iny,

FAB-MS, ophLickym sta&enim a spektroskopif 1H-NMR.
pPriklad 16

Priprava pryskyrice Fmoc-Ala-Sasrin

Promyje se 50 g 2-methoxy-4-alkoxybenzylalkoholové kopo-

lystyrenové, 1 % divinylbenzenu zesit&né pryskyFice (Sasrinové
prysky¥ice) 500 ml methylenchioridu a 2%500 ml dimethylformna-

midu.




V 650 ml systému methylenchlorid/dimethyl formamid (obj.
2:1) se rozpusti{ 74,6 g Fmoc-Ala-OH (240 mmol). Roztok se och-
ladi{ na ledové ldzni a pridd se 49,5 g DCC (240 mmol), ndsled-
nd 1,46 g 4-dimethy1aminopyridiﬁu (12 mmol) a 6,27 ml N-met-
hylmorfolinu (60 mmol). Smés se micha 9 hodin v ob&hovém ro-

tacénim Sejkru.

Pryskyrice se =filtruie a promyva 500 ml dimethyl formamidu
(3 minuty), 500 ml methanolu (3 minuty), 500 m1 methylenchlo-
ridu (3 minuty) a S00 ml methanolu (3 minuty).

Podil se odstrant, vysui{ se a ndplfi se uréi UV kvalita-

tivni analvsou 0,54 mmol/g.

Prysky¥ice se pak promyva 2x S00 ml methylenchloridu (3
minuty) a 500 ml dimethylformamidu (3 minuty). Pryskyrice se
suspenduje ve 400 ml dimethylformamidu a pfidd se 54,3 g an-
hydridu benzoové kyseliny (240 mmol), ndslednd 100 ml dimet-
hylformamidu a 41,7 ml diisopropylethylaminu (240 mmol}. Sus-
pense se prot¥epdva 30 minut. PryskyPice se odfiltruje a pro-
myje S00 ml methylenchloridu (3 minuty), 500 ml methanolu (3
minuty), 2x500 ml methylenchloridu (3 minuty), 5S00 ml dimet-
hylformamidu (3 minuty) a 2x500 ml methanolu (3 minuty).

Priklad 17
P¥iprava pryskyrice Fmoa-Nte-Ala-Sasrin

Odstrandn{ chrinict skupiny Fnoc = pryskytice Fmoc-Ala-
Sasrin se provede postupem popsanym v protokolu 1. Kopulace

Fmnoc-Nle-OH na Ala-Sasrin se provede nidsledujici{m =zpisoben:

K prvn{ kopulaci se rozpust{ smé&s 19,08 g Fmoc-Nle-OH (54
mmol), 23,9 g BOP (54 mmol) a 7,3 g HOBt (54 mmol) ve 400 ml




NMP za michani p¥i teplotd mistnosti. P#ida =e 14,1 ml DIPEA a
snds se intenzivn& michd. Vysledné reak&ni &inidlo se prida

najednou k pryskyvrici Ala-Sasrin a smés =e michi dvé hodiny.

Po filtraci se prysky¥ice promyva 500 ml dimethylformami-
du (3 minuty), 500 ml methanolu (3 minuty), S00 ml methylen -
chloridu (3 minuty) a 2x%500 mt methanolu (3 minuty).

K druhé kopulaci se rozpusti smés 9,54 g Fmoc-Nle-0H (27
mmol), 11,9 g BOP (27 mmol) a 3,65 g HOBt (27 mmol) ve 400 ml
NMP a micha se pri teplotd mistnosti. Do roztoku se prida 7,05
ml DIPEA a smés se intenzivné micha. Vysledné reakéni éinidld

se prid4 najednou do pryskyrice a smés se michd dvé hodiny.

Po filtbraci se'pryskyfice Fnoc-Nle-Ala-Sasrin promyva 500
ml dimethylformamidu (3 minuty), 500 m1 methanolu (3 minuty),
‘500 m1 methylenchloridu (3 minuty) a 2x500 ml methanolu (3 mi-
nuty) .

Priklad 18
Priprava pryskyrice Fmnoc-Gln-Nle-Ala-Sasrin

Odstrangn{ chranicf{ skupiny Fmoc = pryskyfice Fmoc-Nie-Ala-

Sasrin se provede postupem popsanym prot.okolu 1.

K prvni kopuiaci se rozpust{ smids 19,9 g Fmoc-Gln-0H (54
mmol), 23,9 g BOP (54 mmol) a 7.3 g HOBL (54 mmol) ve 400 ml
NMP za michdni pfi teploitd mistnosti. Prid4 se 14,1 ml1 DIPEA a
smds se intenzivnd michd. Vysledné reak&ni Zinidlio se pFida

najednou k pryskyrici Nie-Ala-Sasrin a smnés se michd dv& hodi-

ny.

Po filtraci se pryskyPice promyva 500 ml dimethyl fornami -
du (3 minuty}, 500 ml methanolu (3 minuty), 500 ml methylen -
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chloridu (3 minuty) a 2x500 ml methanolu (3 minuty) .

K druhé kopulaci se rozpusti smés 9,9 g Fmoc-Gln-0OH (27
mmol), 11,9 g BOP (27 mmol) a 3,65 g HOBt. (27 mmol) ve 400 ml
NMP a mich& se pii Leplot® mistnosti. Do roztoku se pridd 7,05
m] DIPEA a =mds se intenzivnd micha. Vysledné reakéni &inidlo

se prid4d najednou do pryskyiice a smés se michd dvé hodiny.

Po filtraci se pryskybrice Fmoc-GIn-Nle-Ala-Sasrin promyva
500 ml diﬁethylformamidu {3 minuty), 500 m} methanolu (3 minu-
ty), 500 mi ﬁeth&lenchloridu (3 minuty) a 2%500 ml1 methanolu
(3 minuty).

Priklad 19
Pt iprava pryskyrice Fmoc-Lys(Boc) -Gln-Nle-Ala-Sasrin

Odstraiiovani chrdnic{ skupiny Fmnoc = pryskyirice Fmoc-Gln-

Nle-Ala-Sasrin se provede postupen popsanym protokolu 1.

K prvni kopulaci se rozpust{ smés 25,3 g Fmnoc-Lys(Boc) -
Cin-OH (54 mmol), 23,9 g BOP (54 mmol) a 7,3 g HOBt (54 mmel)
ve 400 ml1 HNMP =a michani p¥i teplotd mistnosti. Prida se 14,1
ml1 DIPEA a smds se intenzivné& micha. vysledné reak&ni &inidlo
se p¥id4 najednou do pryskyfice GIn-Nle—Alé-Sasrin ‘a smés se

michAd dvé& hodiny.

Po filtraci se pryskybice promyvd 500 mt dimethylformami-
du (3 minuty), 500 ml methanolu (3 minuty), 500 ml methylen -
chloridu (3 minuty) a 2x500 ml methanolu (3 minuty).

Ke druhé kopulaci se rozpusti smés 12,7 g Fmoc-Lys(Boc) -
Gln-0H (27 mmol), 11,9 g BOP (27 mmol) a 3,65 ¢ HOBt (27 mmol)
ve 400 m1 NMP a michd se p¥i teplotd mistnosti. Do roztoku se
prid4 7,05 ml1 DIPEA a smés se intenzivnd mfichd. Vysledné reak-

&nf{ &inidlo se prid4d najednou do pryskyrice a snés se micha
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dvé hodiny.

Po filtraci se pryskyfice Fmoc-Lys(Boc)-Gln-Nle—Ala-Sasrin
promyv4 500 ml dimethylformamidu (3 minuty), 500 ml methanolu
(3 minuty), 500 ml methylenchloridu (3 minuty) a 2%x500 ml met-

hanolu (3 minuty).
Priklad 20
P#iprava pryskytice Fmoc-hrg(Pmc)-Lys(Boc)eG]n-Nle-Ala—Sasrin

Odstranéni chranici skupiny Fmoc pryskyrice Fmoc-Lys(Bog) -

Gln-Nle-Ala-Sasrin se provede postupen popsanym protokolu 1.

