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kde A znamena zbytky histidinu nebo cysteinu v L nebo D
konfiguraci nebo zbytek 3-merkaptopropionové kyseliny,
B a D znamenaji zbytky tryptofanu, terc.leucinu nebo
neopentylglycinu v L nebo D konfiguraci,
C znamena zbytek alaninu v L nebo D konfiguraci,
E znamena zbytky lysinu, fenylalaninu nebo
tetrahydroizochinolinkarboxylové kyseliny v L nebo D
konfiguraci,
F znamena zbytky lysinu nebo cysteinu v L nebo D
konfiguraci nebo zbytek 3-merkaptopropionové kyseliny;
nebo je cyklus tvofen disulfidovou pfipadné
thiomethylenovou vazbou mezi postrannimi fetézci zbytkl
cysteinu v L nebo D konfiguraci, pfipadné v kombinaci se
zbytkem 3-merkaptopropionové kyseliny;
zplsob pfipravy téchto cyklopeptidi spociva v tom, Ze se N*-
Fmoc-N¢-Boc-lysin nebo N*-Fmoc-S-Trt-cystein, pfipadné S-
Trt-3-merkaptopropionova kyselina pfipojené na polymerni
nosi¢ postupné kondenzuji s aktivnimi
hydroxybenztriazolovymi estery N*-Fmoc-aminokyselin
v pfitomnosti diizopropylethylaminu, pfi¢emz kondenzacni
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reakce se necha prob&hnout v syntetickém cyklu za pridavku
dimethylsulfoxidu, N®-Fmoc chranici skupina se v kazdém
kroku syntézy odstépi pisobenim piperidinu

v dimethylformamidu a v zavéreném stupni se hexapeptid po
od3tépeni z pryskyfice pisobenim slabé alkalického €inidla
s naslednym okyselenim nebo 1% TFA kyselinou cyklizuje
plisobenim difenylfosforylazidu, zatimco hexapeptidy se
zbytky aminokyseliny cysteinu v jeji L nebo D konfiguraci,
pripadné 3-merkaptopropionové kyseliny se odstépi z
pryskyfice za soutasného uzavieni disulfidové vazby
plisobenim jodu ve smési rozpoustédel AcOH, TFE a DCM.
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Cyklopeptidy stimulujici uvoliiovani ristového hormonu a zpiisob jejich pFipravy
Oblast techniky
Vynélez se tyka cyklopeptidii stimulujicich uvolfiovani ristového hormonu a zpisobu jejich

pfipravy

Dosavadni stav techniky

Cyklické peptidy jsou silné a specifické stimulatory sekrece riistového hormonu (dale jen GH)
u rozmanitych Zivo¢iSnych druh, které maji ur&ité aminokyselinové poradi.

Mechanismus biologické tlohy GH spogiva v regulaci funkce riznych ristovych faktorti (GFs,
Rothe M., Falanda V.,: Arch. Dermatol. 125, 1390 (1989); Cohen S., Carpenter G.: Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 72, 1317 (1975): Lynch S. E., Nixon J. C., Colvin R. B., Anthonianes H. N.:
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84, 7696 (1987); Baxter R. C.: Adv. Clin. Chem. 25, 49 (1986);
Gospodarowicz D., Neufeld G., Schweigerer L.: Mol. Cell. Endocrinol. 16, 187 (1986)), které
maji komplexni vyznam pro rist a syntézu bun&k. Jsou povazovany za diilezité mediatory pfi
hojeni ran, pfi fibréze a obméné tkani. Nedostate¢na sekrece GH ma za nasledek poruchu funkce
GFs a nasledné omezuje rist a regulaci tkafiového systému v riznych organismech. Na druhé
stran€, zvySeny pfisun GH vede ke stimulaci funkce GFs v metabolismu a zlep3uje riist, stav
¢i hojeni tkani a organt ¢lovéka a Zivogichii (Rothe M., Falanga V.,: Arch. Dermatol. 125, 1390
(1989).

Neuroendokrinni systém, kde GH a GFs hraji tak dtlezitou funkei se uplatituje rovnéz v procesu
starnuti organismu (Meites J., Goya R., Takahasni S.: Exp. Gerontol. 22, 1 (1987); Fabris
N.: Intern. J. Neuroscience, 51, 373 (1990), Doubal S.: Mech. Ageing Dev. in press). Teprve
neddvno byly popsiny uCinky nizkych diavek GH na imunitni systém a stamuti mys3i
(Khansari D. N., Gustad T.: Mech. Ageing Dev. 56, 87 (1991)).

