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Predmé&tem vyndlezu je zplisob vyroby pep-
tidtt s antagonistickym G&inkem viaé&d anti-
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diuretickému piisobeni
obecného vzorce

argininvasopresinu,

5 6. ¥ 8 §

CHyCO~X~Phe -Val- Asn-Cy-W-Z - Gly-NH,

)

ve kterém

X znadf Tyr-X’, Tyr- je D- nebd L-, X* zna&i
methylovou, ethylovou, n-propylovou, isopro-
pylovou nebo butylovou skupinu,

W znati Pro nebo A3-Pro a

Z znaé&i L- nebo D-Arg.

Sloudeniny, kde X znad&i D-Tyr(X‘) a X'
zna¢i vodik nebo X znaéi D-Phe, D-Val, D-
-Leuw, D-Ile, D-Arg, D-norvalin, D-norleucin,
D-cyklohexylalanin, D-¢-aminomédselnou ky-
selinu, D-theronin nebo D-methionin, W- zna-
&1 Pro a Z- znadi D- nebo L-Arg, plsobi rov-
né% jako antagonisté antidiuretické d&innos-
ti argininvasopresinu. P#ibuzné sloudeniny,
kde X‘ zna&i vodik, methylovou nebo ethy-
lovou skupinu, W zna&i Pro a Val- v poloze
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4 je nahrazen Gln- maji antivasopresoricky
Gfinek proti arginin vasopresinu.

Vynédlez se tyka zpfisobu vyroby novych
peptiddl, které antagonizuji antidiuretické a/
/nebo vasopresorické plisobeni argininvaso-
presinu in vivo.

Pokusy nalézt klinicky pouZitelné synte-
tické antagonisty s antidiuretickou a/nebo
vasopresorickym u€inkem in vivo proti argi-
ninvasopresinu, antidiuretickému hormonu
(ADH), vedly k syntéze a farmakologickému
hodnoceni stovek analogll neurohypofyzil-
nich peptidd, oxytocinu a vasopresinu.

Analoga, kterd mohou efektivn& antagoni-
zovat in vivo vasopresorickou reakci na ADH,
jsou uvedena v pracich, jejichZ autorem je
Dyckes se spol., v tasopise:
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J. Med. Chem., roé¢. 17 (1974), str. 250;
Manningem se spol.,

J. Med. Chem., roc¢. 20 (1977), str. 1228;
Bankowskim se spol.,

J. Med. Chem., roé&. (1978}, str. 850; Krus-
zynskim se spol.,

J. Med. Chem., ro€¢. 23 (1980}, str. 364 a
Lowbridgem se spol.,

J. Med. Chem., rog. 21 (1978), str. 313,
na které se zde odkazuje.

Kruszynski se spol. uvedl, Ze [-~[g-merkap-
to-g,8-cyklopentamethylenpropionové kyseli-
na), 2-(0-methyl -tyrosinjargininvasopresin
a (1-g-merkapto-g,8-cyklopentamethylenpro-
pionovéa kyselinal-argininvasopresin jsou Uu-
¢innymi vasopresorickymi antagonisty, které
maji rovnéZ velice nizkou antidiuretickou
tcinnost.

Manning se spol. (1977) popsal syntézu
[1-desaminopeniciliamin, 4-valin, 8-D-argi-
nin]vasopresinu a Lowbridge se spol. synté-
zu [1-(g-merkapto-g8,8-cyklopentamethylen-
propionova kyselina, 4-valin, 8-D-arginin]-
vasopresinu. Ob& tyto sloufeniny maji sla-
bou antidiuretickou tfinnost a jsou mohut-
nymj antagonisty vasopresorické reakce AVP.

Analoga vasopresinu nebo oxytocinu, kte-
ra antagonizuji antidiuretickou reakci ADH
byla popsédna Chanem se spol., Science, sv.
161 (1968), str. 280 a J. Pharmacol. Exp.
Ther., sv. 174 (1970), str. 541 a sv. 196
(1976), str. 746; Nestorem se spol,, J. Med.
Chem. sv. 18 (1975}, str. 1022 a Larssonem
se spol.,, J. Med. Chem. sv. 21 (1978}, str.
746, na které je zde odkazovdno. Zadnd z
uvedenych slou€enin nebyla farmakologicky
nebo klinicky pouZitelnd jako antidiuretic-
ky antagonista.

Syntéza a hodnoceni vasopresinovych ana-
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%:Hz— CO~X-Phe-Y-

4

log, zahrnujicich tyrosin etherifikovany v
poloze 2, valin v poloze 4 a D- nebo L-Arg
v. poloze 8, které antagonizuji antidiuretic-
kou aéinnost ADH in vivo, byla popsédna Sa-
wyerem se spol., Science, sv. 212 (1981),
str. 49 a Manningem se spol., J. Med. Chem.,
sv. 24 (1981), str. 701, na které je zde od-
kazovéno. '

Syntetické vasopresiny byly uvedeny v né-
sledujicich americkych patentovy spisech €.

3371080 Boissonnas se spol.,,
3415805 Siedel se spol,,
3418 307 Boissonnas se spol.,
3454549 Boissonnas se spol.,
3497 491 Zaoral,

4148787 Mulder se spol.

V US patentu ¢. 3 371080 Boissonnas a
kolektiv uvadéji, Ze 2-fenylalanin-8-ornitin-
vasopresin mé vasokonstrikéni Gfinek ekvi-
valentni pfrirozenym vasopresiniim, avSak
nizkou antidiuretickou Géinnost. Zbyvajici
odkazy popisuji syntetické vasopresiny s vy-
sokou nebo relativné specifickou antidiure-
tickou ufinnosti.

Syntetické modifikace cxytocinu jsou po-
psdny Manningem v americkych patentovych
spisech &. 3 691 147 a 3 700 652.

Je tudiZ zFejmé, Ze existuje trvald potfe-
ba vyvoje farmakologicky a klinicky Gdin-
nych antagonistit antidiuretického G&inku
argininvasopresinu.
~ Ukolem vynélezu je ziskat antagonisty an-
tidiuretického d€inku ADH, které jsou u&in-
né in vivo. Dal8im ukolem je ziskat antago-
nisty vasopresorické uéinnosti ADH, které
maji nizkou antidiuretickou G¢innost.

Predmétem vynédlezu je zpilisob vyroby pep-
tidd obecného vzorce

Asey Cy-W-Z-Gly-NH,

o

<

e 2

kde

X predstavuje Tyr X', kde X' zhamené vo-
dik, methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl nebo
n-butyl a Tyr je D- nebo L-, D-Phe, D-Val,
D-Leu, D-Ile, D-Arg, D-norvalin, D-norleucin,
D-cyklohexylalanin, D-e¢-aminoméselnou Ky-
selinu, D-threonin nebo D-methionin,

W predstavuje Pro nebo A3-Pro,

7 predstavuje D- nebo L-Arg, a jestliZe X
znadi Tyr-X', pak W znadi A3-Pro, a

Y predstavuje Val nebo Gln,

vyznacujici se tim, Ze se provadi postupem
zahrnujicim tyto po sob& nésledujici stupné:

a) zpracovﬁni Boc-Gly-pryskyfice syntézou
v pevné fazi o Sesti cyklech deprotekce, ne-
utralizace a kopulace s vybranou aminoky-
selinou za vzniku odpovidajici chrdnéné hep-
tapeptidylové prysky¥ice obecného vzorce

Boc-Phe-Y-Asn-Cy(Bzl}-W-Z{Tos)-Gly-prys-
kyf¥ice,

v némZ
Y, W a Z maji vySe uvedeny vyznam,

b) zpracovéni odpovidajici chrdnéné hep-
tapeptidylové pryskyfice vyrobené ve stup
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ni a) peptidovou syntézou v pevné fézi v cy-
klu deprotekce, neutralizace a kopulace se
sloudeninou obecného vzorce

Buc-X
v ném?
X ma vySe uvedeny vyznam,
za vzniku odpovidajici terc.butoxykarbony-
loktapeptidylové pryskyrice obecného vzor-

ce

Boc-X-Phe-Asn-Cy({Bzl}-W-Z(Tos)-Gly-
-pryskyfice

v némz
Cing
ﬂ_”ﬂ ‘-\‘\I (i
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X, Y, W a Z maji vySe uvedené vyznamy,
kopulaci neutralizovaného, deprotektované-
ho roztoku odpovidajiciho terc.butoxykarbo-
nyl-oktapeptidového amidu s p-nitrofenyl-
-8-(S-benzylmerkapto)-g8,5-cyklopentamethy-
len-propionatem v piitomnosti monohydrétu
N-hydroxybenzotriazolu, a

e) redukci odpovidajiciho g-{S-benzylmer-
kapto)-g,8-cyklopentamethylen-propionylok-
tapeptidového amidu, vyrobeného ve stupni
d), sodikem v kapalném amoniaku, a oxi-
daéni cyklizaci vzniklé disulfhydrylové slou-
Ceniny ferrikyanidem draselnym.

Sloudeniny podle vynélezu je moZno po-
uZivat k antagonizaci antidiuretického nebo/
/a vasopresorického plisobeni ADH a lze jich
pouZivat in vivo.

Na obr. 1 jsou uvedeny osmolality mole
jako funkce Casu u krys léfenych interperi-
tonedlné sloudeninou podle vynélezu.

Na obr. 2 je uvedeno mnoZstvi moée jako
funkce ¢asu u krys lédenych sloudeninou
podie vynélezu.

Sloudeniny ziskané zptisobem podle vyné-
lezu jsou derivaty argininvasopresinu (AVP).
Aminokyseliny, pokud neni uvedeno jinak,
jsou v L-formé&. Korelace mezi aplnymi né-
zvy a zkratkami je ndsledujici:

dAVP,
1-desamino-argininvasopresin;

dPAVP,

500 -X~Pha ~Y~Cy (Bzl)=W~Z [ Tos }-Giy~ N4,

6

X, Y, W a Z maji vySe uvedené v§znamy,

¢) amonolyzu odpovidajici chrdan&né okta-
peptidylové pryskyiice vyrobené ve stupni
b) na odpovidajici Boc-oktapeptidovy amid
obecného vzorce

Boc-X-Phe-Y-Asn-Cy(Bzl)-W-Z(Tos )-Gly-NHz
v ném#
X, Y, W a Z maji vySe uvedené vyznamy,
d) pfemé&nu odpovidajiciho Boc-oktapepti-
dového amidu vyrobeného ve stupni c) na
odpovidajici 8- (S-benzylmerkapto)-8,8-cyk-

lopentamethylenpropionyl-oktapeptidovy a-
mid obecného vzorce

‘]

~

(1-desaminopenicilamin Jargininvasopre-
sin;

d(CHz2)2AVP,

[1-(g-merkapto-g8,8-cyklopentamethylen-
propionové kyselina]]-argininvasopresin;

dVDAVP,

1-desamino[4-valin, 8-D-arginin |vasopre-
sin;

dPDAVP,

[1-desamino-penicilamin, 4-valin, 8-D-argi-
nin}vasopresin;

d{CHz2)2VDAVP,
[1-(g-merkapto-g,8-cyklopentamethylen-
propionovg kyselina), 4-valin, 8-D-arginin]-
vasopresin;

dTyr(Me]AVP,

[1-desamino-2-{0O-methyl)tyrosin]arginin-
vasopresin;

dPTyr(Me)AVP,

[1-desaminopenicilamin, 2-(0-methyl)-ty-
rosinjargininvasopresin;

d(CHz)sTyr{Me)VDAP,
[1-(g-merkapto-g,8-cyklopentamethylen-

propionova kyselina), 2-O-methyltyrosin,
4-valin, 8-D-arginin Jvasopresin;
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d(CHz2)5Tyr (Et)VDAVP,

