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(57) Anotace:

X-Tyr(OY)-D- Ala -Gly-Phe-Leu-ArgOH(Z), kde
X znamena fenylacetyl nebo terc. butyloxy-
karbonyl; Y je vodik v pfipadé, ze Z je 4-(O-
beta-D-galaktopyranosyl-D-deoxy-1-N-amin
oglucitol (latky I, II) nebo thiogalaktosyl,
jestlize Z je vodik (latky I1I, IV). Latky obecné-
ho vzorce I se pfipravi tak, Ze na N-chran&né
analogy dalarginu se plisobi redukujicim cuk-
rem v pritomnosti kyanborohydridu sodného
(latky I a II) nebo chlorethylthiogalaktopyra-
nosidem (latky I1I a IV).
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Glykosylované N-chranéné analogy dalarginu a zpusob jejich
pripravy

Oblast techniky
Vynalez se tyka glykosylovanych N-chranénych analogti

dalarginu a zpusobu jejich pfipravy.

Dosavadni stav techniky

Funk¢ni skupiny dalarginu jako hydroxyl tyrosinu, jeho
koncovd amino skupina a quanidylova skupina argininu jsou
cilem glykosylacnich modifikaci. MoZnosti modifikace
dalarginu cukernymi zbytky nejsou zdaleka vyCerpany a to
nejen s ohledem na pfitomnost karboxylu (§.Horvat ef. al.
Helv.Chim.Acta 74, 951~955, 1991) a jeho modifikace glykosidy
¢i inserci aminokyseliny s dalsi modifikovatelnou funk&ni
skupinou do  phvodni struktury peptidu (R.Polt et al.
J.Amer.Chem. Soc. 114, 10249- 1992). PouzZitim reduktivni
aminace, pfistupu ktery je zacilen na modifikace NH, &i NH
skupiny v guanidylové skupiné argininu se sice nezmensuje
pocet moZnych produktd na ( ve srovnani s glykosylaci
provedenou v dalarginu s halogenalkylthioglykosidem), dva
monoglykosylované a jeden diglykosylovany a ani separace
Jednotlivych produktd nemusi byt predevéim po preparativni
strance jednoduchou zdleZitosti. Ve Shaze po jednoznadénosti
reakce  byly autory pripraveny dva N-chranéné analogy
dalarginu, Boc-dalargin a Pac-dalargin. Boc-
(Benzyloxykarbonyl) a Pac (Fenylacetyl)-derivéty dalarginu
Uéinné blokuji primirni amino skupinu tyrosinu a  jsou
odstranitelné za ruznych podminek, kyselinou
trifluorvodikovou skupina Boc 4 enzymové katalysovanou

_hydrolysou (penicilinamidohydrolasa) skupina Pac
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z tyrosinu. Tento prFistup davda moznost p¥ipravy derivata
dalarginu glykosylovanych ‘na guanidylové skupiné argininu
vV posici 6.

Podstata vynalezu

Predmétem vynilezu jsou glykosylovane N-chranéné analogy
dalarginu obecného vzorce I

19)'4 Z
1 i
X-Tyr-D-Ala~Gly-Phe-Leu-ArgOH (I)

kde X znamena fenylacetyl nebo terc.butyloxykarbonyl;

Y Je vodik v p¥ipadé, e Z je
4- (O-beta-D-galaktopyranosyl -D-deoxy-1 -N-amlnogluc1tol

(latky I,II), nebo thiogalaktosyl, jestlize Z je vodik (latky
ITI, IV).

Latky obecného vzorce T se pfipravi tak, Ze se na N-chrénéné

analogy dalarginu plisobi redukujicim cukrem v p#itomnosti

kyanborohydridu sodného (latky I a II) nebo
chloroethylthlogalaktopyranos1dem (latky III a 1V).