Endogenni sekrece GH mize byt krom& tzv. releasing faktoru (GRF) zhypothalamu,
obsahujiciho 44 aminokyselinovych zbytki, stimulovana i tzv. releasing peptidem : His-D-Trp—
Ala-Trp-D-Phe-Lys-HN, (GHRP), slozenym pouze ze 6 aminokyselinovych zbytki
a pusobicim sekreci GH in vitro i in vivo (Momany F. A., Bowers C. Y., Reynolds G. A., Chang
D., Hong A., Newlander K.: Endocrinology 108, 31 (1981); Bowers C. Y., Momany F. A.,
Reynolds G. A., Hong A.: Endocrinology, 114, 1537 (1984)).

Tento hexapeptid amid neinteraguje se stejnym receptorovym mistem v hypofyze jako GRF a je
patrn€ zapojen do jiného mechanismu sekrece GH (Sartor O., Bowers C. Y., Chang
D.: Endocrinology, 116, 952 (1985); Cheng K., Chan W. W. S., Barrets, Jr. A., Convey D. M.,
Smith R. G.: Endocrinology 124, 2791 (1989)). U &lovéka je jeho potence dokonce vy3si nez
UCinek zminéného GRF (Yellin T. O., Huffman W. F. in ,Peptides®; Chemistry, Structure and
Biology. Proc. 11™ A.P.S. (Rivier. J. E., Marshall G. R., Eds.), p. 214. ESCOM, Leiden, 1990).
Pro svou kratkou aminokyselinovou sekvenci je z praktického hlediska GHRP, pfipadné jeho
analogy, zajimavéjsi nez GRF obsahujici desitky aminokyselinovych zbytk( a mohl by byt proto
vyuzivan v humanni i veterinarni medicing.

Pted ¢asem jsme objevily, ze GHRP také vyrazné zpomaloval proces starnuti my3i v experimentu
trvajicim 10 mésict (Hlavagek J., Smékal O., Barth T., Doubal S., Robinson I.: Peptides 1992
(Schneider C. H. and Eberle A. N., Eds.), p. 741, ESCOM, 1993).

Na zéklad€ vypolti (Momany F. A., Bowers C. Y., Reynolds G. A., Hong A., Newlander
K.: Endocrinology, 114, 1531 (1984)) byla pro GHRP navrzena pseudocyklickd konformace
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umoZznéna flexibilnim zbytkem alaninu v centralni ¢4sti molekuly a stabilizovana interakei mezi
aromatickymi zbytky aminokyselin opa&né chirality v amino— (His, D-Trp) a karboxy- (Trp,
D-Phe) termindlni ¢asti. Navrzena konformace je spojovana s (i¢inkem GHRP na stimulaci
uvoliiovani GH.

VySe uvedené poznatky nas vedly k mySlence kovalentné fixovat vyse uvedenou pseudo-
cyklickou konformaci. Proto jsme syntetizovali fadu cyklopeptidii (I) podle schématu hlava
k ocasu a sledovali jejich @¢inek na uvolfiovani GH do plazmy. Nékteré z analogi vykazuji
agonisticky Gcinek linedriho hexapeptid amidu, coZ potvrzuje nasi predstavu, e cyklické
uspofadani je relevantni pro interakci cyklopeptidu s odpovidajicim receptorem a nebréani
nasledujicim procesiim, které vedou k sekreci GH. Navic, pti dlouhodobém experimentu na
mysich (10 mésict), byl jeden z cyklickych analogl dokonce G¢innéjsi nez GHRP pfi zpomaleni
procesu starnuti u experimentalnich zvifat.

Tyto peptidy a jejich kombinace pisobi pfimo na predni lalok hypofyzy za specifického

spousténi GH a jsou potencidlnimi analogy GHRP s protrahovanym uginkem. Nékteré z nich
rovn€z v dlouhodobém testu zpomaluji pochody vedouci ke starnuti experimentalnich zvitat.