[1-(g-merkapto-g,5-cyklopentamethylen-
propionova kyselina), 2-O-ethyltyrosin, 4-
-valin, 8-D-arginin]vasopresin;

d(CH2)5Tyr (Me ) VAPV,

[1-(B-merkapto-g,8-cyklopentamethylen-
propionov kyselina], 2-(0-methyl)tyrosin,
4-valinJarginin-vasopresin;

d(CHz)sTyr (Et)VAVP,

[1-(g-merkapto-8,8-cyklopentamethylen-
propionova kyselina), 2-O-ethyltyrosin, 4-
-valin Jargininvasopresin;

d(CHz2)5Tyr (i-Pr)VDAVP,

[1-(g-merkapto-g,8-cyklopentamethylen-
propionova kyselina), 2-(O-isopropyl)ty-
rosin, 4-valin, 8-D-arginin[vasopresin;

d(CHz)sTyr (n-Pr)-VDAVP,

[1-{g-merkapto-g,s-cyklopentamethylen-
propionovéd kyselina), 2-{O-n-propyl)tyro-
sin, 4-valin, 8-D-arginin]vasopresin;

d(CH2)s5Tyr (i-Pr)VAVP,

| 1-[g-merkapto-g,8-cyklopentamethylen-
propionova kyselina ), 2-(O-isopropyl)tyro-
sin, 4-valin]argininvasopresin;

d (CHz2)s5Tyr (n-Pr)VAVP,

[1-{g-merkapto-g,5-cyklopentamethylen-
propionovd kyselina), 2-{O-n-propyl])tyro-
sin, 4-valin]argininvasopresin, a

d(CHz)sTyr (Et)V-A%-Pro’-AVP,

[1-(8-merkapto-3,8-cyklopentamethylen-
propionova kyselina), 2-(0-ethyl)tyrosin,
4-valin, 7-(3,4-dehydroproplin)]argininva-
sopresin;

d(CHz2)5-D-Tyr-VDAVP,
[ 1-(g-merkapto-g,4-cyklopentamethylen-
propionovéa kyselina), 2-D-tyrosin, 4-valin,
8-D-argininvasopresin;

d(CH2]}s5D-Tyr-VAVP,
[1-(s-merkapto-3,8-cyklopentamethylen-
propionova Kkyselina), 2-D-tyrosin, 4-va-
linlargininvasopresin;

d (CH2)5-D-Phe? VDAVP,
[1-(p-merkapto-g,8-cyklopentamethylen-

propionovéd kyselina), 2-D-fenylalanin, 4-
-valin, 8-D-arginin]vasopresin;

d(CHz)5D-Phe VAVP,

[1-(g-merkapto-g,4-cyklopentamethylen-
propionovd kyselina), 2-D-fenylalanin, 4-
-valin]argininvasopresin;

d(CHz2)5[Gly2]VAVP,

[1-(g-merkapto-g,8-cyklopentamethylen-
propionovd Kkyselina), 2-glycin, 4-valin]-
argininvasopresin,

d(CHz)s-[D-Ala?] VAVP,

[1- [.(f-merkap"m-‘8,‘8-(:yk1opentamethylen~
propionovd kyselina), 2-D-alanin, 4-valin]-
argininvasopresin,

d(CHz)5[D-Val?]VAVP,

[1-(g-merkapto-§,8-cyklopentamethylen-
propionovd kyselina), 2-D-valin, 4-valin]-
argininvasopresin;

d (CHz)5[D-Leu?]VAVP,

[1-{g-merkapto-g,g-cyklopentamethylen-
propionova kyselina]), 2-D-leucin, 4-valin]-
argininvasopresin;

d(CHz)5[D-11e2]VAVP,

[1-(B-merkapto-g,8-cyklopentamethylen-
propionova kyselina), 2-D-isoleucin, 4-va-
lin]argininvasopresin] a

d(CHz)5[D-Arg?] VAVP,

[1-(B#-merkapto-g,8-cyklopentamethylen-
propionovd kyselina), 2-D-arginin, 4-va-
linJargininvasopresin.

Uginné peptidy byly piipraveny syntézou
v pevné fazi, jak je popsano Bankowskim se
spol.,, (1978), vy3e; Merrifieldem, J. Am.
Chem. Soc., sv. 85, 2149 (1963) a Biochemist-
ry, sv. 3 (1964}, str. 1385, Manningem, J. Am.
Chem. Soc., sv. 90, 1348, (1968), Manningem
se spol. J. Med. Chem., sv. 19, 376, (19876},
Lowbridgem se spol. J. Med. Chem., sv. 20,
1173, (1977), Manningem se spol,, J. Med.
Chem., sv. 16, 975 (1973), Kruszynskim se
spol., (1980), vySe; Sawyerem se spol,
(1981), vy$e nebo Manningem se spol. (1981},
viyse.

Peptidy obsahujici AS-Pro v poloze 7 byly
pFipraveny rovnéZ timto zpsobem. Inkorpo-
race A3-Pro do peptidii byla popsédna Feli-
xem se spol., ]. Peptide Protein Res., sv. 10
(1977), str. 299 a Botosem se spol., J. Med.
Chem., swv. 22 [1979]), str. 926.

Pofatedni pokusy vytvorit antagonistu anti-
diuretické reakce argininvasopresinu (AVP)
zahrnovaly syntézu [1-desaminopenicilamin,
4-valin, 8-D-arginin]vasopresinu [dPVDAVP),
popsanou vySe Manningem se spol. (1977) a
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[1-(g-merkapto-g,s-cyklopentamethylenpro-
pionové kyselina}, 4-valin, 8-D-arginin}vaso-
presinu d(CHz)5VDAVP, popsanou Lowbrid-
gem (1978), vySe. Tato analoga se vyznado-
vala ndhradou dvou vodikdl na g-uhliku v
poloze 1 vysoce aktivniho a selektivniho an-
tidiuretického peptidu 1-desamino[ 4-valin, 8-
-D-arginin]vasopresinu (dVDAVP), popsané-
ho Manningem se spol., ]J. Med. Chem., sv.
16, 975 (1973), dvéma methylovymi skupi-
nami, popf. cyklopentamethylenovou skupi-
nou. JiZ drive bylo nkéazano,Ze tyto skupiny
pfevadgéji vysoce uinného oxytoxického an-
tagonistu 1-desaminooxytocin (dOT), v téin-
ného antagonistu oxytocické reakce na oxy-
tocin, specificky (1-desaminopenicilamin]-
oxytocin (dPOT) a [1-(g-merkapto-g,8-cyklo-
pentamethylenpropioneva kyselina) Joxyto-
cin [d(CHz2)50T]. Viz Hope se spol., J. Biol.
Chem., sv. 237 (1962}, str. 1363, Schulz se
spol., J. Med. Chem., sv. 9, (1966), str. 647

a Nestor se spol, J. Med. Chem., sv. 18, -

{1975), str. 284.

Bylo p¥ekvapuijici, Ze ani dPVDAVP ani d-
(CH2)5VDAVP nebyly antagonisty antidiure-
tické reakce na AVP, ackoliv maji 0,1, resp.
pouze 0,0001 antidiuretické aktivity dVDA-
VP. KaZd4a ldtka vSak byla vfznamnym anta-
gonistou vasopresorické reakce na AVP, vy-
jadfené jako pA2. pA2 znali negativni loga-
ritmus na pbézi 10, a to primséru moldrnich
koncentraci antagonisty, ktc'y sniZi speci-
fickou hiologickou reakci na 2krat jednntek
u antagonisty na hladinu reakce x jednotek
agonisty, dPVDAVP a d(CHz2}5VDAVP mély
antivasopresorické hrdnoty pAz 7,82 a 7,68.

Nélez téchto vasopresorickych antagonis-
th dPVDAVP a d{CH2)5VDAVP vedl k vyzku-
mu G&inkd g,8-dimethyl- a 8,5-cyklopentame-
thylenovych substituci v poloze 1 u dalSich
analog AVP, zejména v kombinaci se substi-
tucl Q-methyltyrosinu v poloze 2 vysoce ak-
tivniho antidiuretického a vasopresorického
agonisty 1-desamino-argininvasopresinu (d-

8

—

. L T}IV‘(MO_, )~Pha-

10

AVP}, v nadé&ji na ziskdni antivasopresoric-
kého peptidu, dokonce G¢innéjsiho a selek-
tivn&jstho neZ dPVDAVP nebo d(CHz2)5VDA-
VP. Viz Huguenin se spol., Helv. Chem. Acta,
sv. 49 [1966), str. 695; Manning se spol., J.
Med. Chem., sv. 19 (1976), str. 842 a Law se
spol.,, J. Am. Chem. Soc. sv. 82, {1960), str.
4579.

Objev antidiuretickych antagonistd d-
(CH2)5 Tyr(alk)VAVP Sawyerem se spol.,
{1981) vySe, Manningem se spol., (1981), v§-
Se, vedl k syntéze dvouanalogl substituova-
nych v jiné poloze. ZvjSenou antidiuretickou
aktivitu vykazovaly rzné O-alkyl-D-tyrosi-
nové analogy, Manning se spol.,, Peptides,
Structure, Function, vyd. Dan H. Rich a E.
Gross, Pierce Chemical Co (v tisku) a J. Med.
Chem. (predloZeno k tisku}. Nealkylované
D-tyrosinové izomery d{CH2)5VDAVP a d-
(CH2)5VAVP, tj. d(CHz2)sD-Tyr-VDAVP a d-
(CH2)5D-Tyr-VAVP, byly rovné&Z anti-antidiu-
retiky. Pokusy zvysit ddle anti-antidiuretic-
kou u€innost a selektivitu vedly k syntéze
analog d(CHz2)s5D-Tyr’VAVP a d(CHz)5D-Tyr2-
VDAVP obsahujicich jiné D-aminokyseliny
namisto D-tyrosinu v poloze 2 podle vynéle-
ZU.

S prekvapenim bylo zjisléno Bankowskim
se spol, (1978), vySe, Ze [1-desaminopenici-
lamin]argininvasopresin (dPAVP) a (1-des-
aminopenicilamin, 2-{0-methyl)tyrosin}argi-
ninvasopresin [dPTyr(Me)-AVP], dPAVP, byl
méné ucinny neZ dPVDAVP nebo d(CH2)s-
VDAVP, aviak dPTyr(Me)AVP mél antivaso-
presorickou G&innost pAz 7,96 a byl nejiéin-
néjSim zndmym antivasopresorickym pepti-
dem.

Vliv. kombinace §,8-cyklopentamethyleno-
vé a O-methyltyrosinové substituce v dAVP
na antivasopresorickou t&innost byl vyvinut
ve vynélezu k piipravé [1-(g-merkapto-g8,s-
-cyklopentamethylenpropionova kyselina), 2-
-(O-methyl)tyrosin]argininvasopresinu [ d-
(CH2)5Tyr(Me)AVP] obecného vzorce

[d
e

h 5 ¢ 7 q
Gin-Asn=Cy~Fro-Arg—Gly-NH.

Tato sloudenina méd velmi vysokou antiva-
sopresorickou Géinnost a velmi slabou anti-
diuretickou d&innost jako nemethylovany 2-
-tyrosinovy derivat d ((CH2)5AVP.

Sloufeniny ziskané zpfisobem podle vynéa-

lezu, které maji Géinnost jako antagonisté
antidiuretické ufinnosti argininvasopresinu
pat¥i k sérii 4-valin-8-argininvasopresinu a

maji vzorec I
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00 = Tyr (X)-Phe-Vet~Asn-Cy - Pro-&=0ry =N,

|

ve kterém

Tyr je D- nebo L- a

X'a Z jsou
X Z
Me D-Arg
Et D-Arg
Me L-Arg
Et L-Arg
i-Pr D-Arg
n-Pr D-Arg
i-Pr L-Arg
n-Pr L-Arg
Bu L- nebo D-Arg.

Sloudeniny obecného vzorce II maji sloZe-
ni jako vy3e, ale Pro v poloze 7 je nahrazen
A3-Pro.

