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Vynélez se tykd zplsobu pFipravy cyklickych peptiad,

Charaktc’rnti.ckju strukturnin rysem neurohypofysdrnich hormond e jejich anelogi je
Jejich cyklickd strukturs, kterd md znelny vjeznem z hlediske biologické ¥innosti létek.
Proto bylo nutno vnovet uzevirdnf cyklu zne¥nou pogornost a vyprecovat vhodny zplsob
provéd¥nt cyklize¥ni reakce na modelovych peptidech. Tekto ziskené vysledky mejf potom
dosti obecnou pletnost.

V piipads, Ze cyklizace probfhd za tvorby emidické vezby, je vEtSinou pFiprevovdn
7 ektivn{ ester chréin¥ného peptidu e bezprostfednd pfed kondenzeci je nutno chrdnici sku-
' pinu odstrenit (&s. patent &. 149 028, Sekakibara S., Hese S.: Bull., Chem. Soc. Japan
41, 2816 (1968)), .

Tento zplsod nedovoluje poufitl velmi aktivnich esterd, nebol by tyto nebyly zacho-
vény za podmfnek odSt&peni chrénicfch skupin., Navic pfiprava sktivniho esteru s pouZitim
substituovanych sulfitd (Iselfn B., Schwyzer R.: Helv. Chim. Acte 43, 1760 (1960)) je
pon&rné zdlouhavé a prfiprava vliastniho &inidla pledstevuje del3{ synteticky stupen.

Pouzitl vysoce aktivoveného esteru mé ne druhé stran& vihodu v moZnosti pouZitf
vys81 koncentrace p¥i cyklizeci, nebot intramolekuldrni tvorbe emidické vazby je prakticky
okem#ité. Ddle je moZno snfZit dobu pobytu peptidického materidlu v slkelickém prost¥edi
pPi zvjlené teplotd, coZ je zvldEtd dlleZité u. peptidd obsshujicich eminokyselinové
zbytky citlivé k recemizeci,
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Uvedené problémy Fes{ zplisod pfipravy cyklickych peptidd ze skupiny dipeptida
a% oktepeptidd, cyklizac{ s vytvorenim emidické vazby o s pouZitim ektivniho esteru
protonaci chrénéného peptidu podle vyndlezu, pfi n¥n% se odpovidajfcl ‘peptid s volnou
karboxylovou skupinou a eminoskupinou chréndnou protonac{ pievddi nejprve reakcl 8 1~
~hydroxybsnztriezolem pomoci dicyklohexylkerbodiimidu v pFisludny ektivni N-hydroxy-
benztriazolylester, ktery se pisobenim prostiedi s hodnotou pH 8,0 8% 10,0, s vyhodou
8,6 a% 9,0 podrobl cyklizaci.

P¥i uvedeném zpisobu pripravy se jako prost¥edi s hodnotou pH 8,0 e% 10, 0 pouzivé
metanolického roztoku trietyleminu nebo N-etylpiperidinu.

Zpisob provedeni cyklizece se ddle objeshuje v piikladech provedeni.
Pri{kled
Desmino-1=karbaoxytocin

K roztoku Z-Tyr-Ilg-GlnpAsn-Cya(C3H6000H)-Pro-Lou-Gly-NH2 (2,25 g, chromatogreficky
gisty) v kyselin¥ octové (20 ml) se pFidd roztok 35% bromovodiku v kyselin¥ octové
(20 ml). Po vysrdfeni éterem a vysuSeni se ziskeny hydrobromid oktapeptidamidu rozpusti
ve sm¥si dimetylformemidu (30 ml) e dioxenu (2! ml), roztok se ochledf na 0 %, p#ias
se t=hydroxybenztriaszol (2,98 g) a dicyklohexylkerbodiimid (3,24 g) & v michéni se pokre-
duje 2 h pfi teplots mistnosti.