S vyhodou se latky I a II ptipravi tak, 2e na Pac dalargin,

prekursor 1latky I, &i na Boc dalargin, prekursor latky II,
rozpusténé v koncentraci 1-20 nM (v 50% EtOH) v pufru o

neutralnim pH se pisobi redukujicim cukrem (10-50 mg/ml) v

pfitomnosti kyanborohydridu scdného (10 mg/ml) pri 37% po

dobu 24 hodin. Po ukondeni glykosylace se reakce zastavi

okyselenim, napriklad 50% kyseliqdu octovou. Latky 1III a IV

se pripravi tak, Ze na prekursory Fenylacetyl- ¢&j

terc. butyloxykarbonyl dalargin se plsobi
chloroethylthlogalaktopyranos1dem Isolace reakénich produkth

se provadi s vyhodou separaci na molekulovém sité.




£
Lemil

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1.

N-Fenylacetyl dalargin (5mg) byl rozpustén v 1 ml
fysiologického roztoku obsahujiciho 50% EtOH 0,05
M Na~-fosfat, pH 7,5. K roztoku bylo priddno 30 mg laktosy
a 10 mg kyanborohydridu sodného. Smés byla ponechdna 24 hod
pri 37°¢ a reakce poté zastavena okyselenim 50% kys. octovou.
Reakéni smés byla délena na koloné Biogelu P-2 (1,5 x 45cn),
ktery byl v rovnovaze s 0,05M NH4HCO;. Kolona byla eluovana
stejnym roztokem kyselého uhli¢itanu amonného rychlosti 8
ml/hod, frakce byly jimdny po 2 ml.Béhem eluce byla
monitorovéana pfitomnost peptidd (280 nm) a volného cukru
(Dubois et al. Anal.Chem. 18, 350, 1956). Glykosylované
derivaty dalarginu byly separovany HPLC a jejich pfitomnost
sledovdna hmotovou spektroskopii, kapilérni éiektroforesou
a biol. testem GPI.: -

Priklad 2. _
N-terc.butyloxykarbonyl dalargin (5 mg) byl  zpracovan
postupem uvedenym v prikladé 1. Separacni a analytické
methody byly identické s prikladem 1.

Priklad 3.

N-Fenylacetyl dalargin (5 mg) byl rozpustén ve 2

ml 0,1 M NaHCO, (obsahujicim 50% EtOH) a smichdn se 2 ml
roztoku 2-chloroethyl 1-thio-B-D-galaktopyranosidu (50 mg ve
2ml o,1 M NaHCO; ) a reakéni smé&s ponechéina inkubovat pri
37° C'po 18 hodin. Po skondeni inkubace bylo pH roztoku
upraveno pridanim pevného NaHCO; na hodnotu 6,0. Reakéni smés
byla délena a analysovéna, jak je uvedeno v prikladé 1.
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Priklad 4.

N-terc.butyloxykarbonyl dalargin (5 mg) byl Zpracovan jak je
uvedeno v prikladé 3.

Prﬁmvslové vyuzZitelnost

Latky podle vynalezu lze vyuZit v zakladnim vyzkumu, ve
farmaceutickém pramyslu a ve zdravotnictvi.
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Patentové narok Y

f1 .
W 1. Glykosylované N-chranéné analogy dalarginu obecného vzorce I,
o ;
X-Tyf-D-Ala—Gly—Phe—Leu—ArgOH (1)

kde X znamen& fenylacetyl nebo terc. butyloxykarbonyl,

Y je vodik v pripadé, e Z je

4~ (O-beta- D-galaktopyranosyd}D deoxy-1 -N-amlnoglu01tol
(latky I,II), nebo thiogalaktosyl, jestlize z je vodik (latky .
ITI, 1IV). '

2. Zpusob pripravy glykosylovanych N- chranénych analogu
dalarginu podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Z2e na
N—chrénéné analogy dalarginu se pisobi redukujicim cukrem v
pritomnosti kyanborohydridu sodného (la&tky I a 1II) nebo
chloroethylthlogalaktopyranos1dem (latky IIT a 1IV).
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