Slouéeniny obecného vzorce I jsou analo-
ga dfive uvedeného antagonisty vasopreso-
rickych reakci na ADH, [1-(g-merkapto-g,s-
-cyklopentamethylenpropionové kyselina}, 4-
-valin, 8-D-arginin}vasopresinu, d(CHz2)s5VD-
AVOQ, Lowbridge se spol., (1978). A&koliv ne-
byl antagonistou antidiuretickych reakci na
ADH in vivo, byl tento analog kompetitivhim
antagonistou aktivace ledvinové ‘medulérni
adenylatové cykldazy pomoci ADH in vitre,
Butlen se sp., Mol. Pharmacol., sv. 14 (1978],
str. 1006. Prace Larssona se sp., (1978),
vySe, ukédzala rovnéZ uskutenitelnost O-al-
kyl-tyrosinové substituce, aby se tento typ
peptidu pfemé&nil v antagonistu antidiuretic-
ké reakce in vivo.

Slouéeniny obecného vzorce II obsahuji
jednotku A3-Pro?, o které se Botos se sp., v§-
e domniva, Ze piispivd k vysoké antidiure-
tické udinnosti nékterych analog AVP.

Jak se ukézalo pf¥i intraperitonedlnim po-
déani sloudenin normédilné hydratovanym bdé&-
lym krysdm, (O-ethyl)tyrosinova substituce
v. poloze 2 ve sloufenindch obecného vzor-
ce I je u€innéj8i neZ [(O-methyl)tyrosinova
substituce. (O-propyl)tyrosinové sloufeniny
obecného vzorce I maji rovnéZ mohutnou an-
ti-ADH udinnost, avSak 2-(0-Et)-tyrosinové
sloudenina obecného vzorce Il je nejudinnéj-
81 anti-ADH slou¢enina zatim hodnocenda. 8-
-L-argininova analoga jsou u¢inn&j8i neZ od-
povidajici 8-D-argininova analoga.

Zda se, Ze vyS88i davky d(CH2)sTyr(Et})-
VAVP vétSinou zcela blokuji antidiuretickou

i)

(1)

tu€innost endogenniho ADH. Napfiiklad dév-
ka 30 ug/kg D(CHz2)s5Tyr (Et)VAVP zvysila vy-
lugovani moce na primérnou hodnotu 27 ml/
/kg za hodinu b&hem druhé hoediny po injek-
ci. Spontdnni vylu€ovani mofe u samic krys
homozygotnich pro kmen Brattleboro, ktery
nevylu€uje Z&dny ADH, dosahuje praméru
32 ml/kg za hodinu, Sawyer se sp., Endocri-
nology, sw. 95 (1974), str. 140.

DiileZitost menSich strukturdlnich zmén je
prokédzédna nédlezem, Ze odpovidajici g,g-di-
ethyl- a g,-dimethylanaloga d(CHz}sTyr-
{(Et)VAVP nevykazuji detegovatelnou anta-
gonistickou tf€innost p¥i intravendznim anti-
diuretickém testu u krys. Piitomnost 4-vali-
nu piispivd rovnéZ k antagonistické a¢innos-
ti. Substituce 4-glutaminové jednotky v d-
(CH2)s5Tyr (Et)VAVP vede ke ztrdt& antago-
nistické t&innosti.

Slou€eniny ziskané zptisobem podle vyné-
lezu majici Gln v poloze 4, které antagoni-
zuji vasepresorickou reakci na AVP, jsou po-
uZitelné pfi farmakologickych studiich dlohy
AVP pii regulaci krevniho tlaku za normél-
nich a patofyziologickych podminek. Klinic-
ké -aplikace zahrnuji vyuZiti ve formé& diag-
nostickych a terapeutickych antihypertenz-
nich €inidel. K terapeutickym uceliim lze ty-
to latky pouZit stejn& jako zndmého antihy-
pertenziva Captorilu, D. B. Case se sp., ,,Pro-
gress in Cardiovascular Disseases, sv. 21,
(1978}, str. 195.

Slou¢eniny obecnych vzorcd I a II jsou ve-
lice aéinnymi antagonisty antidiuretickych
reakci na ADH. Lze jich tudiZ vyuZit p¥i far-
makologickych studiich o udasti ADH pii
riznych patologickych stavech, véetng reten- -
ce vody. Dale se prfedpokladd, Ze by mohly
byt iginnymi a specifickymi &inidly p¥i 18¢-
b& syndromu nevhodné sekrece ADH, tj. pii
Schwartz-Bertterové syndromu nebo SIADH.
Tento syndrom mZe komplikovat fadu cho-
rob. véetné karcinomd, plicnich chorob, in-
trakranidlnich chorob a poranéni hlavy, Bar-
tter se sp., Am. J. Med., sv. 42, (1967), str.
790.

Bylo nalezeno, Ze né&které derivaty d-
(iCH2)5VAVP, majici D-aminokyselinu odli§-
nou od tyrosinu a vétSi neZ alanin v poloze
2, jsou G¢inné&jSimi antagonisty antidiuretic-
ké ufinnosti AVP neZ slouéeniny majici D-
nebo L-tyrosinové etherové jednotky nebo
D-tyrosinovou jednotku v poloze 2 d(CHz)s-
VAVP nebo d.(CH2)5VDAVP.
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Vyhodnymi slou€eninami jsou ty, jejichZ
substituent v poloze 8 je Arg nebo v poloze
2 je D-Phe, D-Val, D-Leu a D-Ile.

Jak bylo uké&zano pzmoci intravendzniho
podéni sloudenin ziskanych zplsobem podle
vyndlezu normélné hydratovanym hd&lym
krysdm a hydratovanym krysam anestezova-
nym ethanolem, sloudeniny majici v poloze
2 D-Phe, D-Val, D-Leu nebo D-Ile jako sub-
stituenty, maji vysoké hodnoty pA2 a t&inné
davky blizké nebo niZS$i neZ nejniZdi zatim
zndme Géinné davky.

Sloudeniny majici D-Phe, D-Val, D-Leu ne-
bo D-Ile v poloze 2 a Arg v poloze 8, jsou
rovnéZ &istymi antidiuretickymi antagonisty,
tj. tyto slou€eniny nemaji p¥fechodny antidi-
ureticky agonismus. Kromé& toho, tyto slou-
¢eniny maji selektivngjsi ufinnost v disled-
ku vysokého poméru anti-ADH antivasopre-
sorické aktivity neZ znamé sloudeniny.

Sloudenin ziskanych zplisobem podle vy-
nélezu lze pouZivat ve smési s obvyklymi po-
mocnymi latkami, tj. fyziologicky a farma-
ceuticky pfijatelnymi organickymi nebo an-
organickymi nosi€i, vhodnymi pro parente-
réini nebo enterdlni aplikaci, které nereagu-
ji nepfiznivé s G&innymi latkami.

Vhodné farmaceuticky pfijatelné nosife
zahrnuji, nejsou na né& v8ak omezeny, vodu,
roztoky soli, alkoholy, rostlinné oleje, poly-
ethylenglykoly, Zelatinu, laktdzu, amyldzu,
steardt holetnaty, talek, silikagel, viskozni
parafin, parfémované oleje, monoglyceridy
a diglyceridy mastnych kyselin, estery pen-
taerytritu s mastnymi kyselinami, hydroxy-
methylcelulézu, polyvinylpyrrolidon atd.

Farmaceutické piipravky lze sterilizovat
a je-li to poZadovéno, misit s pomocnymi &i-
nidly, napfiklad s kluznymi ldtkami, ochran-
nymi latkamid, stabilizdtory, smafedly, emul-
gatnimi &inidly, solemi, ovliviiujicimi osmo-
ticky tlak, pufry, barvivy, chutovymi a/nebo
aromatickymi latkami a podcbné, které ne-
reaguji neptiznivé s alinnymi latkami.

Pro parenterdini nebo intranazélni pouZi-
ti jsou vhodué roztoky, s vyhodou vodné roz-
toky, stejné jako suspenze, emulze nebo im-
plantéaty, véetné Cipkl. Ampulky predstavuji
vhodné davkovaci jednotky.

Slou€eniny ziskané zplisobem podle vyné-
lezu jsou obecné& poddvdny Zivo&ichlum, vEet-
né savci, av8ak bez omezeni na né&, napii-
klad Zivému inventdfri, domacim zvifatiim,
lidem, dobytku, kofkdm a pstm.

Diureticky a¢inné denni ddvky u&inngch
latek lze podavat parenterdln& v jedné dév-
ce neho v rozdélenych diavkach béhem dne.

Vyhodné je parenterdlni a intranazalni po-
déani, antidiuretické slouceniny jsou zejmé-
na cenné prl lécbé lidi postiZenych retenci
vody jakéhokeliv plvodu. Z tohoto hlediska
je lze poddvat v pndstaté stejn& jako zndmé
slou¢eniny oxytocin a vasopresin, aby se do-
cililo jejich fyziologickych aéinkd.

Lze predpokladat, Ze aktudlni pouZivand
vyhodnéd mnoZstvi se budou ménit podle spe-
cifické latky, které méd byt pouZito, piislu§-
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né lékové formy pripravkQ, zplisobu podani
a jednotlivych organismil, které maji byt 1é-
¢eny. Optimélni zpisob aplikace za danych
podminek mtiZe stanovit odbornik za pouZiti
testli ke stanoveni obvyklého ddvkovani se
zfetelem na vy3e udané pokyny.

Vyhodnymi antidiuretickymi antagonisty
ziskané zpisobem podle vyndlezu jsou [1-
-(g-merkapto-g,8-cyklopentamethylenpropio-
novd kyselina), 2-(0-ethyl)tyrosin, 4-valin]-
argininvasopresin, nejvyhodn#jsi je sloufeni-
na 8-L-argininu. Vyhodnou je i odpovidajici
sloudenina A3-Pro’.

Jingymi vyhodnymi slouceninami jsou ty,
kde X znadi D-Phe, D-Val, D-Leu nebo D-lle
a Z znadi L-Arg. Nejvyhodné&jsi je D-Ile nebo
D-Phe sloufenina.

Bez dalsiho propracovani se piedpoklada,
Ze odbornik miiZe za pouZiti pFedchoziho
popisu vyuZivat tohoto vynélezu v jeho nej-
8ir§im rozsahu. Nésledujici specifickd pro-
vedeni jsou spiSe ilustrativni, av8ak nikterak
neomezuji rozsah vyndlezu. Teploty v nésle-
dujicich pfikladech jsou uvddény nekorigo-
vané ve stupnich Celsia. Pokud neni uvede-
no jinak, vSechny dily a procenta jsou hmot-
nostni.

Chlormethylovand pryskyfice (Bio-RadBio-
-Beads SX-1) byla esterifikovdna zplisobem
podle Gisina, Helv. Chim. Acta, sv. 56, (rok
1973), str. 1476, s Boc-Gly za inkorporace
0,47 mmolu/g a ~ 0,64 mmolw/g. Derivaty a-
minokyselin, véetné Boc-Tyr(Me) [R; (A)
0,7, Rt (B} 0,8] pochdzely od firmy Bachem
Inc., nebo byly syntetizovéany.

Triethylamin (TEA) a N-methylmorfolin
{NMM) byly destilovdny z ninhydrinu.

Kyselina octovd pouZivand ve formé& $té-
piciho ¢inidla kyselina chlorovedikova — ky-
selina octovd, byla zahfivdna k teploté varu
s bortriacetdtem a oddestilovdna od €inidla.
Dimethylformamid (DMF) byl destilovdn za
sniZzeného tlaku bezprostfedné& pred pouZi-
tim. Methanol byl suSen methoxidem hofed&-
natym a destilovdn. Ostatni rozpoustédla a
reakéni ¢inidla byla analytické kvality.