Podstata vynalezu

Cyklické peptidy stimulujici uvolfiovani riistového hormonu obecného vzorce I

| | (D),

kde A znamena zbytky aminokyselin histidinu nebo cysteinu v jejich L nebo D konfiguraci nebo
zbytek 3—merkaptopropionové kyseliny,

B a D znamenaji zbytky aminokyselin tryptofanu, terc.leucinu nebo neopentylglycinu v jejich L
nebo D konfiguraci,

C  znamené zbytek aminokyseliny alaninu v jeho L nebo D konfiguraci,

E  znamena zbytky aminokyselin lysinu, fenylalaninu nebo tetrahydroizochinolinkarboxylové
kyseliny v jejich L nebo D konfiguraci,

F  znamenéa zbytky aminokyselin lysinu nebo cysteinu v jejich L nebo D konfiguraci nebo
zbytek 3—merkaptopropionové kyseliny;

nebo je cyklus tvofen disulfidovou ptipadné thiomethylenovou vazbou mezi postrannimi fetézci
zbytkd aminokyseliny cysteinu v jeho L nebo D konfiguraci, ptipadné v kombinaci se zbytkem
3-merkaptopropionové kyseliny.

Zpisob pripravy cyklopeptidi podle vynalezu spodiva vtom, Zze se N°-Fmoc-N°~Boc-lysin
nebo N*-Fmoc-S-Trt—cystein, pfipadn& S-Trt-3-merkaptopropionova kyselina pfipojené na
polymerni nosi¢ postupné kondenzuji s aktivnimi hydroxybenztriazolovymi estery N*—Fmoc—
aminokyselin v pfitomnosti diizopropylethylaminu, pfi¢emz kondenzaéni reakce se necha
prob&hnout v syntetickém cyklu za pfidavku dimethylsulfoxidu, N®>~Fmoc chranici skupina se
v kazdém kroku syntézy od3tépi pisobenim piperidinu v dimethylformamidu a v zavére¢ném
stupni se hexapeptid po odstépeni z pryskyfice piisobenim slabé alkalického &inidla s naslednym
okyselenim nebo 1% TFA kyselinou cyklizuje ptsobenim difenylfosforylazidu, zatimco
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hexapeptidy se zbytky aminokyseliny cysteinu vjeji L nebo D konfiguraci, ptipadné
3-merkaptopropionové kyseliny, jsou od$tépeny z pryskyfice za sou¢asného uzavieni disulfidové
vazby plsobenim jodu ve smési rozpoustédel AcOH, TFE a DCM.

Peptidy jsou syntetizovany podle obecného postupu modifikacemi standardnich metodik na
polymernim nosi¢i nebo v roztoku. V prvnim pfipadé se ke karboxytermindlni aminokyseling
pfipojené na polymerni nosié s vyhodou chlormethylovou Merrifieldovu pryskyfici nebo jeji
kysele labiln&j$i hydroxymethylové, ptipadné chlortritylové modifikace postupné pfipojuji
N®—Fmoc-aminokyseliny v trojnisobném piebytku. Jejich karboxylova skupina je aktivovana
pomoci diizopropylkarbodiimidu (dale jen DIC) a N-hydroxybenztriazolu (dale jen HOBt) jako
HOBt ester a kondenzace provadéna v piitomnosti dimethylformamidu (dale jen DMF) resp.
N-methylpyrrolidonu (dale jen NMP). Synteticky cyklus pro pozadované pfipojeni amino-
kyseliny zahrnuje od3tépeni N°~Fmoc chranici skupiny pisobenim 20% piperidinu v DMF
(5+20 min), pétinasobné promyti peptidyl-pryskyfice DMF, 2—propanolem, DMF resp. NMP.
Acylaéni reakce zpravidla vyzaduje cyklus 2 hod, pfitemz po 40 min se pfidé dimethylsulfoxid
(15% v reak&ni smési). Dokongeni reakce je kontrolovano ninhydrinovym testem (Kaiser E.,
Colescott R. L., Bossinger C. D., Cook P. L.: Anal. Biochem. 34, 595 (1970)) a zménou zbarveni
bromfenolové modii (Krchiidk V., VagnerJ., Safaf P., Lebl M.: Collect. Czech. Chem. Commun.
53, 2542 (1988)). V piipadé nekompletni kondenzace (pod 99 %) je pfidano BOP ¢&inidlo ve
tiimolarnim prebytku s DIEA a reakce prodlouzena o 1 h. Nekompletni kondenzace i po této
operaci je eliminovéana acylaéni reakei s 25% acetanhydridem v DMF po dobu 5 az 10 min.

