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1 2

Predmeétem vynalezu je zptsob déleni D
a L isomeril analogli oxytocinu obsahujicich
nepiirozenou aminokyselinu v poloze 2.

Analogy tohoto typu jsou pfedmétem né-
kolika ¢s. autorskych osvédgeni OA {islo
216 722, AO &islo 226 923} a maji vyznamny
natriureticky t¢inek, pokud obsahujl v po-
loze 2 aminokyselinu o konfiguraci L, pPi-
padné jsou G€innymi inhibitory uterotonic-
kého ufinku oxytocinu, pokud je aminoky-
selina v poloze 2 konfigurace D.

Tyto analogy se zatim pripravuji postupnou
vystavbou peptldmkeho Petézce ndslednou
cyklizaci, a to bud pfes stadiuin aktivniho
esteru w-karboxylu modifikovaného cystei-
nového zbytku (u karba-analogt ), ktery rea-

R4
' 5

guje s w-aminoskupinou aminokyseliny v po-
loze 2 za tvorby peptidické vazby, nebo (v
pripadé analogli obsahujicich disulficky
mustek) oxidaci sulfhydrylovych skupin
vzniklych po odstranéni chrénicich skupin
ze siry cysteinu. Dosud byla pFiprava té&ch-
to analogli provddéna s opticky Cistou ne-
pfirozenou aminokyselinou, kterd musela byt
ziskdna resoluci, nap¥. s vyuZitim enzymi
[viz nap¥. Zhuze A. L. a kol.: Collect. Czech.
Chem. Commun. 29, 2648 (1964), AO éislo
228 431].

Tuto nevyhodu odstraiiuje zplsob podle
vyndlezu, jehoZ podstatou je, Ze se D a L
isomery analogdl oxytocinu obecného vzorce
1
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kde

R! a R? je H nebo CHs, R3 je H nebo NHz,
R¢ je H, OH, alkyl o 1 aZ 3 uhlicich nebo
alkoxyl s jednim a#% dvéma uhliky, RS je
S—S, S—CHz nebo CHz—S a konfigurace
aminoskupiny v poloze 2 oznafené
je D nebo L, d&li pomoci vysokotlaké
chromatografie na koloné silikagelu se za-
kotvenymi oktadecylovymi Pet&zci na obra-
cené fazi v soustavé methanol nebo tetra-
hydrofuran jako organické rozpou$tédlo a
0,1 % obj. kyselina trifluoroctova nebo 0,05
M octan amonny o pH 7 jako vodny puir.

Zptisob dg&leni diastereoizomerd je dale
objasnén v nésledujicich pfikladech prove-
deni. SloZeni mobilni fdze je vyjddieno v
objemovych procentech.

Pr¥iklad 1

(2-D- a L-fenylalanin)deamino-6-karba-oxy-
tocin

o-Nitrobenzensulfenyl-D, L-fenyl-

alanyl-isoleucyl-glutaminyl-asparaginyl-S-
-(w-karboxyethyl )homocysteinyl-prolyl-leu-
cyl-glycinamid (200 mg) byl pFeveden na
aktivni ester a cyklizovdn obvyklym zpd-
sobem (AO &. 226 923). Cast smési diaste-
reoizomernich peptiddt (100 mg) byla roz-
pudténa ve 4 ml methanolu a 7 ml vody,
roztok byl prefiltrovdn a nanesen na kolonu
silikagelu se zakotvenymi oktadecylovymi
Fetdzci (Partisilu ODS-2) o rozmérech 50X
X 0,9 cm a eluce byla provedena smé&si 56 %
methanolu a 44 % 0,1% Kkyseliny trifluor-
octové. Byly ziskdny dvé frakce obsahujicl
peptidicky materidl, tyto byly zahuStény ve
vakuu a lyofilizovany. Bylo ziskdno 12,3 mg
latky o k' ='4,9, kterd byla totoZnd se stan-
dardem analogu obsahujicim L-fenylalanin
(OA & 216722) a 13 mg latky o k' = 6,5,
ktera byla totoZnd se standardem latky ob-
sahujici D-fenylalanin (AO €. 226 923).