Poté se suspenze zfiltruje e filtrdt naekepe do sm&si.metenolu (1 000 ml), pyridinu
(50 m1) e trietylaminu (10 ml). Po 2 h sténf p¥i teplotd mistnosti se reakini smds
odpe?{ do suche, odperek se rozpustf v 50% kyselin¥ octové e ¥istf prichodem pfes mole-
kuldrni sito ne bdzi dextranového gelu.

K eluci se pouije 50% kyseline octovd. Lyofilizsci eludtu se ziskd 1,4 g produktu,
ktery se &isti kapalinovou chrometografif ne kolon¥ modifikoveného silikegelu C, g (800 g)
pomoci mobilni féze obsehujfci 50 % obj. metsnolu a 50 % obj. 0,2% kyseliny trifluoroctové,
Odpefenim a lyofilizeci se z{skd 0,416 g (20 % teorie) deemino-1-karbeoxytocinu. fistota
14tky byle ovdfene kspelinovou chrometogrefif (2 systémy) & chrometografii na tenké vrstve
(4 systémy).

Pro C44H67N110125 4 H 0 (1 046, 2)
vypo¥teno: 50,52 % C, 7,23 %-H, 14,73%N;
nelezeno: 50,58 % C, 6,94 ¥ H, 14,68 %N,

Aminokyselinovd snelyza: Asp 1,00, Glu 0,97, Pro 0,99, Cys(c3H60000H) 1,02, Gly 1,00,
Ile 0,96, Leu 0,99, Tyr 0,98,

Pr{kled 2
(2-0-metyltyrosin)deamino~t-karbaoxytocin

K roztoku Nps-'l‘yr(Me)-Ile-Gln-Asn—Cys(03H6COOOH)-Pro-Leu-Gly-NH2 (17,4 g, chromsto-
greficky &isty) v dimetylformamidu (180 wl) se pFidd roztok 2N chlorovodfku v eteru
(50 ml). Po 15 minutéch sténi p¥i teplot¥ mfstnosti se vysrdii vznikly hydrochlorid
oktapeptidemidu éterem, vysuSf a rozpustf ve sm¥si dimetylformemidu (240 ml) e dioxsnu
(150 ml). Po ochlazenf na 0 °C se pFidd 1-hydroxybenztriszol (2! g) & dicyklohexylksrbodi- -
imid (23,1 g) e reskin{ sm&s se michd 2 h pri teplot¥ mistnosti. Poté se zfiltruje
a filtrét se nakape do sm&si metsnolu (4 000 ml) e trietyleminu (35 ml) za mfchéni.
Po 2 h sténi pfi teplot§ mistnosti se reekini sm¥s odpefl do suchs, odperek rozpusti
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v 50% kyselind octové a &istf ne kolon¥ molekaldrniho sfts (4 000 ml), s pouzitim 50%
kyseliny octové Jjuko eludniho &inidls, Lyofilizesci eludtu se ziskd 9,3 g produktu, ktery
se &ist{ kapalinovou chromatografif ne kolong& medifikovaného silikagelu (C,g) (500 g)
pomoci mobiln{ féze obsshujici 50 % obj. metenolu = 50 % obj. 0,2% kyseliny trifluoroctové.
Odpefenfm 2 lyofilizec{ se zfské 3,38 g (22 % teorie) (2-0-metyltyrosin)desmino-i-karba-
oxytocinu: (u)2 = -74,30% (¢ = 0,2; 1N kyselina octovd). Yistota ldtky byls oviFens
kapalinovou cheratografii (2 systémy) e chromatogrefii na tenké vrstv¥ (4 systémy).

Pro C45H69N110128'2 H20 (1 024,1):

vypodteno: 52,78 % C, 6,99 % H, 15,05 % Nj
nalezeno: 52,50 $ C, 6,93 % H, 15,29 % N,

Aminokyselinové snalyza: Asp 0,96, Glu 1,02, Pro 1,01, Gly 0,98, Cys (C3H6000H) 0,93,
Ile 1,00, Leu 1,03, Tyr 0,98. ) :