Peptid se oditépi z pryskytice mirné& alkalickym vodnym roztokem 0,1 M NaOH ve smési
rozpouitédel MeOH a dioxan, béhem 3 min, pfi¢emz $tépeni se provede celkem tfikrat. Poté se
roztok okyseli octovou kyselinou k regeneraci karboxylové funkce. V piipadé kysele labilni
pryskyfice se peptid oditépi pisobenim 1% TFA. Surovy produkt analogu GHRP se odsoli na
koloné s naplni biogelu Sephadex G-10 za pouziti 0,2M octové kyseliny. Po lyofilizaci se peptid
dale &isti gelovou filtraci na Sephadexu G-25 v 0,2M octové kyseling, preparativni kontinualni
pritokovou elektroforézou (Prusik Z., Kasicka V., Mudra P, Stépanek J., Smékal O,
Hlavagek J.: Electrophoresis 11, 932 (1990)) v 0,5M octové kyselin& a nakonec preparativni
vysokouginnou kapalinovou chromatografii (dale jen HPLC). Preparativni HPLC byla provadéna
na zatizeni fy Spectra Physics s kolonou Vydac C18 pfi gradientu: 0 az 30 % MeOH, 10 min
a30az 80 % MeOH, 40 min v 0,05% trifluoroctové kyseling, pritokova rychlost 3 ml/min
s detekei pii 222 resp. 254 nm. Analyticka kontrola &istoty produkti byla provadéna pomoci TLC
v systémech S1(2-butanol-98% HCOOH-voda, 75:13,5:11,5), S2(2-butanol-25% vodny
amoniak-voda, 85:7,5:7,5), S3(1-butanol-octova kyselina-voda, 4:1:1) a S4(1--butanol-pyridin—
octovd kyselina—voda, 15:10:3:6) dale elektroforézou na papife Whatman 3MM pii
potencidlovém spadu 20V/cm, 1h v 1M octové kyseling (pH 2,4) a v pufru pyridin-acetat
(pH 5,7) a pomoci analytické HPLC (kolona Vydac C18, 20 az 80 % MeCN/0,5% trifluoroctova
kyselina, 60 min, pritok 1 ml/min, detekce 222 a 280 nm), aminokyselinové analyzy na pfistroji
Durrum Instrum. Corp. USA, po hydrolyze peptidu v 6M-HCI, 20 h pii 110 °C a hmotové
spektrometrie na pristroji VG Analytical, England.

V dal§im je vynalez a obecny experimentélni postup blize objasnén v piikladech provedeni aniz
se tim jakkoli omezuje.
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Prikladv provedeni vynélezu

Priklad 1
N“—Fmoc—NE—Boc——lysy]—4—oxomethylenfenyl—pryskyfice

Merrifieldova pryskyfice (substituce 0,7 mmol/g, 2% kopolymer s divinylbenzenem, Fluka,
2,8 g) byla promyta DMF, vodou, vysuSena ve vakuu a promyta benzenem. K pryskyfici byl
pfidan roztok cezné soli ptipravené z N*~Fmco-N"-Boc-Lys—OH (3,42 g) a Cs,CO; (3,1 g)
michanim obou komponent ve smési DMF-voda, 3 hod a celd smés byla michéna 48 hod pfi
40 °C. Po odstranéni rozpoustédla byl polymerni material s navazanou aminokyselinou promyt

na frit¢ EtOH a DCM a po vysueni bylo 1,67 g pouzito pro postupnou vystavbu peptidového
fetézce.