K prvni kopulaci se rozpust{ smés 40,1 g Frmoe-Arg( Pmc) -OH
(54 mmol), 23,9 g BOP (54 mmol) a 7,3 g HOBt (54 mmol) ve 400
ml NMP za michini pri teploté mistnosti. Prida se 14,1 ml
DIPEA a smés S5e intenzivn& micha. vV?sledné reak&n{ &inidlo se
prid4d najednou do pryskytice Lys(Boc)-Gln—Nle-Ala—Sasrin a

spEs se michd dvé hodiny.
Po filtraci se pryskyfice promyva 500 ml dimethyl formani -
du (3 minuty), S00 ml methanolu (3 minuty), 500 ml methylen -

chloridu (3 minuty) a 22500 m1 methanolu (3 minuty) .

Ke druhé kopulaci se rozpusti smés 20,i g Fmoc-Arg(Pmc) -

OH (27 mmol), 11,9 g BOP (27 mmol) a 3 65 g HOBL (27 mmol) ve

400 m1 NMP a micha se pri teploté mistnosti. Do roztoku se
prid4 7,05 m1 DIPEAR a smés se intenzivn& micha. Vysledné reak-
#ni{ &inidlo se prida najednou do pryskytice a smE&s se micha

dvd hodiny.

Po filtraci se pryskyrice Fmoc-Arg(Pmc)-Lys(Boc)-Gln-Nle—
Ala-Sasrin promyva S00 ml dimethylformamidu (3 minuty), S00 ml
methanolu (3 minuty), 500 m1 methylenchloridu (3 minuty) a 2%
500 ml mgthanolu (3 minuty).
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P{klad 21

Priprava pryskyrice Fmoc—Leu—Arg(Pmc)-Lys(Boc)-GIn-Nle-Ala-

Sasrin

Odstrafiovani chréanici skupiny Fmoc = pryskyfice Fmoc-
Arg(Pmc)-Lys(Buc)-Gln-Nle-Ala-Sasvin se provede ﬁostupem PO-

psanym v protokolu 1.

K prvni kopulaci se rozpusti smés 19,& g Fmoc-Leu-OH (54
mmol), 23,9 g BOP (54 mmol)a 7,3 g HOBt. (54 mmol) ve 400 ml
NMP za michan{ p¥i teploté mistnosti. Prida se 14,1 ml DIPEA
a smds se intenzivn® michd. Vysledné reak&ni &inidleo se prida
najednou do pryskyrice Arg(Pmc)-Lys(Boc)-G]n-Nle-Ala~Sasrin a

smé=s se michd dvé hodiny.

Po filtraci se pryskyPice promyva 500 ml dimethylformami-
du (3 minuty), 500 ml methanolu (3 minuty), 500 ml methylen -
chloridu (2 minuty) a 2x500 ml methanolu (3 minuty) .

Ke druhé kopulaci se rozpust{ smés 9,6 g Fmoc-Leu-0H
(27 mmol), 11,9 g BOP (27 mmol) a 3,65 ¢ HOBt. (27 mmol) ve
400 m1 NMP a michd se pri teploté mistnosti. Do roztoku se
pridd 7,05 ml DIPEA a smés se intenzivnd micha. Vysledné reak-
&ni &inidlo se pFida najednou do pryskyfice a snés se micha

dvé& hodiny.

Po filtraci se pryskytice Fmoc-Leu-Arg(Pme) -Lys(Boc) -Gln-
Nle-Ala-Sasrin promyvid 500 mnl dimethylformanidu (3 minuty),
500 m1 methanolu (3 minuty), 500 ml methylenchloridu (3 minu-
ty) a 2x500 ml methanolu (3 minuty).

Priklad 22

Pr{prava prysky¥ice Fmoc-Lys(Bnc)-Leu-Arg(Pmc)-Lys(Boc)-Gln~

Nle-Ala-S§srin




wa

Odstrandn{ chrdnic{ skupiny Fmoc =z pryskyrice Fmoc-Leu-
Arg(Pmc)-Lys(Boc)-Gln-Nle~Ala-Sasrin se provede postupemn po-

psanym protokolu 1.

K prvnf kopulaci se rozpusti smés.25,4 a Fmoc-Lys(Boce) -
Leu-OH (54 mmol), 23,9 g BOP (54 mmol) a 7,3 g HOBt (54 mmol)
ve 400 ml1 NMP =a mich&ni p¥i teplotd mistnosti. Prida se 14,1
ml DIPFA a sm&s se intenzivnd micha. Vysledné reakéni &inidlo
se prid4d najednou do prysky¥ice Leu-hrg(Pmc)rLys(Boc)-Gln—Hle-

Ala-Sasrin a smé&s se michd dvé hodiny.

Po filtraci se prysky¥ice promyva 500 ml dimethylformami-
du (3 minuty), 500 nl methanolu (3 minuty), 500 ml methylen -

chloridu (3 minuky) a 2x500 ml methanolu (3 minuty).

Ke druhé kopulaci se rozpust{ smés 12,7 g Fmoc-Ly=s(Boc) -CH
(27 mmol), 11,9 g BOP (27 mmol) a 3,65 g HOBL (27 mmol) ve
400 m1 NMP a michd se p?i teplotd mistnosti. Do roztoku =se
pridsd 7,05 m1 DIPEA a smés se intenzivnd micha. Vysledné reak-
%nf &inidlo se prid4 najednou do pryskyFice a smés se mich4

dvé hodiny.

Po filtraci se pryskyrice Fmoc-Lys(Boc)-Leu-Arg(Pmc)-
Lv=(Bog) -GIn-Nle-Ala-Sasrin promyvA 500 ml dimethyl formamidu
(3 minuty), 500 ml methanolu (3 minuty), 500 ml methylenchlo-
ridii (3 minuty) a 2x500 ml methanolu {3 minuty) .

Priklad 23

P¥{prava pryskytice Fmoe-Thr( tBu) -Lys(Boc) -Leu-Arg(Pnc) -
Lys(Boc)—Gln-Nle-Ala-Sasrin

Odstrafiovdni chranici skupiny Fmoc = pryskyfice Fmoc-
Lys(Boc)-Leu—Arg(Pmc)-Lys(Boc)—Gln-Nle-Ala-Sasrin se provede

postupem popsanym prot.okolu 1.
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K pruvni kopulaci se rozpust{ smés 28,7 g Frnoc-Thr( LBu) -
OH (54 mmol), 23,9 g BOP (54 mmol} a 7,3 ¢ HOBt (54 mmol) ve
400 m1 NMP za michani p¥i teplot® mistnosti. Prida se 14,1 nl
DIPEA a smi&s se intenzivné micha. Vysledné reaké&nf{ &inidlo se
pridid najednou k pryskyrici Lys(Boc)-Leu-Arg(ch)-Lys-(Boc)Gln-

Nle-Ala-Sasrin a smés se micha dvé hodiny.

Po filtraci se prysky¥Fice promyva 500 mi dimethylformami-
du (3 minuty), 500 ml metbanolu (3 minuty), S00 ml methylen -
chloridu (3 minuty) a 2x500 ml methanolu {3 minuty).

Ke druhé kopulaci se rozpusti smés 14,4 g Fmoc-Thr( tBu) -OH
(27 mmol), 11,9 g BOP (27 mmol) a 3,65 g HOBL (27 mmol) ve
400 m1 NMP a michAd =e p¥i teploté misLnosLi.‘Do roztoku se
piridd 7,05 ml DIPEA a smés se intenzivnd micha. Vysledné reak-
&nfi éinid]o se pridd najednou do pryskyfice a smnis se micha

dvé hodiny.

Pa filtraci se pryskyfice Fnoc-Thr( LBu) -Lys(Boc) -Leu-Arg-
(Pme) -L.ys(Boe) -Gln-Nle-Ala-Sasrin promyvd S00 ml dimethylform-
amidu (3 minuty), 500 mi methanolu (3 minuty), 500 ml methy-

lenchloridu (3 minuty) a 2x500 ml methanolu (3 minuty).