Tenkovrstevnd chromatografie [TLC) by-
la provddéna na destickach se silikagelem
(0,25 mm, Brinkmann Silplate} s pouZitim
nésledujicich systémi rozpoustédel:

A. cyklohexan-chloroform-kyselina octova
(2:8:1 obj./obj.),

B. propan-1-ol-amoniak (34%) (2:1 obj./
/obj.),

C. ethanol- (95% )-amoniak (34%) (3:1
obj./obj.},

0. chloroform-methanot! (7 : 3 obj./obi.),

E. butan-1-ol-kyselina octovd — voda (4:
:1:6 obj./obj., horni [dze],

F. butan-1-ol-kyselina octovd — voda —
pyridin (15:3: 3 : 10 obj./obj.).

PouZité nanéasky byly 10 aZ 50 ug. Minim4l-
ni délka chromatogrami byla 10 cm. K vyvi-
jeni chromatogramii bylo pouZito chloropla-
ti¢itého €¢inidla a jodovych par.

Analyza aminokyselin, peptidd byla prové-
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déna metodou podle Spackmana se sp., Anal.
Chem., sv. 30 (1958), str. 1190, p¥i které by-
ly hydxulyzovany VZOrky peptldu vaZici asi
0,5 mg konstantn& vrouci kyselinou chloro-
vodikovou (400 ul) v evakuovanych a zata-
venych ampulich po dobu 18 hodin p¥i tep-
1noté 120 °C. Analyzy byly provad&ny za pouzi-
ti Beckmanova automatického analyzétoru

aminokyselin, modelu 121. Molarni pom&ry’

byly vztahovany na Gly = 1,00. Elementarni
analyzy byly provedeny v Galbraith Labora-
tories Inc., Knoxville, Tenn. Analytické vy-
sledky pro jednotlivé prvky jsou udévény je-
jich prisludnymi symboly v rozmezi + 0,4 %
teoretickych hodnot. Optické otacwostl by-
ly méfFeny n polarimetru model A, typ pi,
firmy Bellingham Stanley.

Priklad 1

8- (S-benzylmerkapto) -ﬁ,ﬁ‘—cykldﬁenfa-
methylenpropionyl-Tyr{Me]}-Phe-Gin-
-Asn-Cys(Bzl)-Pro-Arg(Tos)-Gly-NH2

(a) Kombinace metody v pevné fazi a v roz-
toku

319 mg (0,26 mmolu) Boc-Tyr{Me)Phe-
-Gln-Asn-Cys(Bzl)-Pro-Arg(Tos)-Gly-NHz,
pfipraveného zpitsobem podle Bankowskeho
se sp., J. Med. Chem., sv. 21 (1976), str, 842,
bylo 1ozpu§teno v 6, 5 ml TEA a michano pFi
teploté mistnosti po dobu 40 minut. 20 ml
studenéha etheru bylo pfiddno za "vzniku sra-
Zeniny, kterd byla odfiltrovana a promyta
Skrat po 10 ml etheru. Produkt byl vysuéen
ve vakuu nad pevnym hydroxidem sodnym.
318,5 mg tohoto materidlu bylo rozpusténo
v 0,8 ml dimethylformamidu ke kterému by-
lo prldano 10 ul N- methylmorfolmu Vznik-
1y roztok mé&l pH 7 aZ 8 po.mé&Feni ng vih-
kém pH-papirku. Potom byl neutrahzovany
roztok michédn pri teplote mistnosti po do-
bu 30 minut, byl pridan roztok p-nitrofenyl-
8- (S-benzylmerkapto)-8,6-cyklopentamethy-
lenpropiondtu, Nestor se sp., |. Med. Chem.,
sv. 18 (1975), str. 284, (445 mg, 1,155 mmolu
v 0,4 ml dlmethylformamldu] Reak&ni smés
byla michdna pfi teplotd mistpasti. Po. 72
hodindch michani ukéazala tenkovrstevné
chromatoglahe s pouZitim’ systemu D, Ze re-
akéni smés cbsahovala jelté stopu volného
oktapeptidamidu. Bylo pfiddno 39,3 mg (0,26
milimolu) monohydrédtu N- hydroxybenzotma—
zolu, Konig se spol., Chem. Ber., sv. 103 (rok
1970] str. 788. Po uplynuti doby 5 hodin by-
la reakce skonfena. SraZenina byla odfiltro-

vdna, promyta studenym ethyiacetgtem (4
krat po 10 ml) a vysuSena ve vakuu. Surovy
predukt (330 mg) byl pFesrdZen dvakrat ze
smeési dimethylformamid- -methanol za vzni-
ku acylpeptidamidu (295,2 mg, 77,3 %); tep-
lota tani 209 aZ 211 °C;

[¢]p?* = —43,6° (c = 0,5 DMF);
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R; (E) 0,45, R, (F) 0,63, elementarni analy-
za pro (C73H94014S3) C, H, N.

Analyza aminokyselin:

Tyt 0,80, Phe 1,01, Glu 1,04, Asp 1,02,
Cys(Bzl) 0,98, Pro 1,06, Arg 1,01, Gly 1,00,
NH3 2,91.

(b) Tot&lni syntéza na pryskykici

Boc-Tyr(Me)-Phe-Gln-Asn-Cys{Bzl)-Pro-
-Arg[l‘os] Gly-pryskyfice (1,11 g, 0,4 mmo-
lu, pF¥ipravena z Boc-Gly-pryskyfice za po-
uziti metodiky pevné féze) byla pfevedena
v acyloktapeptid-pryskyfici (1,167 g, piirlis-
tek hmotnosti 57 mg, 97,6 % teorie] v jed-
nom cyklu s cdstranénim chrénici skupiny,
neutralizact a kopulam s . p-nitrofenyl-g-{S-
-benzylmerkapto)-§,4- cyklopentamethylen—
propiondtem, viz Nestor, vySe. Prysky¥ice by-
la amonolyzovéna, Mannmg, J. Am. Chem.
Soc., sv. 90, {1968), str. 1348. Produkt byl
extrahovén dimethylformamidem (DMF]. Po
odpateni rpzpoustédla ve vakuu byl zbytek
vysrdazen priddénim vody 410 mg surového
produktu bylo, presrazeno dvakrédt ze smési
DMF-ethaiol za vzniku acyloktapeptidu (302
miligramy, 50,7 %), vztaZeno na poatedni
obsah glycinu v,pryskyfici); teplota tani 206
aZ 208 °C (mzklad]

RI [E] 0y451 Rf [F] 0163;
[]o?t = —43,1° (c = 1, DMF).

Elementédrni analyza pro (Cr3HuN14S3) C, H,
N. :

Analyza amiiiokyselin:

Tyr 0,79, Phe 1,01, Glu 1,03, Asp 1,04 Cys-
(Bzl) 0,97, Pro 1.03, Arg 0,99, Gly 1,00,
NHs 2,95. :

Priklad 2

8- (S-benzylmerkapto)- ‘(z"l@ -cyklopenta-
methy.lenproplonyl Tyr(Bzl)-Phe-Gln-
-Asn-Cys(Bzl)-Pro-Arg(Tos)-Gly- -NH2

1,46 g (0,5 mmolu) Boc-Tyr(Bzl)-Phe-Gln-
-Asn-Cys(Bzl)-Pro-Arg(Tos)-Gly-pryskyfice
bylo pfevedeno v 1,55 g acyloktapeptidové
pryskyfice (hmotnostnf pFirdstek 70 mg, 95,9
procenta teorie) jako v pfikladu 1, v jednom
cyklu odstrandni ochrannych skupin, neutra-
lizace a kopulace s p-nitrofenyl-g-(S-benzyl-
merkapto -8,8 cyklopentamethylenproplona-
tem. . Produkt ziskany pomoci amonolyzy
pryskyrlce byl extrahovén dimethylformami-
dem. Rozpoustddlo bylo odpafeno ve vakuu
a zbytek byl srdZen pFiddnim vody 723 mg
surového produktu bylo presrdaZeno zé smési
dimethylformamid-ethanol a dimethylforma-
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mid = 2% vodné kyselina octovd (488 mg,
62,4 %, vztaZeno na po¢atetni obsah Gly v
pryskyiici); teplota tdni 183 aZ 185 °C;

R (E) 0,38, R, (D) 0,41,
[e]n® = —32,9° (c = 1 DMF).

Elementarni analyza pro (C79HesN14014S3) C,
H, N.

Analyza aminokyselin:

Tyr 0,97, Phe 1,02, Glu 1,05, Asp 1,01, Cys-
(Bzl) 0,98, Pro 1,04, Arg 0,98, Gly 1,00,
NHs.

Pfiklad 3

[1-[g-merkapto-8,5-cyklopentamethy-
lenpropionové kyselina]), 2-(0-methyl}-
tyrosin]argininvasopresin

(a) z nonapeptidamidu

Roztok 170 mg (0,114 mmolu) chrénéné-
ho nonapeptidamidu, p¥ipraveného jako v
pFikladu 1, ve 400 ml amoniaku (suSeného
nad sodikem a predestilovaného) byl mi-
chan pf#i teploté varu se sodikem z kousku
kovu obsaZeného v malé sklenéné trubiéce,
aZ svétlemodrd barva roztoku vydrZela po
dnbu 30 sekund, padle du Vigneauda, J. Am.
Chem. Soc., sv. 76 (1959], str. 3115. Bylo pii-
déno 0,4 ml bezvodé kyseliny octové, aby
zmizela barva. Roztok byl odpafen. Roztok
odparku ve vodné kyseling octové (0,2 %,
800 ml) byl zpracovan 2M hydroxidem amon-
nym za vzniku roztoku o hodnoté pH 7,5. K
tomuto michanému roztoku byl p¥idédn po-
stupné nadbytek roztoku ferikyanidu dra-
selného (0,01 M, 11,4 ml), Hope se spol, J.
Biol. Chem., sv. 237 (1962}, str. 1563. Zluty
roztok byl michan 90 minut a potom po do-
bu 1 hodiny s aniontovou prysky¥ici (BioRad
AG-3, C1™ forma, 10 g vlhké hmotnosti). Sus-
penze byla filtrovdna pomalu loZem prysky-
fice (80 g vlhké hmotnosti). PryskyFice by-
la promyta 300 ml vodné 0,2% kyseliny oc-
tové a spojené [iltrdty a promyvaci roztoky
byly lyofilizsvany. 1 386 mg ziskaného pras-
ku bylo odsoleno na kolon& Sephadex G-15
(110 x 2,7 cm) a eluovéno 50% vodnou ky-
selinou octovou rychlosti 4 ml/h zplsobem
podle Manninga se spol.,, ]J. Chromatog., sv.
38 (1968), str. 396. Eluat byl frakcionovén
a sledovan pri absorbanci 280 nm. Frakce
obsahujici Z8dané maximum byly shromdz-
d&ny a lyofilizovany. Zbytek 55,5 mg byl po-
droben ddle gelové filtraci na kolon#& Sepha-
dexu G-15 (100 x 1,5 cm) a eluovdn vodnou
kyselinou octovou (0,2M) rychlosti 2,5 ml/
/h. Peptid byl eluovan jako jedno maximum
(absorbance 280 nm). Lyofilizace p¥islu§nych
frakci vedla k vasopresinovému analogu (49
miligramé, 37,3 %);
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R¢ (E) 0,19, R; (F) 0,30;

[¢]p% == —59,6° (c= 0,19 1M AcOH).

Analyza aminokyselin:
Tyr 0,81, Phe 1,01, Glu 1,04, Asp 0,98, Pro
1,04, Arg 0,95, Gly 1,00, NH3 3,10.

Analyza pouZivajici oxidaci permravendi
kyselinou pied hydrolyzou podle Moora, J.
Biol. Chem., sv. 238 (1963), str. 235, poskyt-
la pomér Cys{O3H)-Gly 1,03 : 1,00.

(b} z acyloktapeptidu

Zpracovéani 160 mg (0,107 mmolu) acylok-
tapeptidu, popsané v piikladu 3 (a}, vedlo
k 64 mg (51,7 %) analoga, které se neligilo
od produktu z pfedchozi preparace pomoci
tenkovrstevné chromatografie:

[@]p® = —59,1° (c=10,5 1 M AcOH).
Analyza aminokyselin:

Tyr 0,80, Phe 1,02, Flu 1,02, Asp 0,98, Pro
1,03, Arg 0,96, Gly 1,00, NHs3 3,05.