P¥fklad 3
(2-p-metylfenylalanin)desmino-6-kerbaoxytocin

a) K roztoku Npg-Phe(Me)-Ile—Gln—Asn-HCy(CZH4COOH)-Pro-Léu-Gly-NH2 (200 mg)
v dimetylformamidu (5 ml) se p¥idé roztok 3,6 N chlorovodfku v dteru (0,5 ml)., Po 7 mi-"
nutéch stdn? pHi teplot® mfstnosti se vznikly hydrochlorid oktapeptidemidu vysréii éterem,
vysudf @ rozpusti ve sm¥si dimetylformemidu (3 ml) e dioxenu (1,8 ml). Po ochlazeni
na 0 °C se pridé 1-hydroxybenztriazol (24! mg) a dicyklohexylkerbodiimid (265 mg) a reskéni
sm&s se michd 2 h p¥i teplotd mistnosti.

Zfiltruje se e filtrdt se nekepe do sm¥si metenolu (200 ml) a N-etylpiperidinu,
kterého se pPidd tolik, aby pH smdsi bylo piibli%n& 8,5 (asi 0,6 ml), Po 2 h zeh#{vén{
na 60 °C se reek&nf sm&s odpa¥{ na maly objem, vysrdii éterem 8 produkt se vysu3i. Pre-
perativni chromatogrefii na kolon¥ modifikovaného silikagelu (C;g) (50 x 0,9 cm) v systému
55 % obj. metanolu a 45 % vody se ziskd 31 mg (17 % teorie) (2-p-metylfenylalanin)deamino-
~-6-karbaoxytocinu. Jistota ldtky byls ov&fena analogicky jsko v p¥ikladu 1.

Pro 045H69N11011S.4 H20 (1 044):

vypodteno: 51,76 % ¢, 7,43 % H, 14,75 % N;
nalezeno: 51,89 % C, 7,15 %H, 14,73 % N.

Aminockyselinové analyze: Asp 1,03,VGlu 1,01, Pro 0,94, Gly 1,00, Ile 0,96, Leu 1,05,
Phe(Me) 1,08 HCy(C,H,COOH) 0,90.

b) Cyklizace byla provedena jako v pfedchozim odstavei, a% ne to, Ze roztok aktivnfho
esteru byl vnesen do 200 ml pyridinu. Stejnym zplsobem zpracovéni a ¥ijt¥ni Jjeko vy3Se se
ziskd 18 mg (10 % teorie) létky stejné jeko postupem 2).
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Prilikled 4

(2-fenylelenin)deamino~6-karbeoxytocin

Nps-Phe-Ile—Gln—Asn-HCy(02H4GOOH)-Pro-Leu-Gly-NHz (200 mg) se zpracuje zpisobem
popsenym v p¥{kledu 3a). $ist&nim preparetivn{ chromatografif{ na kolond modifikoveného
silikegelu (C;g) (50 x 0,9 cm) .v systému 50 % obj. metanolu a 50 % obj. vody se ziskd
29 mg (16 % teorie) Z4daného produktu, jeho% ¥istota e enslytické hodnoty byly prokd-
zény vy¥e popsanymi metodemi.

Pro 044H67N11011S.2 Hy0 (994,2):

vypodteno: 53,15%C, 7,20 % H, 15,50 % N;
nalezeno: 52,90 ¥ ¢, 6,95 % H, 15,26 % N,

Aminokyselinovéd enelyza: Asp 0,96, Glu 1,01, Pro 1,02, Gly 0,97, Ile 0,97, Leu 1,06,
Phe 1,01, HCy(02H4COOH) 1,01,

Pr{klad 5
Deamino-6-karbaoxytocin

Z Nps-’l‘yr-Ile-Gln-Aan-HCy(02H4CJOH)-Pro-Leu-Gly-NH2 (200 mg) se chrénic{ skupins
odstranf zplisobem popsenym v p¥ikledu 3e). Hydrochlorid oktapeptidemidu se rozpustf
v dimetylformemidu (4 ml), ochledi ne 0 °C, pridd 1-hydroxybenztriazol (241 mg) a dicyklo-
hexylkarbodiimid (265 mg). Po 2,5 h mfchénf p¥i teplotd mistnosti se suspenze zfiltruje do
sm&si metanolu (200 ml) a N-etylpiperidinu (0,45 ml; pH 8,5). Po 1 h zeh¥{vdnf na 50 °C
se roztok zpraéuje stejnd Jsko v pifkladu 3a). .