P¥iklad 2

(2-D- a L-O-ethyltyrosin)deamino-6-karba-
oxytocin

o-Nitrobenzylsulfenyl-D, L-O-ethyltyrosyl-
-isoleucyl-glutaminyl-asparaginyl-S-
-(8-karboxyethylJhomocysteinyl-prolyl-leu-
cyl-glycinamid (100 mg) byl cyklizovén stej-
né jako v prikladu 1 a dé&leni diastereoizo-
meérd bylo provedeno na stejné koloné€ s po-
uZitim mobilni fdze obsahujici 55 % metha-
nolu a 45 % 0,1% kyseliny trifluoroctové.
Po zahu$téni a lyofilizaci bylo ziskdno 10,7
miligramu latky obsahujici L-O-ethyltyrosin
(k' ='8,0) a 11,6 mg latky obsahujici D-O-
-ethyltyrosin (k' ='10,1). Oba analogy byly
shodné se standardy.

Priklad 3

(2-D- a L-p-methylfenylanilin)deamino-6-
-karba-oxytocin

o-Nitrobenzylsulfenyl-D, L-p-methylfenyl-
alanyl-isoleucyl-glutaminyl-asparaginyl-S-
-(8-karboxyethyl Jhomocysteinyl-prolyl-leu-
cyl-glycinamid (200 mg) byl cyklizovan
stejné jako v prikladu 1 a déleni &4sti pro-
duktu bylo provedeno na stejné kolon& s
pouzitim mobilni faze obsahujici 60 % me-
thanolu a 40 % vody. Po zahu$téni a lyo-
filizaci bylo ziskdno 12,6 mg latky obsahu-
jici L-p-methylfenylalanin (k' ='5,7) a 13,7
miligramu analogu obsahujiciho D-p-methyl-
fenylalanin (k' = 7,6). Ob& latky byly totoz-
né se standardy.

Priklad 4

(2-D- a L-p-ethylfenylalanin)deamino-6-
-karba-oxytocin

o-Nitrobenzensulfenyl-D, L-p-ethylfenyl-
alanyl-isoleucyl-glutaminylasparaginyl-S-
-(8-karboxyethyl Jhomocysteinyl-prolyl-
-leucylglycinamid (200 mg) byl cykli-
zovan stejng jako v piPikladu 1 a dé&leni
t4sti diastereoizomer®t (100 mg) bylo pro-
vedeno na stejné kolon& s pouZitim mobilni
t4ze obsahujici 70 % methanolu a 30 %
0,1% kyseliny trifluoroctové. Po zahu$téni a
lyofilizaci bylo ziskdno 18,3 mg latky obsa-
hujici L-p-ethylfenylalanin (k* =' 6,18) a
17,6 mg latky obsahujici D-p-ethylienylala-
nin (k° =' 8,48). Oba analogy byly totoZné
se standardy.

Pfiklad 5

(2-D- a L-p-methylfenylalanin)deamino-I-
-karba-oxytocin

o-Nitrobenzensulfenyl-D, L-tyrosyl-isoleu-
cyl-glutaminyl-asparaginyl-S- (y-karboxy-
propyl)cysteinyl-prolyli-leucyl-glycinamid
(100 mg) byl cyklizovan stejné jako v pri-
kladu 1 a dé&leni diastereoizoméril bylo pro-
vedeno na stejné koloné& s pouZitim mobilni
faze obsahujici 12 9% tetrahydrofuranu a
88 % 05 M octanu amonného o pH 7. Po
zahudténi a lyofilizaci bylo ziskdno 12,1 mg
l4tky obsahujici L-tyrosin (k' = 17,2) a 11
miligrami 14tky obsahujici D-tyrosin. Obé&
latky byly totoZné se standardy [JoSt K.:
Collect. Czech. Chem. Commun. 36, 218
(1971) a Lebl M.: nepublikované vysledky].