Analyza pouZivajici oxidaci kyselinou per-
mravendi pfed hydrolyzou poskytla pomér
Cys(03H)-Gly 1,02 : 1,00.

P¥iklad 4

[1-(B-merkapto-g,8-cyklopentamethy-
lenpropionové kyselina) ]argininvaso-
presin

Reakce 173 mg (0,111 minolu) acylokta-
peptidu popsaného v piikladu 3 {a) poskyt-
la analog (66 mg, 52,5 %);

R (E) 0,19, R¢ (F) 0,43.
[¢]p® = —58,7° (c=0,5, 1M AcOH).
Analyza aminokyselin:

Tyr 0,96, Phe 0,98, Glu 1,01, Asp 1,01, Pro
1,05, Gly 1,00, NH3 2,95.

Analyza pouZivajici oxidaci kyselinou per-
mraven€i pfed hydrolyzou poskytla pomér
Cys{0O3H)-Gly 1,01 : 1,00.

Priklad 5

[1-(B-merkapto-g,4-cyklopentamethy-
lenpropionovéa kyselina}, 2-{0-alkyl}-
tyrosin, 4-valin])-(L- a D-} argininvaso-
presin

Sloudeniny z této série byly pfFipraveny
technikou syntézy v pevné fazi, modifiko-
vanou Manningem, J. Med. Chem., sv. 16 (rok
1973), str. 975 a Kruszynskim se spol, ].
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Med. Chem., sv. 23 (1980), str. 364, za ziska-
ni chranénych meziproduktt pro kazdy ana-
log. Bylo pouZito zplsnbu podle Bedanszké-
ho se spol., J. Am. Chem. Soc., sv. 81 (1959),
str. 5688 a J. Org. Chem., sv. 39 (1974], str.
444, za p-uziti p-nitrofenylesteru a hydro-
xybenzotriazolu (Konig se spol., vySe] ke
kopulaci §-(S-benzylmerkapto-3,s-cyklopen-
tamethylenprepicnové kyseliny) podle Nes-
tora, vy$e, za ziskani prekurzori. KaZdy pre-
kurzor byl zbaven chrénici skupiny (du Vig-
neaud, vysSe) sodikem v tekutém amoniaku.
Ziskané disulfhydrilové sioufeniny byly oxi-
dacné cyklizovany ferrikyanidem draselnym
(Hope se spol., vySe]. Analogy byly odsole-
ny a ¢istény gelovou filtraci na Sephadexu
G-15 dvoustupiiovym zpisobem, pouZivaji-
cim 50% Kkyselinu octovou a 0,2M Kkyselinu
octovou jako elutni &inidla. Cistota a iden-
tita kaZdého analoga byla potvrzena tenko-
vrstevnou chromatografii ve tfech rtznych
rozpuustédlovych systémech, Kruszynski se
spol., [. Med. Chem., sv. 23 (1980), str. 364
a analyzou amin~kyselin jako vySe.

Boc-Phe-Val-Asn-Cys (Bzl)-Pro-D-Arg(Tos)-
-Gly-pryskyfice -

1,562 g (1,0 mmol -Gly) Boc-Gly-pryskyii-
ce bylo podrobeno Sesti cyklim deprotekce,
neutralizace a kopulace za ziskéni chranéné
heptapeptidylové kryskytice A (2,522 g, 1.0
milimol].

UELTE R TeReTTY TR

Boc-Phe-Val-Asn-Cys (Bzl)-Pro-Arg (Tos)-Gly-
-pryskyrice

Chrané&nd heptapeptidylovd pryskyfice B
(2,522 g, 1,0 mmol) byla pfipravena z 1,562
gramu (1,0 mmol) Boc-Gly-pryskyfice za
pouZiti syntézy v pevné f4zi.

Boc-Tyr{Me)-Phe-Val-Asi-Cys(Bzl)-Pro-D-
-Arg (Tos)-Gly-pryskyfice

Syntéza peptidu v pevné {4zi v jediném cy-
klu s Boc-Tyr{Me) jako karboxylovou sioZ-
kou prevedla heptapeptidylovou pryskyfici A
(1,261 g, 0,5 mmolu) v odpovidajici terc.bu-
tyloxykarbonyloktapeptidylnvou pryskyfici
C (1,35 g, 0,5 mmolu).

Boc-Tyr(Et])-Phe-Val-Asn-Cys{Bzl])-Pro-D-
-Arg(Tos)-Gly-pryskyfFice

Heptapeptidylovd pryskyfice A (1,261 g,
0,5 mmolu} poskytla terc.butyloxykarbonyl-
oktapeptidylovou pryskyiici D (1,357 g, 0,5
milimolu} syntézou v pevné fazi v jediném
cyklu s Boc-Tyr(Et) jako karboxylovou sloZ-
kou,

Boc-Tyr[Me)-Phe-Val-Asn-Cys(Bzl)-Pro-Arg-
(Tos)-Gly-pryskyfFice

Heptapeptidylové pryskyfice B (1,261 g,
0,5 mmolu]) bylo pfevedena v chrédn&nou ok-
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tapeptidylovou prysky¥ici E (1,35 g, 0,5 mi-
limolu) v jediném cyklu deprotekce, neutra-
lizace a kopulace s Boc-Tyr(Me].

$-(S-benzylmerkapto-g,3-cyklopentamethy-
lenpropionyl-Tyr (Et)-Phe-Val-Asn-Cys (Bzl]-
-Pro-Arg(Tos)-Gly-pryskyfFice

Heptapeptidylova pryskytice B (1,261 g,
0,5 mmolu) byla pFevedena v acyloktapepti-
dovou pryskyfici (1,43 g, 0,5 mmolu) pii
dvoucyklové syntéze v pevné fdzi za pouZi-
ti karboxylové sloZky Boc-Tyr(Et) a p-nitro-
fenyl-g-(S-benzylmerkapto)-g,4-cyklopenta-
methylenpropiondtu.

Boc-Tyr (Me)-Phe-Val-Asn-Cys(Bzl])-Pro-D-
-Arg(Tos)-Gly-NH2

Chrandnd oktapeplidova prysky#ice C (1,35
gramu, 0,5 mmolu) byla amonolyzovdna a
produkt byl extrahovan teplym dimethylfor-
mamidem. Produkt byl vysrdZen priddnim
vody. Surovy produkt byl presrdZen ze smé-
si dimethylformamid-ethanol-ethylether za
vzniku &istého produktu ve formé bezbarvé-
ho prasku (0,581 g, 88,52 %, vztaZeno na
potatetni obsah Gly v pryskyfici), teplota
tani 239 az 240 °C;

[e]u# = -~14,9° (c =-1, DMF};
R; (E) 0,54, R, (D) 0,73;

elementdrni analyza pro: {Ce3Hs5sN13014S2) C,
H, N.

Analyza aminokyselin:

Tyr 1,02, Phe 0,98, Val 1,02, Asp 1,00, Cys-
(Bzl) 0,98, Pro 1,01, Arg 0,97, Gly 1,00,
NHs 2,1.

Boc-Tyr (Et)-Phe-Val-Asn-Cys{Bzl)-Pro-D-
-Arg(Tos)-Gly-NHz2

Reakce chrénéné oktapeptidové pryskyfi-
ce D (1,357 g, 0,5 mmolu) jako vpredu, ved-
la k Boc-oktapeptidamidu (0,535 g, 80,69 %,
vztaZeno na pocéatetni obsah Gly na prysky-
fici), teplota tani 211 aZ 213 °C;

[@]p?* = —16,4 (c =1, dimethylformamid),

R: (E) 0,61, R; (D) 0,83.

Elementarni analyza pro: [CedHs7N13014S2)
C, H, N.

Analyza aminokyselin:
Tyr 0,99, Phe 1,00, Val 1,01, Asp 1,02, Cys-
(Bzl) 0,98, Pro 1,00, Arg 0,98, Gly 1,00,
NH3 2,13.

Boc-Tyr (Me)-Phe-Val-Asn-Cys(Bzl)-Pro-Arg-
(Tos)-Gly-NHz
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Reakce chrédnéné oktapeptidové pryskyfi-
ce E (1,35 g, 0,5 mmolu) jako vpiedu, po-
skytla plislusny Boc-aktapeptidamid (0,597
gramu}, 90,96 %, vztaZeno na podéatedni ob-
sah Gly na pryskyfici). Teplota tdni 216 aZ
217°C (v zklad).

[} == —34,82° (¢ = 1, DMF});
Ri (E) 0,54, R; (D) 073.

Flementarni analyza pro: (Ce3HssN13N14S2)
C, H, N.

Analyza aminokyselin:

Tyr 0,99, Phe 1,00, Val 1,02, Asp 1,01, Cys-
(Bzl) 0,98, Pro 1,01, Arg 0,98, Gly 1,00,
NH3 2,09.

g-(S-benzylmerkapto-g,6-cyklopentamethy-
lenpropionyl-Tyr(Et)-Phe-Val-Asn-Cys(Bzl])-
-Pro-Arg(Tos)-Gly-NHz2

Chran#nd acyloktapeptidovd pryskyfice
(1,43 g, 0,5 mmolu) byla amonolyzovédna a
produkt extrahovan horkym DMF. Produkt
byl vysréZen pfiddnim vody. Surovy produkt
byl piesrdZen ze smési dimethylformamid-e-
thanol-ethylether za vzniku €istého produk-
tu, (0,490 g, 66,54 %, vztaZeno na podateéni
obsah glycinu na pryskyfici). Teplota téni
211 aZ 213 °C;

[@]p? == -—39,8° (c =1, dimelhylformamid]);
R, (E) 0,59, R; (D) 0,75.

Analyza pro: (C74Ho7N13013S3) C, H, N.
Analyza aminokyselin:

Tyr 0,99, Phe 1,01, Val 1,01, Asp 1,01, Cys-
(Bzl) 0,99, Pro 1,02, Arg 0,98, Gly 1,00 NH3
2,07.

B-(S-benzylmerkapto)-g,4-cyklopentamethy-
lenpropionyl-Tyr (Me)-Phe-Val-Asn-Cys(Bzl}-
-Pro-D-Arg (Tos)-Gly-NH2

0,270 g (0,206 mmolu] terc.butyloxykarbo-
nyloktapeptidamidu pFipraveného jako vpfre-
du, bylo rozpusténo ve 3 ml TFA a poneché-
no stat pfi teploté mistnosti po debu 20 mi-
nut. By) p¥idan studeny ether, VysrdZeny ma-
teridl byl odfiltrovan a promyt 5krat po 10
mililitrech etheru. Produkt byl vysuSen ve
vakuu nad pevnym hydroxidem shdnym. 250
miligramfi tohoto materidlu bylo rozpusté-
no v 0,8 ml dimethylformamidu, ke kterému
byl pfiddn roztok N-methylmorfolinu za
vzniku roztoku o hodnot& pH 7 aZ 8 (vlhky
pH-papirek}. Neutralizovany roztok byl mi-
chén pri teploté mistnosti po dobu 20 minut.

Byl p¥iddn roztok p-nitrofenyl-g-(S-benzyl-

merkapto)-g,4-cyklopentamethylenpropionéa-
tu (0,135 g, 0,37 mmolu) a 57 mg (0,37 mili-
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molu} monchydrdtu N-hydroxybenzotriazo-
Iu v 1,0 ml dimethylformamidu. ReakZni
smés byla michdna pii teploté mistnosti pfes
noc a tenkovrstevna chromatografie (systém
E) ukézala, Ze reakce byla skon¢ena. Za in-
tenzivniho michéni bylo pfiddno 80 ml me-
thanolu a 20 ml etheru. VysrdZeny material
byl ‘odfiltrovdn, promyt smé&si methanol-e-
ther (8:2) a vysuSen ve vakuu. Surovy pro-
dukt (270 mg) byl presrdZen ze smési dime-
thylformamid-methanol za vzniku acylpepti-
damidu (263 mg, 75,2 %); teplota tani 220
az 221 °C;

[a]p? = —257° (c = 1, DMF};

R¢ (E) 0,55, Ry (D) 0,83,
Elementarni analyza pro: (C73H95N13013S3)
C, H, N.