31¥t¥nim preperativni chromatogrefif jeko v p¥fkledu 4, sle v systému 40 % obj. :
metanolu & 60 % obj. vody se zi{skd 36 mg (20 % teorie) desmino-6-kerbaoxytocinu, jeho%
distota s identite byle ovifens vy¥e popsanymi metodemi.

Pro C44H67N‘10125.4 H20 (1 046):

vypo&teno: 50,52 % C, 7,23 %H, 14,73 % N;
nalezeno: 50,38 % C, 7,11 % H, 14,58 % N,

Aminokyselinovéd enelyza: Asp 1,01, Glu 0,96, Fro 1,04, Gly 0,98, Ile !,00, HCy(02H4COOH)
0,96, Leu 1,03, Tyr 0,97.

i
|

Pr{iklad 6
Cyklo(fenylalanyl-glycyl)

Glycyl-fenylelenin (0,53 g) se rozpust{ ve 2,4 N chlorovodfku v metenolu (15 ml),
ihned se odpai{, vysrdii{ éterem s vysu3f. Vznikly hydrochlorid dipeptidu se rozpustf ve
snési dimetylformemidu (10 ml) e dioxenu (5 ml), Po ochlezenf ne 0 °C se ptidéd 1-hydroxy-
benztriszol (1,28 g) & dicyklohexylksrbodiimid (0,75 g) e reok®nf smds se mfchd 2 h
pFi teplot® mistnosti. Suspenze se zfiltruje = filtrdt nekspe do sm¥si metanolu (250 ml)
&8 N-etylpiperidinu, kterdho se pridd tolik, eby pH sm¥si bylo pPiblizn¥ 8,5, Roztok se
miché 20 h p¥i teplot® mfstnostil, poté se zeshusti a vysrdi{ éterem, Z{skeny produkt (0,37 g)
se pPedisti preparstivni kapelinovou chromatogrefii vy3e popsanym zplsobem. Z{skd se
159,17 mg (33 % teorie) produktu s t. t. 263 e% 265 °c,
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Pro C, H N0, (204,3):
vypoéteno: 64,61 % C, 5,87 % H, 13,7t % N;
nelezeno: 64,30 $ C, 5,98 % H, 13,42 % N,

P*{ikled 7
Cyklo(Na-tosyllysyl-glycyl)

Hydrobromid Ne-tosyllysyl-glycinu (438,3 mg) se cyklizuje zpisobem popsenym v piikle-
du 6, PPedist¥nim preperativnf kepalinovou chromestogrefif se ziské 190 mg (56 % teorie)

produktu s t., t. 184 8% 185 .
Pro 015H21N304S (339,42):

vypodteno: 53,08 % C 6,24 % H, 12,37 % N;
nelezeno: 52,95 % C, 0,34 $H, 12,19 % N,

PREDMET VYNKLEZU

. Zptsob pfipravy cyklickych peptidd ze skupiny dipeptidd eZ oktapeptidd, cyklizaci
s vytvorenim emidické vézby a s pouZitim sktivniho esteru protonaci chrén&ného peptidu,
.vyzna¥ujici se tim, Ze se odpovidajici peptid s volnou karboxylovou skupinou @ emino-
skupinou chréngnou protonaci pfevdd{ nejprve reakci s 1-hydroxybenztriazolem pomoci
dicyklohexylkarbodiimidu v p*{sludny sktivni N-hydroxybenztriazolylester, ktery se pi-
so?enim prost#edi s hodnotou pH 8,0 #% 10,0, s vyhodou 8,6 a% 9,0 podrobf cyklizaci.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznadujfci se tim, Ze se jeko prostfed{ s hodnotou pH 8,0
8% 10,0 pouZivd metanolického roztoku trietylaminu nebo N-etylpiperidinu.
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