Priklad 24

P#i{prava pryskyrice Fmoc-Tyr(LBu)~ThrfLBu)4Lyé(Boc)-Leu-
Arg(Pmc)-Lys(Boc)-Gln-Nle-Ala—Sasrin

Odstrandni chrédnic{ skupiny Fmoc = pryskytrice Fmoc-Thr( LtBuW) -
Lys(Boc)-Leu-Arg(Pmc)-Lys(Boc)-Gln-Nle-Ala-Sasrin se provede

rostupem popsanym protokolu 1.

K prvn{ kopulaci se rozpust.{  smés 24,8 g Frnoc-Tyr(LBu) -
OH (54 mmol), 23,9 g BOP (54 mmol) a 7,3 g HOBL (54 mmol) ve
400 m1 NMP za michan{ pri teploté mistnosti. Prid4d se 14,1 ml




DIPEA a sm&s se intenzivné micha. Vysledné reakZni &inidlo se
prida najednou do prvsky¥ice Thr(LBu)-Lys(Boc)-Leu-Arg(Pmc)~
Lys(Boc)-Gln-Nle-Ala—Sasrin a smés se m{cha dvé hodiny.

Po filtraci se pryskyrice promnyva 500 ml dimethyl formami-
du (3 minuty), 500 ml methanolu (3 minuty), 500 ml methylen -

chloridu (3 minuty) a 2x500 wml metbhanolu (2 minuty).

Ke druhé kopulaci se rozpusti smnéss 12,4 g Fnoc- Tyr( LBu) -OH
(27 wmol), 11,9 g BOP (27 mmol) a 3,65 g HOBt. (27 mmol) ve
400 m1 NMP a micha se pPi teplotd mistnosti. Do rozt.oku se
pridd 7,05 ml DIPER a smés se intenzivné mficha. Vysledné reak-
&ni &inidlo se pridid najednou do pryskyvice a smés se micha

dvgd hodiny.

Po filtraci se pryskyrice Fmoc—Tyr(LBu)-Thr(tBu)-Lys(Boc)-
Leu—Arg-(Pmc)-Lys(Boc)-Gln-Nle~A1a-Sasrin promyvi 500 mnl di-
met.hylformamidu (3 minﬁty), 500 ml methanolu (3 minuty), 500

ml methvlenchloridu (3 minuty) a 2x500 ml methanolu (3 minuty) .

Priklad 25

P#iprava pryskytice Fmoc—Asanyr(LBu)-Thr(LBu)—Lys(Boc)—Leu—

Arg(Pmc)-Lys(Boc)-G]n-N]e—Ala-Sasrin

Odqtraneni chrénici skupiny Fmoc =2 pryskyrlce Fmoc-Tyr( LBu) -
Thr( tBu) -Lys(Boc) -Leu- ArafPmc) -Lys(Boe) -Gln- Nle- Ala Sasrin se
provede postupemn popsanym protokolu 1 pFed kopulaci Fmoc-Asn-OH

zplisobem symetrického anhydridu.

Rozpusi{ se 19,4 g Fmoc-Asn-0H (54 mmol) a 7,3 g HOBtL (54
nmol) ve sm&si 135 ml methylenchloridu a 270 mi ‘dimethylforma-
midu. Smds se michAd v ledové lazni pred pridanim 11,2 g DCC
(54 mmol). Smds se micha 30 minut, zfiltruje se a filtrdt se
pridd najednou Kk pryskyrici Tyr(tBu)-Thr(LBu)-Lys(Boc)-Leu-
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Arg(Pmc) -Lys(Boc) -Gln-Nle-Bla-Sasrin (prysky¥ice (10-18) Sas-

rinové prysky¥ice). Kopulace se ukon&{ v 90 minutach.

Po filtraci se pryskyrice promyva S00 ml dimethyl formami -
du (3 minuty), S00 ml methanolu (3 minuty), 500 ml methylen -
chloridu (3 minuty) a 2x500 ml1 methanolu (3 minuty) .

Ke druhé kopulaci se rozpusti smés 19,4 g Fmoc-Asn-0H
(54 mmol) a 7,3 g HORL (54 mmol) ve 135 ml methyvlenchloridu a
270 ml dimethylformamidu. Sm&s se mfchd v ledové 14=ni pred
pFidanfm 11,2 g DCC (54 mmol). Smés se mich4 30 minut, =zfilt-
ruje se a filtridt se pFidd v jedné divece do Sasrinové prysk?-

Fice (10-18). Kopulace se ukon&i v 90 minutach.

Po filtraci se pryskyPice promyvd 500 ml dimethyl formami-
du (3 minuty), 500 m1 methanolu (3 minubty), S00 ml methylen -
chloridu (3 minuLky) a 21500 ml melthanolu (3 minuty).

Po ukondené kopulaci se pryskyfice nezbavuije chranicich
skupin. Kone&ny vviLéEdek Fmoc-Aén—Tyr(LBu)-Thr(tBu)-Lys(Boc)~
Leu-Arg(Pmc) -Lys(Bac) -Gln-Nle-Ala-Sasrinu (Fmoc(9-18)Sasrin-

pryskyfice jakoZto produkiu ie 112 g.

Priklad 26

-éLépen{ Fmoc(9-18) = pryskyfice Fmoco(9-18)-Sasrin’

Pri teplotd mistnosti se zpracovava 1 minutu 20 g prygky?i-
ce Fmoc(9-18)-Sasrin se 400 ml 0,2% TFA v methylenchloridu a
=2filtruie se. Hodnoita pH filirdtu se okaméiié nastavi na pH 7
pridanim pyridinu. Filtrit se odpa¥®f a =zbyhLek se Ltrituruje 50
ml destilovanéd vody a promyvd se pak 50 ml etheru. Vysledny

revny materiil se vysui{ ve vakuu.

Odfiltrovand peptidovd prysky¥ice se zpracovivd 6x 400 ml
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0,2% roztoku TFA po dobu 10 minut s naslednynm nast.aveninm
hodnoty pH na 7 pyridinem. Po odpareni, trituraci a sufen{ se
rrovede analysa HPLC. Podmfnky HPLC: sloupec Lichrosorb
RP-18, 5m, 25 cm, eludni &inidla (a) 0,1 M HC104/H20 (pH 2,57,
(b)Y MeCN, gradient 34% aZ 39% MaCN/20 minut, priato&nid rychlost
1/m1/min a detektor 210 nm Knau. VZechny peptidové fraamenty
o &istotd vatLE&1 ne? 90% se spojf na celkem 9.9 g. 52 g produk-
tu ziskanéhq St8penim 112 g pevntidové prysky¥ice m& prim&rnou

&istotu 91%.
Priklad 27
Privrava pryskyfice Fmoce-Glu(0tBu) -Sasrin
Promyvy se 50 g 2-methoxy-4-alkaxybenzvlalkoholkopolysty-
renové, 1 % divinyibenzenu zes{té&né pryvskyrice (pryskyrice

Sasrin) 500 ml methylenchloridu a 2x500 ml dimethylformamidu.

V 500 ml systému methylenchlorid/dimethylformamid (obje-

movy pom&r 9:1) se rozpusti 102 g Fmoe-Glul(OLBu) -0OH (240 mmol).

Rozt.ok se ochladf v ledové 13zni a p¥idd se roztok DCC, p¥i-
praveny rozpuStédnim 49,5 o DCC (240 mmol) v 100 ml systému
methylenchlorid/dimethylformamid (9:1), Smés se micha 30 mi-
nut., pak se =zfiltruje k odstrandn{ DCU. Filtrat se p¥ida do
promyt.é pryskyviice Sasrin, na&e? se ptida 1,46 g 4-dimethyla-
minopyridinu (12 mmol) a 6,27 ml N-methylmorfolinu (60 mmol).

Smés =e michd 2 hodin na obhéhovém rotadnim misidi.

Po filtraci se pryskyrice promyvad 500 ml dimethylformami-
du (3 minuty), 500 ml methanolu (3 minuty), 500 ml methylen -
chloridu (3 minuty) a 2%x500 ml1 methanolu (3 minuty). Podil se
vyime, vysusf se a ndsada stanovend UV  analysou je 0,59

mnol/q.