Anealyza aminokyselin:

Tyr 0,98, Phe 1,01, Val 1,02, Asp 1,02, Cys-
(Bzl) 0,97, Pro 1,03, Arg 1,0, Gly 1,00, NH3
2,06.

§-(S-benzylmerkapto)-g,4-cyklopentamethy-
lenpropionyl-Tyr (Et)-Phe-Val-Asn-Cys(Bzl)-
-Pro-D-Arg(Tos)-Gly-NH2

Terc.butyloxykarbenylektapeptidamid
(0,398 g, 0,3 mmolu) byl zbaven chréanici
skupiny a kopulovan s p-nitrofenyl-g-(S-ben-
zylmerkapto)-g,4-cyklopentamethylenprepio-
natem (0,232 g, 0,6 mmolu]), jak popséno vy-
Se, za vzniku acyloktapeptidamidu (0,361 g,
81,67 %); teplota tani 222 aZ 224 °C;

[¢]® = —22,8° (¢ = 0,5, DMF);
R; (E) 0,5, R; (D} 0,83.

Elementarni analyza pro: (Cr4He7N13013S3)
C, H, N.

Analyza aminokyselin:

Tyr 1,0, Phe 1,02, Val 1,03, Asp 1,02, Cys-
(Bzl) 0,98, Pro 1,03, Arg 0,99, Gly 1,00, NH3
2,11,

8-(S-benzylmerkapto]-g,8-cyklopentamethy-
lenpropionyl-Tyr(Me}-Phe-Val-Asn-Cys(Bzl)-
-Pro-Arg (Tos)-Gly-NHz2

Terc.butylexykarbonylcktapeptidamid
{0,394 g, 0,33 mmolu} byl zbaven chrénici
skupiny a kopulevan s p-nitrofenyl-g-(S-ben-
zylmerkapto)-g,8-cyklopentamethylenpropio-
néatem (0,232 g, 0,6 mmolu)} jako vpfedu, za
vzniku acyloktapeptiduamidu (0,388 g, 88,65
procenta), teplota tani 211 az 214 °C;

[@]p? = —39,2° (¢ = 1, DMF);

R, (E) 0,47, R; (D) 0,85.
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Elementdrni analyza pro: (C73H95N1301353)
C, H, N.

Analyza aminokyselin:

Tyr 0,99, Phe 1,02, Val 1,03, Asp 1,01, Cys-
(Bzl) 0,99, Pro 1,02, Arg 0,99, Gly 1,00,
NHs3 2,04.

[1-(g-merkapto-g,4-cyklopentamethylenpro-
pionovéd Kkyselina), 2-({0-ethyl}tyrosin, 4-va-
lin]-argininvasopresin

Roztok 140 mg (0,095 mmolu] chrédnéné-
ho acyloktapeptidamidu ve 400 ml amonia-
ku (suSenéh) a redestilovaného ze sodiku)
byl michén & pri tepl.it@ varu uvadén v re-
akci se scdikem, ve formé kousku kovu ob-
saZeného ve skienéné kapilafe, pokud v roz-
toku nevydrZela svitle mudrd barva po dobu
30 sekund. Bylo pfidéno 0,4 ml bezvodé ky-
seliny cctuve, aby s¢ odstranila barva. Roz-
tok byl cdparen proudem dusiku zavedenym
do baiiky. Po 5 minutdch byl odparek roz-
pudtén v 50 m! 10% vodné kyseliny octové,
k roztoku bylo pfiddno 800 ml vody. Roztok
byl nentralizovan 2 hydroxidem amonnym
za vzniku roztoku o hodnoté pH 6,5. Za mi-
chéui byl postupné p¥iddvan nadbytetny roz-
tok ferrikyanidu draselného (16 mi, 0,01 M).
Zluty roztek byl michdn dalich 10 minut
a po dobu 10 minut s anexovou pryskyfici
(Bis-Rad Ag-3 v C1~ formé, 10 g vihké hmot-
nosti). Suspenze byla pomalu filtrovdna prys-
kyfici (50 g vlhké hmotnosti). Po promyti
pryskyfice 200 ml 0,2% vodné kyseliny octo-
vé byly spojené filtrdty a promgjvaci rozto-
ky lyofilizovany. 1,63 g ziskaného prasku by-
1n odscleno na sloupci Sephadexu G-15 (110
krdt 2,7 cm) eluci 50% vodnou kyselinou
octovou rychlesti 5 ml/h. Eluat byl frakcio-
novan a sledavan pri absorpcei 280 nim. Frak-
ce chsahujici hlevni maximum byly shromég-
dény a lyofilizovany. 28 mg odparku bylo
podrobeno gelové filtraci na sloupci Sepha-
dexu G-15 (100 x 1,5 cm]). Produkt byl eluo-
vdn 0,2M vodnou kyselinou cctovou rych-
losti 4 ml/h. Peptid byl eluovdn v jediném
maximu (absorpce pri 280 nm). Lyofilizace
prisludnych frakci poskytla vascpresinovy
analog (24 mg, 20,6 %). Tenkovrstevnd chro-
matografie R; (E) 0,31, R; (F) 0,62;

[e]p = —B65,1° {c = 0,2, IM AcOH).
Analyza aminokyselin:

Tyr 1,00, Phe 1,01, Val 1,01, Asp 1,01, Pro
1,01, Arg 1,00, Gly 1,00, NH3 1,97.

Analyza po coxidaci kyselinou permravenci
pfed hydrolyzou poskytla pomér Cys-{O3H)-
-Gly 1,01 : 1,00.

1-[s-merkapto-3,6-cyklopentamethylenpro-
pionova kyselina), 2-[0O-methyl)tyrosin, 4-
-valin, 8-D-arginin]vasopresin

24

168 mg (0,115 mmolu) peptidického me-
ziproduktu bylo redukovédno sodikem v Kka-
palném amoniaku, znovu oxidovéano, deioni-
zovano a Cisténo jako vpFedu, za vzniku 49,5
miligramu produktu (35,5 %);

R: (E) 0,30, R; (F) 0,61;

[@]p? = —46,4° (c = 0,4, 1M kyselina octo-
va).

Analyza aminokyselin:

Tyr 0,98, Phe 1,01, Val 0,98, Asp 0,99, Pro
1,03, Arg 0,98, Gly 1,00, NH3 12,1,

Analyza pro oxidaci kyselinou permraven-
¢i, pFedchéazejici hydrolyze, poskytla pomé&r
Cys(0OsH)-Gly 1,03 : 1,00.

[1-{g-merkapto-g8,6-cyklopentamethylenpro-
pionova kyselina), 2-(0O-ethyl)tyrosin, 4-va-
lin, 8-D-arginin]vasopresin:

VytéZek analoga ze 167 mg (0,113 mmolu])
meziproduktu byl 29 mg (20,9 % ).

R; (E) 0,29, R, (F) 0,57;
[n]n? == —41,1° (c = 0,3, 1M AcOH).
Analyza aminokyselin:

Tyr 0,98, Phe 1,01, Val 1,03, Asp 0,99, Pro
1,03, Arg 1,02, Gly 1,00, NH3 1,98.

Analyza po oxidaci kyselinou permraven¢i
pred hydrolyzou poskytla pomér Cys-(0O3H]}-
-Gly 1,01 : 1,00.

[1-(p-merkapto-g8,5-cyklopentamethylenpro-
pionova kyselina), 2-(0-methyl)pyrosin, 4-
-valin]argininvasopresin

Reakce 174 mg (0,119 mmolu) acylokta-
peptidu jako vpfedu poskytla 51,5 mg pro-
duktu (35,6 %).

R; (E) 0,28, R; (F) 0,60;
[¢]p?® = —66,3° (c = 0,4, IM AcOH).

Analyza aminokyselin:
Tyr 0,99, Phe 1,01, Val 1,02, Asp 1,01, Pro
1,00, Arg 1,01, Gly 1,00, NHs3 2,11.

Analyza po oxidaci kyselinou permravendti
predchéazejici hydrolyze poskytla pomér Cys-
(OsH)-Gly 1,03 : 1,00.

Pf¥iklad 6

[1-(g-merkapto-g,8-cyklopentamethy-
lenpropionova kyselina]}, 2-(0-ethyl)-
tyrosin, 4-valin, 7-(3,4-dehydroprolin) |-
argininvasopresin
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sloutenifia byla’ pripravena ‘stejns jako v
prikladu 5, za pot¥iti'AS-prolinu misto pro--
linu.

Priklad 7

[ 1- (g-merkapto-g,8-cyklopentamethy-
lenpropion.;va kyselina), 2-suthstituova-

28"

Slougeniny této 'série” byly:pripravety jd-
ko"'v’ piikladu 5. Cistota byla stanovena  po-
moei ténkovrstevné: chromatbgrafie na sili-
kagelu' ve' dvou' systémech 'rozpoustddel; E.
butaiiot/kyselina octova/voda (BAW) (4:1:
:5) néby F. butdnol/kyselina octovéd/voda/
/pyridin (15 3: 3:10) Byly ziskdny nésle-
duji¢i vystedky:

né, 4-valin, 7-prolin]-(L- a D<)arginin-

vasopresin

X Z RE R
D-Tyr L-Atg 0,17. 0,50
D-Ph L-Arg’ 0,17 0,52
Gly L-Arg 0,15 0,48
D-Ala, L-Arg: 0,16 0,49
D-Val - L-Arg 017 0,49
D-Leu L-Arg 0,17 0,53
D-Ile L-Arg: 0,17 0,53
D-Arg L-Arg 0,08 0,30
D-Phe D-Arg 0,16 0,51
Priklad 8 Antagonistickéd aktivita byla stanovena a

Antagonismus$ k. vasopresorické reakci byl
stanoven podle Dyckese se spol., ]J. Med.
Chem., sv. 17 {1974}, str. 969. Hodnoty se
vyjadiuji jako I?anoty pAz, definované Shil-
dem'se spol., Br. ]! Pharmacol., sv: 2 {1947,
str. 189.

Utinnost antidiuretickych agonisti byla
stanovena pomoci intravenézni injekce hod-
nocenych'sloudenin na ethanolem anestezo-
vanych hydratdvaiiych krysach podle Sawye-
ra sé spol., Endocrinology, sv. 63 (1958), str.
694.

vyjddiena jako ,,afinné davky” a jako hod-
noty: pAz. ,,U8inng-ddvka” je definovéna ja-
ko davka (v nanomolech na kilogram], kte-
ra redukuje reakci pozorovanou po 2x jed-
notkach agoenisty podaného injekéné 20 mi-
nut po dévce antagonisty na'reakci 1x jed-
notek agonisty. Stanovené in vivo, hodnoty
,,DA2“ predstavuji negativni logaritmy t&in-
nych ddvek dé&lené stanovenym distribu¢nim
objemem (67 ml/kg). Vysledky jsou udény
v tabulce L.

Tabulka I
12,3 4 5 6 748 9
Cil - CO “X=Phe-Y-Asn-C Y~Pro-Z~Gly- il
|- 28
[ C, -2
!
S s
Peptid R2 X1 Y V4 Antivascpreso- Antidiuretické
ricka u€innost G&innost
7 PA? U/mg
dAVP (H)2 Tyr Gln Arg agonista 1745 + 385
dPAVP (CH3)2 Tyr Gln Arg 7,45 4+ 0,11 4243
d(CH2}5AVP (CH2)s Tyr Gln Arg 8,35 4+0,99 0,033+ 0,005
dVDAVP (H)z Tyr Val D-Arg 7,03 +0,11 1230 -+ 170
dPVDAVP (CHs)2 Tyr Val D-Arg 7.82 4- 0,05 123 + 22
d(CHz2)5VDAVP (CH2)5 Tyr Val D-Arg 7,68 4- 0,05 0,10 + 0,02
dTyr(Me]AVP H2 Tyr(Me}, Gln Argz agonista 830 - 70
dPTyr (Me]AVP (CHs)2 Tyr(Me) Gln Arg 7,96 + 0.05 35--05
d(CHz)sTyr(Me}AVP (CHz2)s5 Tyr(Me) Gln Arg 8,62 4- 0,03 0,31 -~ 0,07
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Vysledky uvedené v tabulce I ukazuji, Ze
sloudeniny ziskané zpliscbem podle vynéle-
zu, zejména [1-(g-merkapto-g,8-cyklopenta-
methylenpropionovd Kkyselina), 8-arginin}-
vasopresin a [1-(g-merkapto-g,5-cyklopenta-
methylenpropionovéa kyselina), 2-(0-methyl )-
tyrosin, 8-arginin]}vasopresin antagonizuji
vasopresorickou reakci na argininvasopresin
a vykazuji vyznatné sniZeni antidiuretické
uéinnosti.