Prfiklad 6

(2-D- a L-p-ethylfenylalanin)deamino-
-oxytocin
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Z S-benzylmerkaptopropionyl-D, L-p-ethyl-
fenylalanyl~isoleucyl—glutaminyl—asparagi—
nyl-S-benzylcysteinyl-prolyl-leucyl-glycin-
amidu (100 mg) byly chranici skupiny od-
Stépeny sodikem v kapalném amoniaku a
oxidaéni cyklizace byla provedena obvyk-
lym zpiisobem (AO &. 226 923). Diastereo-
izomeéry byly déleny na stejné kolon& jako
v prikladu 1 s pouZitim mobilni fédze obsa-
hujici 65 % methanolu a 35 9% 0,1% ky-
seliny trifluoroctové. Po zahu$téni a lyofili-
zaci bylo ziskdno 16,2 mg latky obsahujici
L-p-ethylfenylalanin (k' = 10,2) a 15,3 mg
latky obsahujici D-p-ethylfenylalanin (k‘ ='
='15,9). Ob& latky byly totoZné s analogy
pripravenymi s pouZitim opticky &isté ami-
nokyseliny.

Pfiklad 7
(2-D- a L-p-ethylfenylalanin )oxytocin

Ne-benzyloxykarbonyl-S-benzylcysteinyl-
-D, L-p-ethylfenylalanyl-isoleucyl-glutami-
nyl-asparaginyl-S-benzylcysteinyl-prolyl-leu-
cyl-glycinamid (100 mg) byl cyklizovén stej-
né jako v pfikladu 6 a déleni diastereoizo-
meérd bylo provedeno na stejné koloné s po-
uZitim mobilni fdze obsahujici 60 % metha-

6

nolu a 40 % 0,06 M octanu amonného o
pH 7. Po zahuSténi a lyofilizaci bylo ziskdno
8,2 mg latky obsahujici D-p-ethylfenylalanin
(k' ='11,6) a 7,9 mg latky obsahujici D-p-
-ethylfenylalanin (k' == 23,3). Ob& latky
byly totoZné se standardy. [Zhuze A. L. a
kol.: Collect. Czech. Chem. Commun. 289,
(1964)].

PFiklad 8

(1-Penicilamin-, 2-D a L-p-ethylfenylalanin)-
oxytocin

N-Benzyloxykarbonyl-S-benzylpenicilami-
nyl-D, L-p-ethylfenylalanin-isoleucyl-gluta-
minyl-asparaginyl-S-benzylcysteinyl-prolyl-
-leucyl-glycinamid (200 mg) byl cyklizovan
stejné jako v prikladu 6 a &&st (100 mg)
diastereoizomersi byla délena na stejné ko-
long s pouZitim mobilni fdze obsahujici 65
procent methanolu a 35 % 0,05 M octanu
amonného pH 7. Po zahu3téni a lyofilizaci
bylo ziské&no 7,2 mg latky obsahujici L-p-
-ethylfenylalanin (k* = 8,05) a 7,4 mg latky
obsahujici D-p-ethylfenylalanin (k‘ ='13,8).
Obé latky byly totoZné s analogy pfriprave-
nymi s pouZitim opticky ¢&istych aminoky-
selin.

PREDMET VYNALEZU

Zplsob déleni D a L isomerd analogfi oxytocinu obecného vzorce I
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R 4
kde

Rl a R? je H nebo CH3, R’ je H nebo NHz,
R¢ je H, OH, alkyl o 1 a# 3 uhlicich nebo
alkoxyl s jednim aZ dvéma uhliky, RS je
S—S, S—CH2 nebo CH2—S a konfigurace
aminoskupiny v poloze 2 je oznafené *
je D nebo L, vyznadeny tim, %e smés
analoglt obecného vzorce 1 majicich v

(1

poloze 2 racemickou aminokyselinu, se
déli pomoci vysokotlaké chromatografie na
kolon& silikagelu se zakotvenymi oktade-
cylovymi Fetézci na obrédcené fazi v sousta-
vé methanol nebo tetrahydrofuran jako or-
ganické rozpoustédlo a 0,1 % obj. kyselina
trifluoroctovd nebo 0,05 M octan amonny
o pH 7 jako vodny pufr.



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