Ptiklad 2
cyklo(D-His-Trp—Ala-D-Trp—Pre-Lys)

*~Fmoc chranici skupina znavézaného Lys(Boc) podle prikladu 1 byla odtépena
20% piperidinem v DMF (5 + 20 min) a po promyti polymerniho materiadlu DMF, 2—propanolem
a opét DMF byl produkt acylovan postupn& N*-Fmoc derivaty Phe (0,75 g, 2 h), D-Trp (0,46 g,
3 h), Ala(0,57 g, 2 h), Trp (0.38 g, 3 h) a D-His(Boc) (0,42 g, 2 h). Fmoc skupina byla od§tépena
20% piperidinem v DMF a viechny kondenzace probihaly piisobenim DIC v piitomnosti HOBt
v DMF. Castetn& chranény hexapeptid byl posléze odstépen z pryskyfice v prostiedi vodného
0,IM NaOH v MeOH-dioxan (3x50 ml) pfi teplotd mistnosti a od polymerniho materialu
oddélen filtraci a promytim 50 ml DMF, DCM a MeOH. Ziskano 0,52 g surového produktu,
ktery byl cyklizovan plisobenim difenylfosforylazidu v ptitomnosti 1M roztoku K,HPO,. Po
cyklizaci byl produkt ¢istén gelovou filtraci na Sephadexu G-10 a G-25 v 0,2M octové kyseling
a pomoci HPLC. Aminokyselinova analyza: His 0,93, Ala 0,98, Trp 1,72, Phe 1,05, Lys 1,0. Pro
CssHgoN11010 (1056,2) byl zjistén /M+H/" 1057,1. V poslednim stupni byl cyklopeptid rozpustén
ve smési TFA(90)-anisol(5)—ethandithiol(5) s pfidavkem 100 mg indolu a roztok po 1 h odpafen
do sucha za vakua, zbytek extrahovén etherem, rozpu$tén ve 3M octové kyseling a roztok promyt
3x etherem a po zfedéni vodou lyofilizovan. Surovy produkt byl &istén semipreparativni HPLC
v gradientu mobilni faze 50-90% MeOH v 0,05% TFA, 30 min (retenéni &as 5,21 min).

Pro CyHs3sNjOg (856,02) byl stanoven /M+H/" = 857. Aminokyselinova analyza: Lys 1,
Phe 1,03, Trp 1,84, Ala 1,04, His 0,96; Eg,,>* 1,18, Ey,>’ 0,82.

Priklad 3
cyklo(His-D-Trp—Ala-Trp-D-Tic-Lys)

Fmoc-Lys(Boc)-oxymethylenfenyl-resin (0,62 g) byla po odstépeni Fmoc—chréanici skupiny
20% piperidinem v DMF postupné acylovana HOBt estery Fmoc derivati D-Tic (0,6 g, 3 h), Trp
(0,7g, 4h), Ala (0,3 ¢,.2h), D-Trp (0,7 g, 3 h) a His(Boc) (0,73 g, 2 h). Caste&n& chranény
hexapeptid byl odstépen z pryskyfice jako v ptikladu 2 a cyklizovan rovn&z pomoci difenyl-
fosforylazidu v pfitomnosti K,HPO,. Po odstépeni Boc chréanicich skupin jako v ptikladu 2 byl
cyklohexapeptid ¢istén preparativni HPLC za pouziti gradientu mobilni faze 50 az 90% MeOH
v 0,05% TFA, 30 min, s retenénim &asem 5,64. Aminokyselinova analyza: His 0,94, Trp 1,56,
Ala 1,08, Tic 093, Lys 1,0 . Eq,** 1,16, Eys 0,82. Pro CyHsNjOs (868,0) stanoven
/M+H/" = 868,4.
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Priklad 4
cyklo(His—D-Neo-Ala—Trp—D-Phe-Lys)

N°-Fmoc chréanici skupina znavazaného Lys(Boc) byla od§tépena 20% piperidinem v DMF
(5 + 20 min) a po promyti polymerniho materidlu DMF, 2—propanolem a opét DMF byl produkt
acylovéan postupné N°~Fmoc derivaty D-Phe (0,75 g, 2 h), Trp (0,46 g, 3 h), Ala (0,57 g, 2 h),
D-Neo (0,31 g, 2 h) a His(Boc) (0,42 g, 3 h). Fmoc skupina byla odstépena jako v pfedchozich
ptipadech. Viechny kondenzace probihaly piisobenim DIC v pfitomnosti HOBt v DMF. Castené
chranény hexapeptid byl uvolnén z pryskyfice jako v pfikladu 2 a cyklizovan rovnéz pomoci
difenylfosforylazidu v ptitomnosti K,HPO,. Po od3tépeni Boc chrénicich skupin jako v piikladu
2 mél cyklohexapeptid aminokyselinové sloZeni: His 0,94, Neo 0,97, Trp 0,82, Ala 1,08,
Phe 0,93, Lys 1,0 . Eg,™* 1,12, Eyi™" 0,79.