Prfiklad 9

[1-‘[{3 merkapto g,8-cyklopentamethylen-
propicnova kysehna] 2-(0-alkyl)tyrosin, 4-
-valin, 8-(L- a D- ]argmm]vasoplesmové slou-
éemny, hodnocené jako v pirikladu 8, byly
slabymi antidiuretickymi agonisty. Zpﬁsobu-
ji podate¢ni submaximdlni inhibici wylulo-
vani mode, trvajici asi 10 minut, nésledova-
nou obhdobim inhibice reakce na ADH, trva-
jicim 1 aZ 3 hodiny, v zdvislosti na davce. Ta-

Tabulka II

Slouéenina

Anti-antidiuretickd Géinnost

28

to inhibice byla reverzibilni, tj. ize ji pfeko-
nat zvySenim ddvek ADH. Opakované pokusy
dovolovaly stanoveni ,,i&inné davky* kaZdé-
ho analoga, jeZ je definovéna jako dévka,
kterd redukuje antidiuretickou reakci na 2x
jednotek ADH, podanych injek&né 20 minut
po déavce antagonisty, odpovidajici reakci
1x jednotek, podanych injek&n& pred anta-
gonistou. Stanovené G€inné ddvky pro tato
analoga (v nmol/kg) a antivasopresorické
aktivita jsou udény v tabulce 1L
Zatimco [1-(g-merkapto-g8,8-cyklopenta-

methylenpropionovd kyselina), 2-{0-alkyl)-
tyrosin, 4-valin, 7-{L- a D-)arginin]vasopre-
sinové sloufeniny byly slabymi antidiuretic-
kymi agonisty, vyvoldvajicimi pofateéni sub-
maximdlni inhibici vylu€ovédni mode trvajici
po dobu asi 10 minut, nésledovanou obdo-
bim inhibice reakci na ADH trvajici po do-
bu 1 aZ 3 hodin, vfhodné sloufeniny, ozna-
¢ené hvézditkou v tabulce niZe, nemély an-
tidiuretickou agonistickou G&innost.

Antivasopresorickd dfinnost

ED pA2 ED pA2
nmol/k7 nmol/kg

d(CH2)sD-Tyr VAVP 22 02 7514008(4) 0,29-+ 009 8,41 -0,11 (4)
d(CHz2)sD-Phe VAVP 0,67 +0,13* 807 1-009(8) 058+ 004 8,06+ 0,03 (4)
d(CH2)5[ GLyW*1VAVP agonista — atonista —
d(CHz2)5[DAla?]VAVP agonista 177 +31 5,79 +- 0,08 {4)

d({CHz2)5[D-Val?]VAVP 23 + 03 748.-006(4) 27 L 3 6,41 & 0,05 (4)
d(CHz)5[D-Leu? | VAVP 1,2 £03* 7,7940,12(4) 26 + 5 6,45 = 0,09 (4)
d(CHz)5[ D-11e?]VAVP 0,70 £ 0,0* 7,98-0,05(4) 82 + 14 6,95 -~ 0,08 (5)
d[CHz]s[D -Arg?]VAVD >90 <59 ~260 ~5,4

d (CH2)5D-Phe VDAVP 69 -1,3 7,07--010(9) 0,73 7,98 4- 0,07 (4)
d(CH2)5Tyr (Me)VDAVP 15 -F 3 6,68 - 011(4) 028- 005 844 - 0,07 (8)
d(CHz2)5Tyr (Et)VDAVP 57 05 7,107+ 008(4) 034+ 004 831-F0,05(8)
d (CHz2)5Tyr (i-Pr)VDAVP 85 007 688 007(4) 028~ 007 8,41 0,08(8)
d(CH2)sTyr(n-Pr)VDAVP 14 2 6,67 003(4) 11 T+ 02 7,86 + 0,10 (8)
d(CHz2)5Tyr (Me )VAVP 31 F04 7,354+006(4) 0,29+ 008 8327+ 0,08 (4)
d{CHz2)sTyr (Et)VAVP 19 02 757--006(4) 0497 011 816 + 0,09 (4)
d(CHz2)sTyr (i-Pr)VAVP 36 +-09 7,321006(6) 031-F 0,06 8,36-F 0,09 (4)
d (CHz2)s5Tyr (n-Pr)VAVP 35 14-0,06 7,29-5-0,07(4) 0,40+ 0,04 8,22+ 0,04 (4)
d(CH2)5-D-Tyr (Me)VAVP 1,2 -0,3 7,77 £0,07(6) 0,23-F 004 848+ 0,08 (4)
d(CHz)5-D-Tyr [I’t]VAVP 1,1 4°0,2  7,81F007(5) 045-F 011 8,22 0,12 (4)
d(CH2)5-Tyr (Et)-V 1,5 +0,3

-AS-Pro’-AVP

Vyhodné slou€eniny ziskané zplisobem po-
dle vynalezu jsou také selektivndjsi neZ dii-
v8j8i antidiuretitti antagonisté se zietelem
na antivasopresorické aktivity, jak je uka-
zadno pomérem antlvasopresorické anti-anti-

PR

diuretické ucinné davky:

. Antlvasopresomcka
Slouenina ED “Anti-antidiureticka
[CHz]sD Tyr[Et] VAVP 0,41
d(CHz)5 D-Phe VAVP 0,87
d(CHz2)s5[D-Val]*VAVP 12
d(CH2)5[ D-Leu?]VAVP 22
d(CHz)s[D-11e?] VAVP 12

Priklad 10

(a)

Antagonismus [ 1-(g-merkapto-g,8-cyklo-
pentamethylenpropionovd kyselina), 2-(O-
-alkyl)tyrosin, 4-valin]-(L- a D-)argininva-
sopresinové sloudeniny na endogenni ADH
byl ukézén injekci slou€eniny intraperitone-
alné bdélym krysdm. Po 4 hodiny po injek-
ci byla odebirdna moé. Udaje v tabulce niZe
pfedstavuji primér +SE vysledkdt ve sku-
pindch 4 aZ 6 krys. *P <0,05 a **P <0,005
jsou udény pro rozdil mezi priméry u krys
po podéni antagonistli a priméry reakci stej-
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nych krys po injekci samotného rozpousts-

dla. Primérnd velikost objemu moé&e u kon-
trolnich Kkrys po injekci rozpous$tédla byla

30

0,9 + 0,1 ml/kg za hcdinu a priim&rnd osmo-
lalita byla 1544 -85 mOsm/kg H20 (n =
= 32).

Davka ug/kg Objem moc¢e ml/kg za h. Osmolalita
mOsm/kg Hz20
d(CHz2)s5Tyr{Me)VDAVP 100 1,5-40,3 1341 -~ 428
d(CHz )5Tyr (Et)VDAVP 300 2,2 T 0,4* 961 J- 204*
30 2,8 - 0,3* 640 - 47+*
d(CHz)sTyr (Me)VAVP 100 9,5 F 1,8%* 234 | 25%*
10 1,1+0,5 1303 4-190
d(CHz)5Tyr (Et)VAVP 30 3,4 - 0,9* 514 - 105**
10 7,4 1 1,0%* 316 - 38%*
30 13,3+ 25%* 194 -+ 17**

(b)

Réakce intaktnich krysich samic o hmot-
nosti 200 aZ 240 g po intraperitoneédinich in-
jekcich d(ICHz2)sTyr{Et)VAVP byly hodnoce-
ny v pokuse, pfi némZ kaZ?dé krysa dostala
rozpoustédlo a ob& davky antagonisty ADH.
Injekce byly podévany v rozmezi nejméné
dvou dnl. Krysdm byla voda k dispozici ad
libitum. Injekce byly poddvény v 11 hodin
dopoledne, nateZ byla spontédnné odchdzeji-
ci mo& sbirédna v 1 hod. intervalech po do-
bu 4 hodin. ,

Na obr. 1 je zndzornéna osmolalita mote
jako funkce &asu. Osmolalita mote u kon-
trol (injekce rozpouitédla) byly hodnoceny
po dvouhodinovém obdobi v diisledku ne-
pravidelnosti moéeni.

Na obr. 2 je zndzornéno vylu¢nvdni modée
jako funkce ¢asu.

Na obou obréazcich vertikdlni pFimky pro-
chézejici body oznaduji SE.

Priklad 11

Sloudeniny, ve kterych Tyr v poloze 2 pat¥i
do D-série a neni etherifikovan (X‘ znadi
vodik ] se pFipravuji jako v piikladech 1 aZ
5. Slougenina, ve které Z znadi L-Arg, je ve-
lice aktivni jako antagonista antidiuretické
aktivity arginin-vasopresinu.

Pfedchozi priklady lze opakovat s podob-
nym Uspéchem ndhradou obecn& nebo spe-
cificky popsanych reakénich ¢inidel a/nebo
reakénich podminek podle vynélezu za ty,
které jsou pouZivdny v pfedchozich piikla-
dech.

Z predchoziho popisu odbornik snadno
zjisti podstatné charakteristiky tohoto vyné-
lezu a aniZ by opustil jeho ducha a rozsahu,
milZe provadét riizné zmény a modifikace,
aby jej plizplisobil riznému pouZiti a pod-
minkam.

PREDMET VYNALEZU

/}1\;'Zpusob vyroby peptidi obecného vzorce

VN

S

C:HgCO-,)’(-thm VeAsn~Cy-W-Z- Gy~

i
#en

kde

X piedstavuje Tyr X', kde X' znamend vo-
dik, methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl nebo
n-butyl a Tyr je D- nebo L-, D-Phe, D-Val, D-
-Leu, D-Ile, D-Arg, D-norvalin, D-norleucin,
D-cyklohexylalanin, .D-¢-aminoméselnou ky-
selinu, D-threonin nebo D-methionin,

W piedstavuje Pro nebo A3-Pro,

Z piedstavuje D- nebo L-Arg, a jestliZe X
znadi Tyr-X‘, pak W zna&i A3-Pro, a

Y pfedstavuje Val nebo Gln,

vyznatujici se tim, Ze .se provadi postupem
zahrnujicim tyto po sob& nésledujici stup-
né:

‘fa) zpracovani Boc-Gly-pryskyfice synté-
zou v pevné fazi o 3esti cyklech deprotekce,
neutralizace a kopulace s vybranou amino-
kyselinou za vzniku odpovidajici chrdn&né
heptapeptidylové pryskyfice obecného vzor-
ce

Boc-Phe-Y-Asn-Cy(Bz1)-W-Z(Tos }-Gly-prys-
kyf¥ice,

v ném?z

Y, W a Z maji v§Se uvedeny vyznam,

b} zpracovani odpovidajici chrén&né hep-
tapeptidylové pryskyfice vyrobené ve.stup-
ni a) peptidovou syntézou v pevné fdzi v
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cyklu deprotekce, neutralizace a kopulace
se sloudeninou obecného vzorce

Boc-X
v. némz

X mé vyse uvedeny vyznain,
za vzniku odpovidajici terc.butoxykarbonyl-
oktapeptidylové pryskyfice obecného vzorce