Pryskyrice se promyvi 2x500 ml methylenchloridu (3 minuty)




a 500 ml dimethylformamidu (3 minuty). Pryskyfice se pak sus-
pendutie ve 400 ml dimethyl formamidu a prida se 54,3 g anhydri-
du kyseliny benzoové (240 mmoll), nasledn& 100 mi dimethylform-
anidu a 41,7 ml diisopropylethylaminu (240 mmol). Suspense se
protfepe 30 minut. Pryvskyrice Fmoc-Glu(OLBu) -Sasrin se odfil-
truje a promyvd se 500 ml methylenchloridu (3 minmuty), 500 mi
methanolu (3 minuty), 2x500 mi methylenchloridu (3 minuty),
500 mt dimethyvlformamidu (3 minuty) a 2x500 ml methanolu (3

minuty) .
P¥iklad 28
PFiprava prysky¥ice Fmoc-Thr( £Bu) -Glu( Ot.Bu) -Sasrin

Odstrané&ni chrdnici skupiny Fmoc =z pryskytice Fmoc-Glu-

(OLRu) -Sasrin se provede postupem popsanym protokolu 1.

K prvni kopulaci se rozpusti smés 23,4 g Fmoc-Thr(LBu) -
OH (59 mmol), 26,1 BOP (59 mmol) a 8,0 g HOBL (59 mmal) ve 400
ml  NMP za mfchin{ p¥#i teplotd mistnosti. Pridad se 15,4 nl
DIPEA a sm&s se intenzivnd michi. Vyslednéd reaké&ni &inidlo se
prridd v iedné didvce do pryskyfice GIu(OLBu)-Sasrin a smds se
michd 90 minut..

. Po filtraci se pryskyfice promyvAi 500 ml dimethylformami-
du (3 minuty), 500 m1 methanolu (3 minuty), 500 ml1 methyien -
chloridu (3 minuty) a 2x500 ml methanolu (3 minuty) .

Ke druhé kopulaci se rozpust{ smés 11,7 g Fmoc-Thr(tBu) -0H
(29,5 mmol), 13,1 g BOP (29,5 mmol) a 4,0 o HOBL (29,5 nmol)
ve 400 m1 NMP a michd se p¥i teplot® mistnosti. Do roztoku se
PFid4 7,7 ml DIPEA a smis se intenzivnd mich&. Vysledné reak-
&nf &inidlo se prid4 v jedné divee do pryskyPice a smés se mi-
chd 90 minut..




Po filtraci

prysky?fice Fmoc-Thr(tBu)-Glu(OtBu) -Sasrin

promyva 500 ml dimethylformamidu (3 minuty), S00 ml methanolu

(3 minuty), 500 ml methylenchloridu (2 minuty) a 2x500 ml met-

hanolu (3 minuty}.

Priklad 29

Privrava pryskyv¥ice Fmoc-Phe-Thr(tBu)-Glu( OLBu) -Sasrin

Odsitranéni{ chranici skupiny Fmoc =z prysky¥ice Fmoc-

Thr(LBi) -Glu- (0LBu) -Sasrin se‘provede postupen popsanym proto-

kolu 1.

K orvni kopulaci se rozpusti

mmol), 26,1 g BOP

NMP za michaini »¥i

a smés se intenzivnéd micha.

t.eplot& mistnosti.

smé&s 22,8 a Fmoc-Phe-0H (59
(59 mmol) a 8,0 g HOBL (59 mmol) ve 400 ml

se 15,4 ml DIPEA

Vysledné reakd&n{ &inidlo se prida

v jedné divece do pryskyiice Thr(LBu) -Glu(OLBu) -Sasrin a sm8s

se michd 90 minut.

Po filtraci
Sasrin promyvd 500 ml dimethylformamidu
methanolu (3 minuty),

500 m1 methanol (3 minuty).

se pryskyrice Fmoc-Phe-Thr(iLBu) -Glu(OLBu) -
(2 minuty), 500 ml

500 m1 methylenchloridu (3 minuky) a 2%

Ninhydrinovy test ukazuie, 2e kopuladn{ reakce je tvipln4,

takZe druhd kopulace nenf nublni.

Priklad 30

Priprava pryskyrice Fmoc-Val-Phe-Thr(iBu)-Glu(OtBu)-Sasrin

Odstran&ni chranici skupiny Fmoc z pryskyfice Fmoc-Phe-

Thr(+Bu) -G1lu( Ot.Bu) -Sasrin

kolu 1.

se provede postupem popsanym proto-




K prvni kopulaci se rozpusti sm&s 20 g Fmoc-Val-OH (59
mmol), 26,1 g BOP (59 mmol) a 8,0 g HOBL (59 mmol) ve 400 ml
NMP za michan{ p¥i teplotd mistnosti. P¥ids se 15,4 ml1 DIPEA
a smés se intenzivn& micha. V?siedné reakén{ &inidlo se prida
v jedné d4avce do prysky¥Pice Phe-Thr{tBu)-Glul(OQOLBu)-Sasrin

a smés se mfchia 90 minut,.

Po filtraci se pryskyFice promyvd S00 m)] dimethylformami-
du (3 minuty), 500 ml methanolu (3 minuty), 500 ml methylen -
chloridu (3 minuty) a 2x500 ml1 methanolu (3 minuty) .

‘ Ke druhé kopulaci se rozpust{ smés 10 g Fmoc-Val-OH
(29,5 mmol), 13,1 g BOP (29,5 mmol) 5 4,0 g HORL (29,5 mmol)
ve 400 m1 NMP a miché‘se pri teplold mistnosti. Do roztoku se
pPidd 7.7 ml DIPEA a smés se intenzivn& mich4d. Vysledné reak-
&nf &inidlo se p¥id4 najednou do pryskyvi¥ice a smds se michad 90

minut.

Po filtraci se pryskyFice Fmoc-Val-Phe-Thr(tBu) -Glul OLB) -
Sasrin promyvd 500 ml dimethylformamidu (3 minuty), 500 ml
methanolu (3 minuty), 500 m]l methvlenchloridu (3 minuty) a 2w
500 ml1 methanolu (3 minuly).

Priklad 31
PFi{prava prysky¥ice Fmoc-Ala-Val-Phe-Thr(tBu)-Glul(OLBu) -Sasrin

Odstrandn{ chrinicf{ skupiny Fmoc =z pryskyvi¥ice Fmoc-Val-
Phe-Thr(t.Bu) -Glu{ OLBu) -Sasrin se provede postupem popsanym

v protokolu 1.

K prvni kopulaci se rozpust{ sm&s 18,4 g Fmoc-Ala-0H (59
mmol), 26,1 g BOP (59 mmol) a 8,0 g HOBL (59 mmol) ve 400 ml
NMP =a mfchdn{ pfi teplotL& mistnosti. P¥id4 se 15,4 ml DIPEA a
smés se intenzivn& miché. Vysledné reak&n{ &inidlo se ‘pfidél

najednou do pryskyfice Val-Phe-Thr(LBu)-Glu(OLBu)-Sasrin a
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snés se mich4d 90 minut. .

Po filtraci se prysky¥ice promyvd S00 ml dimethylformami-
du (3 minuty), 500 ml methanolu (3 minuty), SO0 ml methylen -
chloridu (3 minuty) a 2x500 ml methanolu (3 minuty) .

Ke druhé kopulaci se ro=z=pust{ smés 9,2 g Fmoc-Ala-0H
(29,5 mmol), 13,1 g BOP (29,5 mmol) a 4,0 g HOBL’(29,5 mmol)
ve 400 ml NMP a michd =se pri teplotd mistnosti. Do roztoku se
p¥Pidd 7.7 ml DIPEA a3 smés se inbenzivnd michs. Vvsledné reakéni
¢inidlo se p¥id4d v jedné divce do prysky¥ice a smds se micha

S0 minutl .