Pro CyHseN1oOs (796,97) byl zjistén /M+H/" = 797. Preparativni HPLC poskytla pfi pouZiti
gradientu mobilni fize 50 az 90% MeOH v 0,05% TFA, 30 min &isty produkt III s retencnim
Casem 6,68.

Priklad 5
N°-Fmoc-N°*~Boc-Lys—2-methoxy—4-alkoxybenzylalkohol-pryskytice

K Sasrin pryskyfici (substituce 0,9 mmol/g, Bachem, 1 g) v DMF byl za michani pfidén aktivni
ester vytvofeny reakci Fmoc-Lys(Boc)-OH (1,15 g) s HOBt (0,76 g) a ,.komplexu® penta-
fluorfenol/DCC (3,74 g) pii 0°C, 30 min a dimethylaminopyridin (30 mg). pH smési bylo
upraveno na 7 pridavkem DIEA (1,2 ml) a po 4 dnech michani pii teplot€ mistnosti byla
pryskyfice s navazanou aminokyselinou odsata na frit€ a promyta 5x 10 ml DMF, EtOH, iPrOH
a MeOH a sugena v exsikétoru do konstantni vahy. VaZzenim (1,24 g) a stanovenim Fmoc skupiny
byla zji§téna substituce 0,57 mmol aminokyseliny na 1g pryskyfice. Nezreagované OH-CH,
skupiny linkeru byly acetylovany smési acetanhydrid (1,3 ml}-DIEA(2 ml)-DCM(8 ml) a po
1 hod pryskytice odsita na frité¢ a promyta 3x 10 ml DCM, iPrOH a DMF. Po odstépeni Fmoc
skupiny 20% piperidinem v DMF a promyti 5x10 ml DMF byl material pfipraven pro postupnou
vystavbu peptidového Fetézce jako v piikladu 1.

Priklad 6

[ I
H—Cys-D-Trp—Ala-Trp-D-Phe-Cys-OH

Do roztoku Fmoc—Cys(Trt}-OH (0,96 g) v DCM (20 ml) a DMF (1 ml) byla za michéni pfi
teploté mistnosti pfiddna chlortritylova pryskyfice (2 g, subst. 1,3 mmol Cl/g, NovaBiochem,
Svycarsko) a po 5 min 0,26 ml a po dalsich 5 min 0,52 m! DIEA. Po 60 min michani byla reakce
stopnuta ptidavkem MeOH (2 ml) a po 10 min rozpoustédlo odfiltrovano a na frit¢ pryskyfice
s navazanou aminokyselinou promyta 3x20 ml DCM, DMF, iPrOH, DMF, iPrOH, MeOH, etheru
a sulena nad KOH v exsikatoru. Véazenim a stanovenim Fmoc skupiny byla zjiSténa substituce
0,54 mmol/g prysky¥ice. Poté byla odstépena Fmoc chranici skupina 5%, resp. 20% piperidinem
ve smé&si DCM/DMF 1:1 (10+15 min) a po 4x promyti DMF byl produkt acylovan postupné
N-Fmoc derivaty D-Phe (0,75 g, 2 h), Trp (0,46 g, 3 h), Ala (0,57 g, 2 h), D-Trp (0,38 g, 3 h)
a Cys(Trt) (0,72 g, 2 h). Fmoc skupina byla od$tépena 20% piperidinem v DMF a v$echny
kondenzace probihaly plisobenim DIC v pfitomnosti HOBt v DMF. Casteéné chranény
hexapeptid byl posléze uvolnén z pryskyfice a sou¢asné uzaviena disulfidova vazba mezi obéma
Cys zbytky pusobenim jodu (0,76 g) ve smési rozpoustédel: AcOH (1,2 ml), TFE (2,4 ml),
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DCM (8,4 ml), 10 min pfi teploté mistnosti. Roztok byl extrahovan 10 ml 0,1% Na,S$,0; do
odbarveni roztoku, ktery byl posléze odpafen a zbytek rozpustén ve 3M AcOH a lyofilizovan.
Surovy produkt byl &istén semipreparativni HPLC v gradientu mobilni faze 5% az 90% ACN
v 0,05% TFA, 30 min (retenéni ¢as 24,3 min) a pro CyuHuNsO;S; (813,0) zjidten /M+H/"
= 813,3. Aminokyselinova analyza: Ala 1, Trp 1,64, Phe 1,03, Cys 2,02.