Po filtraci se pryskyrice Fmoc-Ala-Val-Phe-Thr(tBu) -
Glu(OtBu) -Sasrin promyvd S00 ml dimethylformamidu (3 minuty),
500 m1 methanolu (3 minuty), 500 ml methylenchloridur(B minu-
ty) a 2x500 ml methanolu (3 minuty).

Priklad 32

Pr{prava pryskytice Fmoc-Asp(OtBu)-Ala-Val-Phe-Thr(tBu) -
Glu(OtBu) -Sasrin

Odstranénf chranicf skupiny Fmoc = pryskyfice Fmoc-Ala-Val-
Phe-Thr(LBu) -Gluf 0tBu) -Sasrin e provede positupem. . popsanym

v protokolu 1.

K prvni kopulaci se rozpust{ sm&s 24,3 g Fmoc-Asp{OtBu) -
OH (59 mmol), 26,1 g BOP (S9 mmol) a 8,0 g HOBL (59 mmol) ve
400 m1 NMP za michdni pFi teploid mistnosti. Pfida'se 15,4 ml
DIPEA a smés se intenzivn& michd. Vysledné reak&ni &inidlo se
pridd v jedné divce do prysky¥ice Ala-Val-Phe-Thr(tBu)-Glu-

(OLBu) -Sasrin a smd= se michid 90 minut.

Po filtraci se pryskyfice promyv4 S00 m}l dimethylformanmi-




du (3 minuty), 500 ml methanolu (3 minuty), 500 m1 methylen -
chloridu (3 minuty) a 2x500 ml methanolu (3 minuty).

Ke druhé kopulaci se rozpusti smé&s 12,1 g Fmoc-Asp(OLBu)-OH
(29,5 mmol), 13,1 g BOP (29,5 mmol) a 4,0 g HOBtL (29 .5 mmol)
ve 400 ml NMP a michd se p¥i Leplotd& mistnosti. Do roztoku se
pridd 7,7 ml DIPEA a smés se intenzivn& michi. Vvysledné reak-
&ni &inidlo se p¥*idA naiednou do pryskyfice a smds se mfchd 90

minut, .

Po filtraci se pryskvfice Fmoc-Asp(0tBu)-Ala-Val-Phe-
Thr( LtBu) -G1u(OLBu) -Sasrin promyvad 500 ml dimethylformamidu (3
minuty), 500 ml methanolu (3 minuty), 500 ml methylenchloridu
(3 minuty) a 2x500 m1 methanolu (2 minuty) .

P¥r{klad 33

P¥iprava pryskyiice Fmoc-Ser(tBu) -Asp(OLBu) -Ala-Val-Phe-
Thr( t.Bu) -Glu( 0t.Ru) -Sasrin

Odst.ran&n{ chrinicf{ skupiny Fmoc = prysky$ice Fmoc-Asp-
(PLBu) -Ala-Val-Phe-Thr( tBu) -G1lu(0t,Bu) -Sasyrin se provede postu-

rpem popsanym v pbrotokolu 1.

K prvni kopulaci se rozpust{ smés 22 6 g Fmoc-Ser(itBu)-
OH (59 mmol), 26,1 g ROP (59 mmel) a 8,0 g .HOBL (59‘mh01) ve
400 m1 NMqua michdnf pri teplold mistnosti. Pridi se 15,4 mil
DIPEA a sm&s se intenzivnd mich4. Vysledné reaké&ni &inidlo se
p¥*idd v jedné diavce do pryskyrice Asp(0LBu)-Ala-Val-Phe-Thr-
(tBu) -Glu(OtBu) -Sasrin a smds se michd 90 minut.,

Po filtraci se prysky¥ice promyvd 500 ml dimethylformami-
du (3 minuty), 500 ml methanolu (3 minuty), 500 ml methylen -

chloridu (3 minuty) a 2xS00 ml methanolu (3 minuty).

Ke druhé kopulaci se rozpust{ smés 11,3 g Fmoc-Ser(tBu) -0H
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(29,5 mmol}, 13,1 g BOP (29,5 mmol) a 4,0 g HOBL (29,5 mmol)
ve 400 m1 NMP a michd se pri teplot& mistnosti. Do roztoku se
pridd 7,7 ml DIPEA a sm&s se intenzivnéd michi. Vyslednéd reak-
&ni{ &inidlo se pfidid v jedné divece do pryskyrice a sméds se mi-
chd 90 minut.

Po filtraci se pryskyrice Fmoc-Ser(iBu)-Asp(OtBu)-Ala-Val-
Phe - Thr(tBu) -Glu(O0LBu) -Sasrin promyvd 500 ml dimethylformamidu
(3 minuty), 500 ml methanolu (2 minuty), S00 ml methylenchlo-

ridu (3 minuty) a 2x500 ml methanolu (3 minuty).
Priklad 34

Priprava pryskyrice Fmoc-His{Tri)-Ser(tBu) -Asp{0OLBu)-Ala-Val-
Phe -Thr(tBu) -Glu{ OtBu) -Sasrin

Odstranéni{ chrdnicf skupiny Fmoc = pryskyrice Fmoc-Ser(tBu)-
Asp(PLBu) -Ala-Val-Phe-Thr(LBu) -Glu{OLBu) -Sasrin se proveds po-

stupem popsanym v protokolu 1.

K prvni kopulaci se rozpust{ smés 36,6 g Fmoc-His(Trt)-
OH {59 mmol), 26,1 g BOP (59 mmol) a 8,0 g HOBL. (59 mmol) ve
400 m1 NMP =a mi{chdni{ pri teploté mistnosti. P¥ridé =me 15,4 ml
bIPEA a smés se intenzivn&d michd. Vvslednéd reak&ni &inidlo se
pFidd v jedné ddvce do prysky¥ice Ser(Thbu) -Asp(0tBul)-Ala-Val-
Phe-Thr(tBu) -Glu(Q0tBu) -Sasrin a smnés se mich4d 90 minut.

Po filtraci se prysky¥ice promyvd 500 ml dimethylformami-
du (3 minuty), 500 ml methanolu (2 minuty), 500 ml methylen -
chloridu (3 minuty) a 2x500 ml1 methanolu (3 minuty).

Ke druhé kopulaci se rozpusiti smé&s 18,3 g Fmoc-His(Trti)-0H
(29,5 mmol), 13,1 g BOP (29,5 mmol) a 4,0 g HOBt (29,5 mmol)
ve 400 ml1 NMP a michd se p¥Fi teploté mistnosti. Do roztoku se
pridd 7,7 ml DIPEA a smés se intenzivnd michd. Vysledné reak-
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&n{ &inidlo se pfidd v jedné divce do pryskyrice a smés se mi-

chd 90 minut. .

Po filtraci se pryskyrice Fmoc-His(Trt)-Ser(tBu)—Asp(OLBu)-
Ala-Val-Phe-Thr(LBu) -Glu(OLBu) -Sasrin promyvd 500 ml dimethyl-~
formamid (3 minuty), 500 ml methanol (3 minuty), 500 ﬁlhmethy—
lenchlorid (3 minuty) a 2x500 ml methanol (3 minuty).

Priklad 35
Acetylace pryskytice His(Tri) -Ser(itBu)-Asp(QtBu) -Ala-Val-Phe-
Thr(tBu) -Glu(0OLBu) -Sasrin

Chrénénd pepltidovd pryskyrice Fmoc-His{Trt) -Ser(LBu)-
Asp(OLBu)-Ala-Va]-Phe-Thr(LBu)-Glu(OLBu)-Sasrin se Zpracuje 2%
25% piperidinem a promyvd se jak popsdno p¥i odstrafovin{
chridnfei skupiny v protokolu 1. Po odstranéni chranici skupiny
Fmoc se provede acetylace N-koncového aminu nisledujicim =zpii-

sobem:

Ro=ztok 100 ml1 Acz0 a 100 ml DIPEA v 800 ml methylenchlo-
ridu se pridd do peptidové pryskyfice a reakce se nechi probf-
hat 90 minut..

Pryskyrice se odfiliruje a promyvd se postupné 500 ml di-

methylformamnidu (3 minubLy), 500 ml methanolu (3 minuty), 500

ml methylenchloridu (3 minuty) a 2x500 ml methanolu (3 minuty)
a vysud{ se ve vakuu, &im®2 se =i{skd 110 g chrdndnéd prysykiice
Ac(1-8) -Sasrin, Ac-His(Trt)-Sér(tBu)—Asp(OtBu)-Ala—Val-Phe-
Thr( tBu) -Glu( OtRu) -Sasrin. |

Priklad 36

§tépeni pryskytice Ac-His(Tri) -Ser(tBu) -Asp(0iBu)-Ala-Val-Phe-
Thr( LtBu) ~Glu(OLBu) -Sasrin



Pri teplobLé& mistnosti se zpracovava jednu minutu 20 g prys-
kyvice Ac{1-8)-Sasrin se 400 ml O,5% TFA v methylenchloridu a
odfiltruje se. Hodnota pH filtridtu = okam2ité nastavi na 7
pridanim pyridinu. Filtrdt se odpa¥f a zbylek se trituruje 50
nl destilované vody a promyva se pak 50 ml etheru. Vysledny
pevny materidl se vysu3i ve vakuu. Zfiltrovanid peptidova prys-
kyrice se zpracovdvd 3x 400 ml 0,5% roztoku TFA po dobu 10 mi-
nut s ndslednym nastavenim hodnoty pH na 7 pyridinem. Po odpa-

renf{, trituraci a sufeni se provede analysa HPLC.

Zfiltrovand peptidovad pryskyrice se =pracovdva 3x 400 ml
0,3% roztoku TFA po dobu 10 minul s naslednym nastavenin
hodnoty pH na 7 pyridinem. Po odpa¥eni, tLrituraci a suZeni se
provede analysa HPLC. Podminky HPLC: sloupec Lichroscrb
RP-18,5 m, 25 cm, elu&ni &inidla (a) 0,1 M HC104/H20 (pH 2,5),
{b) MeCN, gradient' 34 % az 39 % MeCN/20 minul,, prito&na réch-
lost 1/m1/min a detektor 210 nm Knau.

V&achny peprtidové fragmenty o &istold véLE{ nez 902 se
spojf a tak se =i{sk4 celkem 10,8 g. Celkovy vylLdZek z=iskany
St&penim VIP g pept.idové pryskyrice je 46 g s prim&rnou Cisto-
tou 95%.

Priklad 37

Synt.hesa Fmoc-Ala-Lys{Boc) -Lys-Tyr(tBu) -Leu-Asn-Asp-Leu-
-Lys(Boc) -Lys{Boc) -Gly-Gly-Thr({ LtBu) -NHz :
( chran&ny Fmoc(19-31)-NHz)

V 90 m1 10% diethylaminu v dimethylformamidu se rozpusti
fragment. I, Fmoc(26-31)-NHz (SEQ ID No:22) (8,91 g, 8,24 mmol)
a michad se dvé hodiny pri teplotd mistnosti. Amin a rozpous-
t&dlo se odpa¥fi ve vakuu a zbyitek se trituruje se smés{ hexanu
,a etheru (4:1), pevny produkt se oddél{ a promyvd se smé&si he-
wanu a etheru (4:1), &im2 se ziskd 7,0 g H-{26-31)-NHz v po-




dob& bezbarvého prasku (vytéZek 98,9 % teorie).

Fragment. II, Fmoc(19-25)-0H (SEQ ID NO:3) (9,89 g, 8,15

mmol), H-(26-31-NHz (7,0 g, 8,15 mnol), HOBL (4,43 g, 29,3

mmol) a DIPEA (6,81 ml, 39,1 mmol) se rozpust{ ve 120 ml sys-
tému dimethylformamid/methylenchlorid (1:1) a michd se na le-
dové lazni. B&hem 10 minut se do uvedeného rozLokﬁ pridd po
Gistech pevny HBTU (3,71 g, 9,78 mmol). V michdni se pokraduje
30 minut p#i teplotd 0 C a.pak 3 hodiny pri teplotd mist-
nosti. Roztok se odpa¥f{ ve vakuu k odstranéni rozpoustédel a
zbytek se rozpustfi v methylenchloridu. Tento roztok se promyva
nasycenym roztokem hydrogenuhliditanu sodného (3x), 10% citro-
novou kyselinou (2x), vodou a solankou a vysufi se bezvodynm
s{ivanem hote&natym. Roztok se zfiliruie a filtrit se odpari,
*{m2 se =iskd surovy chrindny mezipradukt Fmoc(19-31) -NHz2
v podob& bezbarveé pevné latky 17,4 g (vyt&Zek 100 %Y. Analy-
Lickou HPLC je ur&ena &istota p¥ibliZn& 70%.

Priklad 38

Synthesa Fmoc-Asn-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Lys(Boc)-Leu-Arg—(Pmc)-
-Lys(Boc)—(Gln—Nle-AlauAla-Lys(Boc)-L}s—Tyr(LBu)—Leu-Asn—Asp—
Leu—Lys(Boc)-Lys(Boc)—Gly-Gly-Thr(tBu)-NHz: ( chrdnény Fmoc-
{9-31) -NHz)

V 90 ml 10% diethylaminu v dimethylformamidu se rozpust {
Frnoc(19-31)-NHz (17,4 g) a michid se dvé hodiny pFi teploté
mistnosti. Amin a rozprouitddlo se odpa¥{ ve vakuu a zhytek se
trituruje se sm&si hexanu a etheru (3:1), pevny produkt se od-
dili a promyva se smésf{ hexanu a etheru (3:1), &im3 se =ziska
16,67 g H-(19-31)-NHz2 v podob& bezbarvého pevné- 14tky (vytéiek
100 % teorie).

Fmoc({9-18)-0H (SEQ ID NO:4) (16,59 g , 8,15 mmol), H-(19-
31)-NHz (16,67 g), HOBt (4,49 g, 29,3 mmol) a DIPEA (6,81 ml,




39,1 mmol) se rozpusti ve 150 ml systému dimethylformamid/met-
hylenchlorid (2:1) (roztok je velmi kalny) a michd se na ledo-
vé lazni. Béhem 10 minut se do uvedeného roztoku pFidid po &ds-
tech pevny HBTU (2,70 g, 9,78 mmol). Roztok se vyZe¥{ a v mf-
chdn{ se pokraduje 30 minut p¥i teplolé O nC a pak t¥i hodiny
p¥i teplottd& mistnosti. Roztok se odpa¥#{ ve vakuu k odstranéni
rozpouitddel a zbytek se rozpusiti v methylenchloridu. Tento
rozt.ok se promyvA nasvcenym roztokem hyvdrogenuhli&itanu sodné-
ho (3x), 10% citronovou kyse}inou {(2%), vodou a solankou a
vysusi ge bezvodym.siranem hote&natym. Roztok sme z=filtruje a
filtrdt se odpari, &imZ se z=iskd 24,77 g surového chriéné&ného
meziproduktu Fmoc (9-31)Y-NHz v podob& bezbarvé pevné 14tky
(vytL&Zek pribliZng 79 %), kiery podle analytické HPLC vyka=zuje
Sistolu 69%. '

Priklad 39

Svnthesa Ac-His(Tri)Ser(iBu)-Asp(0tLBu)-Ala-Val-Phe-Thr(tLBu) -
Glu(OLBu) ~Asn-Tyr( LtBu) - Thr( tBu) - Thr( LtBu) -Lys(Boc) -Leu-Arg{ Pnc) -
~Lys{Boc)-({Gln-Nle~-Ala-Ala-Lys(Boc) -Lys-Tyr(tBu) -Leu-Asn-Asp-
Leu-Lys(Bbc)-Lys(ﬂoc)-Gly—GlyﬁThr(tBu)-NHz:

(chréﬁén? Ac(1-31)-NHz)

Ve 100 ml 10% diethylaminu v dimethylformamidu se rozpustf

Froc(9-31)-NHz (24,77 g) a mfchd se dvé hodiny pfi teploté

mistnosti. Amin a rozpoustddlo se odpa¥i ve vakuu a zbytek se

trituruie se smdsf hexanu a etheru (3:1), pevny produkt se
odfiltruje a promyvd se smé&s{ hexanu a eLheru (3:1), &{m2 se
=2{skd 22,56 g H-(9-31)-NHz v podob& bezbarvé pevné 1&tky (vy-
t&Zek 96,7 % Leoriel.