Zkratky

Zkratky aminokyselin odpovidaji nomenklatufe navrzené IUPAC-IUB (Nomenclature and
Symbolism for Amino Acids and Peptides, Recommendations 1983: Eur. J. Biochem. 138, 9
(1984)). Déle jsou pro chranici skupiny aminokyselin pouzity tyto zkratky: AcOH, octova
kyselina; Boc; terc.butyloxykarbonyl; DCC; N,N—dicyklohexylkarbodiimid; DCM, dichlor-
methan; DIC, N,N-diizopropylkarbodiimid; DIEA, diizopropylethylamin; DMF, dimethyl-
formamid; EtOH, ethanol; Fmoc, fluorenylmethyloxykarbonyl; HOBt, 1-hydroxybenztriazol,
MeOH, methanol; iPrOH, 2—propanol; TFA, trifluoroctové kyselina; Trt, trifenylmethyl.

Primyslova vyuZitelnost

Latky podle vynalezu mohou byt vyuzity vhumanni a veterinrni medicing pii ovlivnéni
imunitniho systému v souvislosti s regulaci funkce nékterych ristovych faktora za ucelem
zpomalovani pochodi uplatiiovanych v procesu starnuti.

PATENTOVE NAROKY

1. Cyklické peptidy stimulujici uvoliiovani riistového hormonu obecného vzorce [

| | (D,

kde A znamen4 zbytky aminokyselin histidinu nebo cysteinu v jejich L nebo D konfiguraci nebo
zbytek 3—merkaptopropionové kyseliny,

B a D znamenaji zbytky aminokyselin tryptofanu, terc.leucinu nebo neopentylglycinu v jejich L
nebo D konfiguraci,

C  znamena zbytek aminokyseliny alaninu v jeho L nebo D konfiguraci,

E znamena zbytky aminokyselin lysinu, fenylalaninu nebo tetrahydroizochinolinkarboxylové
kyseliny v jejich L nebo D konfiguraci,

F  znamena zbytky aminokyselin lysinu nebo cysteinu v jejich L nebo D konfiguraci nebo
zbytek 3—merkaptopropionové kyseliny;

nebo je cyklus tvofen disulfidovou ptipadné thiomethylenovou vazbou mezi postrannimi fetézci
zbytki aminokyseliny cysteinu v jeho L nebo D konfiguraci, pfipadné v kombinaci se zbytkem
3-merkaptopropionové kyseliny.
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2. Zpisob ptipravy cyklopeptidi podle naroku 1 obecného vzorce I, vyznacdujici se
tim, Ze se N°-Fmoc-N-Boc-lysin nebo N®-Fmoc-S-Trt—cystein, pfipadné S—Trt—3—
merkaptopropionova kyselina pfipojené na polymerni nosig postupné kondenzuji s aktivnimi
hydroxybenztriazolovymi estery N*~Fmoc-aminokyselin v pfitomnosti diizopropylethylaminu,
pfiCemZ kondenzaéni reakce se necha probéhnout v syntetickém cyklu za ptidavku dimethyl-
sulfoxidu, N*~Fmoc chréanici skupina se v kazdém kroku syntézy odstépi pisobenim piperidinu
v dimethylformamidu a v zavéretném stupni se hexapeptid po odstépeni z pryskytice
polymerniho nosice pisobenim slabé alkalického ¢inidla s naslednym okyselenim nebo 1% TFA
kyselinou cyklizuje pusobenim difenylfosforylazidu, zatimco hexapeptidy se zbytky amino-
kyseliny cysteinu v jeji L nebo D konfiguraci, ptipadné 3-merkaptopropionové kyseliny se
odStépi z pryskyfice za soudasného uzaviené disulfidové vazby puisobenim jodu ve smési
rozpoustédel AcOH, TFE a DCM.

Konec dokumentu
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