Roztok H-(9-31)-NHz (22,56 g, 6,22 mmol), Ac(1-8)-0OH
(SE() ID NO:%) (8,79‘9, 6,22 mmol), BOBL (3,43 g, 22,38 mmol)
a DIPEA (5,19 ml, 29,84 mmol) ve 200 ml systému dimethylforma-
mid/methylenchlorid (1:1) se michd na ledové l&=ni. B&hem 10




minut. se do uvedeného roztoku p¥idd po &astech pevny HBTU
(2,83 g, 7,46 mmol). Roztok se michi 30 minut pr¥i Leplot& 0 C
a pak tLt¥i hodiny p¥i Leplott& mistnosti. Roztok se odpari ve
-vakuu k odstrané&n{ rozpouZt&del a zbylek se rozpuéti v methy-
lenchloridu. Tento roztok se pramyvi nasycenym roztokem hydro-

genuhli&itanu sodnéha (3x), 10% vodnou citronovou kyselinou

(2%), vodou a solankou a vysufif se bezvodym siranem hore&natym.

Roztok se z=filtruje a filtrail se odpa¥f, &imZ se ziskd 29,54 g
surového chréné&ného meziproduktu Ac(1-31)-NHz v podob& bezbar-
vé pevné latky (vyts3ek 72,2 % teorie), kters vadle analylické

HPLC vykazuje &istotu piribliZn& 78%.

Priklad 40

Odstrandni chridnfci skupiny =z chrdné&ného Ac(1-31)-NHz:
Syntesa ¢yklického analogu VIP

Chranény Ac{1-31)-NHz (29,54 g) se rozpustf ve 150 ml
" smdsi TFAR (135 ml), EDT (4,5 ml), thicanisolu (7,5 ml),

anisolu (3 ml1) a michd se dvé hodiny pri LeplobLd mistnosti.

Tento roztok se odpa¥i k odstranéni TFA a vlije se do 500 ml-

predchlazeného etheru, &imZ2 . vznikne sraZenina, kblerd se
odfiltruje a promyvad se opatrnd etherem. Produkt se_vysuéi ve
vakuu a =ziskd se 25,5 o Ac(1-31)-NHz v podob& bezbarvého

pradsku s Sistotou pPibliZnd 72 a3 75% podle zjisténi HPLC,
Priklad 41
CiZtsnf cyklického VIP anaiogu

Surovy peptid Ac(1-31)-NHz se &ist{ n&kolikanisobnou pre-
parativni HPLC na systému Delita Prep 3000. Kvantitativni ana-
lysy HPLC podflu surového produktu na sloupci Zorbac Protec-
tion Plus (standard cyklického VIP analogu) vykazuje obsah
9,95 g analogu v surovém produktu o hmotnosti 25,5 g. PPFi ty-
pické operaci se peptid (4 g) rozﬁusti ve 200 ml systému 1 %



TFA/Hz20 a aplikuje se na sloupec YMC ODS-A (12,0 nm, 15 um)
(4,7 % 50 cm). Mobilni faze je (A) 0,1 % TFA/HzO0 , (B) 0,1 %
TFA/S0 % methanol/acetonitril. Gradient od 20 % (B) (10 minut)
a pak 20 % a2 50 % (B) ve 180 minutidch p¥i priato&né rychlosti
80 mil/min. Detekce UV pFi 215 nm. Frakce obsahujici hlavﬁi vr-
chol se spojf a vyhodnot{ se analytickou HPLC. Frakce poscuze -
né jako vysoce &isté se spoji, z2koncentruji se na rotadni od-

parce a lyofilizujf se k ziskdni 1,2 g cyklického analogu VIP

Ac(2-3)-NHz. Zbyhtek surového produkiu se zpracuje stejn?m'

zplisoben a poskytne celkem 8,48 g (vytéZek 85,2 % teorie) vy-
¢ist&ného cyklického analogu VIP, celkovy vyté3ek 23,9 %. Ana-
lytickd HPLC a kapildrni elekiroforéza potvrzuji, Ze distota
produktu je vELE{ ne2 99%. Produki se charakterizuje a inden-
tita se potvrd{ analysou aminokyselin, FAB-MS, optickym stade-

nim, vltrafialovou absorpci a cirkuldrnim dichroismemn.

Primyslovd vyuZitelnost

Zpisob pom&rné jednoduché, G&inné a ekonomické PP -
pravy peptidového analogu Ac(1-31)-NHz; vasoaktivniho intesti-
nidlniho peptidu (VIP), ktery je relaxant/bronchodilator hlad-
kého svalstva, reguluje sekreci hlenu v dychacich cestdch a n&

antialergické a antizsn&Llivé charakteristiky.
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D) Software:
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systém: Apple Macintosh
Word 5.1

Platné pi¥ihla%ovaci iddaje
Cislo pPihl&sky: EP

Informace pro SEQ ID NO:1:

(i)

(ii)

(iii)

(ix)

Charakieristiky sekvence:

{A) délka:
(B) typ: ami

(C) Yetd8zcovitost:

(D) topologi

31 aminokyselin

nokyselina
jeden Feldzec

e: linedrni

Typ molekuly: peptid

Hypoteticks:

ne

Charakteristiky

(A) jméno/kl
(B) lokace:

{&: modifikované misto
21..25



(2)

(2)

(C) jiné informace: ( poznimka
Fetdzce v Lys21 na ASP25
(xi) Popis sekvence} SEQ ID NO:1:

His Ser Asp Ala val Phe Thr Glu Asn Tyr Thr

1 5 10

Xaa Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Leu Lys
20 25

Informace pro SEQ ID NO:2:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) délka: & aminokyselin

(B) typ: aminokyselina

= cyklizace vedlejZiho

Lys Leu Arg Lys Gln
15

Lys Gly Gly Thr
30

(C) retdzcovitost: jeden PFetézec

(D) topologie: linedrn{
(ii) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypotelickd: ne
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:2:
Leu Lys Lys Gly Gly Thr
1 5

Informace pro SEQ ID NO:3:

(i) Charakteristiky sekvence:
{A) délka: 7 aminokyselin
(B) tLyp: éhihokysefina

(C) ¥et8zcovitost: jeden Fetd=ec

(D) topologie: linedrnf

I(ii) Typ molekuly: peptid

(iii) Hypotetick&: ne.

(ix) Charakteristiky
(A) jméno/kli&: modifikovand m
(B) lokace: 3..7

(C) jiné informace: ( poznamka

isto

= vedlejs{ Feld=ce

Lys3 a Asp 7 jsou cyklizovdny
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2)

(2)

(2)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:3:

Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp
1 5

Informace pro SEQ ID NO:4:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) délka: 10 aminokyselin
(B) typ: aminockyselina
{(C) Pel&zcovitost: jeden vetdzec
(D) topologie: linedrni
(ii) Typ molekﬁly= pept.id
(iii) Hypoteticki: ne
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:4:

Asn Tyr Thr Lys Leu Arg Lys Gln Xaa Ala
1 5 10

Informace pro SEQ ID NO:5:
(i) Charakleristiky sekvence:
(R) délka: 8 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
(C) ¥etBzcovitost: jedean Petdzec
(D) topologie:!: linedrni
(ii) Typ molekuly: peptid
(iii) Hypoletickd: ne

“Cwri) Popis sekvencei SEQ ID NO:S:

His Ser Asp Ala Val Phe Thr Glu
1 5

Informace pro SEQ ID NO:6:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A} délka: 13 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
(C) Petdzcovitost: jeden Peldzec

(D) topologie: linedrnt
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(ii)
(iii)

(ix)

(xwi)

LT bt
:. .‘oi .oi. .iO. ". *
- 58 -

Typ molekuly: peptid

Hypotetickad: ne

Charakteristiky

(A) jméno/kl1{&: modifikované mista

(B) lokace: 3..7

(C) jiné informace: (poznamka = vedlejs{ Yelézce

Lys3 a Asp?7 jsou cyk]izévény
Popis sekvence: SEQ ID NO:&:

Ala Lys Lys Tyr Leu Asn Asp Leu Lys Lys Gly Gly Thr

1

(i)

(ii)

tiii)

(zi)

5 10

. Informace pro SEQ ID NO:7:

Charakteristiky sekvence:

(A) délka: 23 aminokyselin

(B) Lyp: amiﬁokysélina

{C) Fet&zcovilost: jeden Feldzeco
(D} topologie: ]ineérnf

Typ molekuly: peptid
Hypotelickd: ne

Popis sekvence: SEQ ID NO:7:

Asn Tyr Thr Lys Leu Arg Lys Gln Xaa Ala Ala Lys Lys Tyr Leu Asn

1

5 --10 15

Asp Leu Lys Lys Gly Gly Thr

20
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PATENTOVE NAROKY
1. Zplisob p¥ipravy analogu VIP Ac{1-31)-NHz (SEQ ID NO:1)
vy=2nadéuijici s e t {f m, 3¢ se kopuluji Fmoc chra-

néné peptidové fragmenty.

2. Zplisob podle niroku {1, v vy 2 n'a & u iftef se
L f m, 2e se jako chrdn&né peptidové fragmenty kopuluji pepti-
dovy fragment I (Seq ID NO:2), peplidovy fragment II (Seq ID
NO:3), peptidovy fragment IIT (Seq ID NO:4) a preptidovy frag-
ment IV (Seq ID NO:5).

3. Zplisob podle ndrcku 2, v y Z2naéd&nuij f e s e

t im Ze se

a) odstrafiuje chrdnici skupina Fmoc = peplidovéha fragmentu I
a kopuluje se chrénéné skupiny zbavenf peptidovy fragment
I s chrédnénym peptidovyn fragmentem I1:;

b) odstrafiuje se chranici skupina Fmoc = peptidu ziskandho ve
stupni (a) a kopuluje se chrandné skupiny zbaveny peptido-
vy fragment s chran&nym peptidovym fragmentenm III;

¢) odstrafiuje se chranic{ skupina Fmoc =z peplidu ziskandho ve

. stupni (b) a kopuluje se chrindné skupiny zbaveh? peplido-
vy fragment s chrinénym peptidovym fragmentem IV;

d) odstrafiuje se chranict skupiné Fmoc =z peptidu =ziskandho ve

stupni (c¢) za ziskdni slou&eniny AC(1-31)-NHz.

Zplsob podle ndroku 3, v y 2 n a & u i 1 e i s e

t 1 m, 2e se chrdn&né skupiny 2baveny peplid Ac(1-31)-NHz &isbi.

5. Zplsob podle ndroku 4, v y =2 n a & u j 1 c i s e
Lt im 2e se peptid Ac(1-31)-NHz &istf preparativni chromato-
grafif HPLC.

6. Zpliscb piipravy &isténdho Rc(1-31)-NHz (SEQ ID NO:1)
kopulaci &tyr skupinou Fmoc chrén&nych peptidovych fragmenti,

peptidového fragmentu I (Seq ID NO:2), peptidového fragmentu




y

8. _ Zpiisob podle ndroku 6,

IT (Seq 1ID NO:3),
peplidového fragmentu IV (Seq ID NO:5),

peplidového fragmentu IIT (Seq 1ID NO:4) a
vyznadéuijicol
s e tim Ze se

a) odstratiuje chrdnici skupina Fmoc = peplidového fragmentu T

b} kopuluie se chrindné skupiny zbaveny peptidovy fragment I
s chrénénym peptidovyn fragmentem I =za =ziskin{ chrandného
meziproduktu Fmoc(19-31) -NHz,

¢} odstrafuje se chrdnici skupina Fmoc = mez2iproduktu
Fmoc(19-31) -NHz, |

d)  kopuluje se chrdn&né skupiny zbaveny me=ziprodukt Fmoc({9-
31) -NHz s chrin&nym peptidovym fragmentem III za =fskani
chrdnd&ného meziproduktu Fmoc(9-31) - NHz, "

e) odstrafiuje se chrdnici skupina Fmoec = meziproduktu
Fmoc(9-31) - NHz,

f) kopuluje se chrin&né skupiny zbaveny meziprodukt Fmoc(9-
31) -NHz s chrandnym peptidovym fragmentem IV za =ziskani
chrin&ného meziprodukiu Ac(1-31) -NHz,

g) odsbrafiuje se chrinicf skupina z chrin&ného peptiﬂu
Ac(1-31)-NHz a

h) chrénici skupiﬁy zbaveny peptid Rc(1-31)-NHz se &isti.

7. Zpisob podle ndrcku 6, v y =2 n a & u jli c i s e

LA | m, e se CiZt&n{ podle stupn& h) prouédi preparat.ivni

chronatografii{ HPLC.

vyznadéuij el s e
t {fm,
produkti odstrafuje 10% ELzNH v dimethylformamidu.

Z2e se chrinfci{ skupina = peptidovych fragmenti a me=zi-

9. Zplisob podle n&roku 6,
Lt {m,

vyz2naduijici s e
2e se po odstrandni chrénici skupiny odstrafiuje fluoren
rromyvinim

peptidovych fragmentti a mezjiproduktl systémem he-

x®an/ether.

10. Zplisob podle naroku 6, vyznad&uij{cit s e




Lt im, % se chrdnici skupiny =zbavend peplidové fragmenty a

meziprodukty
a) kopuluji s 1,0 ekvivalentaen chrdn&nych pept.idovych fragmen-
ti 2za pouZit{ 2—(1H—benzdtriazol-1—y])—1,1,3,3-Letraméthylr
uroniumhexafluorfosfétu,

1-hydroxybenzotriazolu v systému

dimethylformamid/mathy}enchlorid 2a pouziti diisopropylet.-
hylaminu, |

b) reak&ni smés se odpa¥i a zbytek se rozpust{ v methylenchlo-
ridu a

c) reakéni‘smés se extrahuje nasycenyn roziokem hydrogenuhli -

¢itanu sodného a 10% kyselinou c¢itronovou.

11. Zpisob podle ndroku 10, v y 2 n a & u ifecif se

t i m, Ze se kopulace provédi =z=a teploty O aC PO dobq 30 minut

aZ jedné hodiny a 25 C po dobu t#{ hodin s« 1,2 ekv. 2-(1H-
benzotriazol-i—y])-1,1;3,3-Letramethyluroniumhexafluorfosfétu,
3,6 ekv. 1-hydroxybenzotriazolu a 4,8 gkv. diisopropylethyla-

minu.

12, Peptidy =ze souboru zahrnuj{ciho Fmoc(19-31)-NH2 (SEQ ID
NO:8) a Fmoc(9-31) - NH2 (SEQ 1D NO:?) jakozto me=ziprodukty pro

provadén{ =plsocbu podle naroku 1.

13. Chrdnéné peptidové fragmenty =ze souboru zahrnujfciho
Fmoc(26-31) -NHz (SEQ ID NO:2), Fmoc(19-25)-0H (SEQ ID NO:3),
Fmoc(9-18)-OH (SEQ ID NO:4) a Ac(1-8)-0H (SEQ "ID NO:5) jakoto

neziprodukty pro providénf 2piisobu podle néiroku 1.

14. Peptidové fragmenty podle ndroku 13 =ze souboru zahrnu-
jfeiho (SEQ ID NO:2), (SEQ ID NO:3) a (SEQ 1ID NO:4)
chridnfcih skupin jakoZto

=zbavenmd
meziprodukty pro provadéni zplisobu

podle naroku 1.

15. PouZiti peptidovych fragmentt: podle ndroku 12 a3 13 pro
PF{pravu Ac-(1-31)-NHg (Seq ID ND:1). ‘
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