Boc-X-Phe-Y-Asn-Cy (Bz1)-W-Z (Tos)-Gly-prys-
kyfFice

v. némz

X, Y, W a Z maji vySe uvedeié vyznamy,

, l;k"\.

feoar 5.
(_.: L) B ;”;)“ ‘\_r
Lo A

S ST, P
den

v némz
X, Y, W a Z maji vySe uvedené vyznamy,

kopulaci neutralizovaného, deprotektované-
ho roztoku cdpovidajiciho terc.hutoxykarbo-
nyl-oktapeptidového amidu s p-nitrofenyl-g-
-(S-benzylmerkapto)-8 g-cyklopentamethy-
len-propiondtem v p¥itomnosti m nhydrédtu
N-hydroxybenzotriazoly, a

PN
N Kt
S~ [

C:’-i; C0~X-Phe ~Y-Cy (Bzl)~W-Z (Tos )~GLy-NI

32

¢) amonolyzu odpovidajici chrédn&né okta-
peptidylové pryskyfice vyrobené ve stupni
b} na odpovidajici Boc-oktapeptidovy amid
obecného vzorce

Boc-X-Phe-Y-Asn-Cy(Bzl)-W-Z (Tos)-Gly-NH2
v némz

X, Y, W a Z maji vy§e uvedené vyznamy,

d) pfeménu odpovidajictho Boc-oktapep-
tidového amidu vyrobeného ve stupni c¢) na
odpovidajici 4-(S-benzylmerkapto)-g,8-cykio-
pentamethylenpropionyl-oktapeptidovy amid
obecného vzorce

2

e) redukci odpovidajiciho §-(S-benzylmer-
kapto)-g,6-cyklopentamethylen-propionylok-
tapeptidového amidu, vyrobeného ve stupni
d), sodikem v kapalném amoniaku, a oxi-
dadni cyklizaci vzniklé disulfhydrylové slou-
Ceniny ferrikyanidem draselnym.

2. Zplisob podle bodu 1 pro vyrobu slou-

denin obecného vzorce

CHyCO-/-Phe-Val-Asn-Cy-W- Z-Gly-NH,

ve kterém

X predstavuje Tyr X', kde X' znamené me-
thyl, ethyl, n-propyl, isopropyl nebo n-butyl
a Tyr je D- nebo L-, D-Phe, D-Val, D-Leu, D-
-Ile, D-Arg, D-norvalin, D-norleucin, D-cyklo-
hexylalanin, D-e¢-aminomaéselnou kyselinu, D-
-threonin nebo D-methionin,

W znaéi Pro nebo A3-Pro,

Z znadi D- nebo L-Arg, a jestliZe X znaci
Tyr-X', pak W zna&i A3-Pro,

vyznadujici se tim, Ze se provadi postupem
zahrnujicim tyto po sob& nédsledujici stupné&:

a) zpracovani Boc-Gly-pryskyrice synté-
zou v pevné fazi o Sesti cyklech deprotekce,
neutralizace a kopulace s vybranou amino-
kyselinou za vzniku odpovidajici chrénéné
heptapeptidylové prysky¥ice obecného vzor-
ce

S

Boc-Phe-Val-Asn-Cy (Bzl)-W-([D- nebo L-)Arg-
(Tos)-Gly-pryskyf¥ice,

v némz

W mé vy3Se uvedeny vyznam,

b) zpracovani odpovidajici chrdn&né hep-
tapeptidylové pryskyiice vyrobené ve stup-
ni a) peptidovou syntézou v pevné fazi v cy-
klu deprotekce, neutralizace a kopulace se
slougeninou obecného vzorce

Boc-X,
v. ném?Z

X mé vySe uvedeny vyznam,

za vzniku odpovidajici terc.butoxykarbonyl-
oktapeptidylové pryskyfice obecného vzorce

e s
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Boc-X-Phe-Val-Asn-Cy(Bzl)-W-{D- nebo L-}-
-Arg(Tos}-Gly-pryskyfice,

v. némZ

X a W majl vySe uvedené vyznamy,

c) amonolyzu odpovidajici chrdnéné okta-
peptidylové pryskyfice vyrobené ve stupni

b) na odpovidajici Boc-oktapeptidovy amid
obecného vzorce

CH~CO-X-Pho-~ Vit~ CyBzl )-W-(D~ nebha ;’_;~).f1.e‘§ (s )0

/w"\ ! £

X a W maji vySe uvedené vyznamy,

kopulaci neutralizovaného, deprotektované-
ho roztoku odpovidajiciho terc.butoxykarbo-
nyl-oktapeptidového amidu s p-nitrofenyl-g-
-(S-benzylmerkapto)-8,8-cyklopentamethy-
len-propiondtem v pritomnosti monohydréatu
N-hydroxybenzotriazolu, a

e) redukci odpovidajictho g-(S-benzylmer-
kapto)-B8,8-cyklopentamethylen-propionyl-
oktapeptidového amidu, vyrobeného ve stup-
ni d), sodikem v kapalném amoniaku, a oxi-
da¢ni cyklizaci vzniklé disulfhydrylové slou-
€eniny ferrikyanidem draselnym.

3. Zplsob podle bodu 2, vyznafujic{ se
tim, Ze se pouZivd sloufenin obecnych vzor-
cil uvedenych v bodé& 2, v nichZ X znali me-
thyl, ethyl, n-propyl, isopropyl nebo butyl,
Tyr je D- nebo L- a W zna¢i Pro nebo AS-
-Pro.

4, Zpisob podle bodu 2, vyznafujici se
tim, Ze se pouZivd sloutenin obecnych vzor-
cfi uvedenych v bodé 2, v nichZ X znad&i (O-
-methyl)tyrosin a Z znadi arginin.

5. Zplsob podle bodu 2, vyznadujici se
tim, Ze se pouZivé sloutenin obecnych vzorcl
uvedenych v bod& 2, v nichZ X znaéi (O-me-
thyl)tyrosin a Z zna&i (L- nebo D-)arginin.

6. ZpGsob podle bodu 2, vyznafujici se
tim, e se pouZivé sloudenin obecnych vzor-
cit uvedenych v bodé& 1, v nichZ X znad¢i (O-
-ethyl)tyrosin a Z znac¢i (L- nebo D-)arginin.

7. Zplisob podle bodu 2, vyznalujici se
tim, Ze se pouZivd sloutenin obecnych vzor-
cli uvedenych v bodé 2, v nichZ X znad&i (O-
-methyl)-D-tyrosin a Z zna€i (L- nebo D-])-
arginin.

8. Zplisob podle bodu 2, vyznadujici se tim,
Ze se pouZivé slou€enin obecnych vzorca u-
vedenych v bod& 2, v nichZ X zna¢i (O-iso-
propylityrosin a Z zna¢i (L- nebo D-)argi-
nin,

34

Boc-X-Phe-Val-Asn-Cy(Bzl)-W-(D- nebo L-)-
Arg(Tos)-Gly-NHz

V. némz

X a W maji vySe uvedené vyznamy,

d) pfeménu cdpovidajiciho Boc-oktapepti-
dového amidu vyrobeného ve stupni c¢) na
odpovidajici §-(S-benzylmerkapto)-g,8-cyk-
lopentamethylenpropionyl-oktapeptidovy a-
mid obecného vzorce

7 o {'\, i."l"'\
£

9. Zpiisob podie bedu 2, vyznadujici se tim,
Ze se pouZivd slouéenin obecnych vzorc
uvedenych v bodé 2, v nichZ X zna¢i {O-n-
-propyl)tyrosin a Z znaéi (L- nebo D-)argi-
nin.

10. Zpascb pudle bodu 2, vyznadujici se
tim, Ze se pouZiva sloudenin vbecnych vzor-
cilt uvedenych v bodé 2, v nichZ X znaéi '(O-
-ethyl) tyrosin, W zna€i 3,4-dehydroprolin
a Z znadi arginin.

11. Zptsob podle bodu 2, vyznadujici se
tim, Ze se pouZiva sloucenin obecnych vzor-
clt uvedenych v bcdé 2, v nichZ X znadi D-
-Phe, D-Val, D-Leu, D-Ile, D-Arg, D-norvalin,
D-norleucin, D-cyklohexylalanin, D-g-amino-
mdselnou kyselinu, D-threcnin wnebo D-me-
thionin, W znac¢i prolin a Z znac¢i D- nebo
L-arginin.

12. Zpisob podle bodu 2, vyznadujici se
tim, Ze se pouZivd sloufenin obecunych vzor-
clt uvedenych v bodé& 2, v nichZ X znaéi D-
-Phe, D-Val, D-Leu nebo D-lle.

13. Zplsob podle bodu 2, vyznadujici se
tim, Ze se pouZivd sloufenin ocbecnych vzor-
clt uvedenych v bod& 2, v nichZ Z znad&i L-
-arginin.

14. Zpisob podle bodu 2, vyznadujici se
tim, Ze se pouZivé sloufenin obecnych vzor-
clt uvedenych v bodé& 2, v nichZ X znaé{ D-
-fenylalanin a Z znaci arginin.

15. Zplsob pcdle bodu 2, vyznadujici se
tim, Ze se pouZiva slou€enin obecnych vzor-
cft uvedenych v bod€ 2, v nichZ X znadi D-
-valin a Z znadi arginin.

16. Zpfisob podle bndu 2, vyznadujici se
tim, Ze se pouZivé siloufenin cbecnych vzor-
cfi uvedenych v bodé& 2, v nichZ X znagi D-
-leucin a Z znaci arginin.

17. Zplsob podle bodu 2, vyznadujici se
tim, Ze se pouZivd sloufenin obecnych vzor-
clt uvedenych v bod& 2, v nichZ X znadi D-
-isoleucin a Z znaci arginin.

18. Zpasob podle bodu 2, vyznadujici se
tim, Ze se pouZiva sloufenin obecnych vzor-




262407

35

ctt uvedenych v bod& 2, v nichZ X zna¢i D-
-fenylalanin a Z znaé&i D-arginin.

38

19. Zpfisob podle bodu 1 pro vyrobu slou-
¢enin obecného vzorce

CHyC0-Tyr(X)~Phe~6tn-Asn-Cy-Pro-Z-Gly-NH,

a "\(’:
( L‘\I:{,?‘}S /. I
g
ve kterém

X zna&i vodik, methyl nebo ethyl a
Z znadi L- nebo D-Arg,

vyznadujici se tim, Ze se provadi postupem
zahrnujicim tyto po sob# néasledujici stupné:

a) zpracovani Boc-Gly-pryskyFice syntézou
v pevné fazi o $esti cyklech deprotekce, ne-
utralizace a kopulace s vybranou aminoky-
selinou za vzniku odpovidajici chrdné&né hep-
tapeptidylové pryskytice obecného vzorce

Boc-Phe-Glin-Asn-Cy (Bzl)-Pro-Z(Tos)-Gly-
-pryskyftice

v. némZ
Z ma vySe uvedeny vyznam,

b) zpracovédni odpovidajici chranéné hep-
tapeptidylové pryskyfice vyrobené ve stupni
a) peptidovou syntézcu v pevné fazi v cyklu
deprotekce, neutralizace a kopulace se slou-
geninou obecného vzaorce

Boc-Tyr (X')
v némz
@
N P
(it C
\‘\.._—/‘ .
S -
CH 2 Ph
v némz

X a Z maji vy3e uvedené vyznamy,

kopulaci neutralizovaného, deprotektované-
ho roztoku odpovidajiciho terc,butoxykarbo-
nyl-oktapeptidového amidu s p-nitrofenyil-3-
-(S-benzylmerkapto)-g,4-cyklopentamethy-
len-propiondtem v p¥itomnosti monohydratu
N-hydroxybenzotriazolu, a

X' mé vyse uvedeny vyznam,

za vzniku odpovidajici terc.butoxykarbonyl-
oktapeptidylové pryskyfice obecného vzorce

Boc-Tyr{X')-Phe-Gln-Asn-Cy(Bzl}-Pro-Z(Tos)-
-Gly-pryskyfice

v némz
X a Z maji vySe uvedené vyznamy,

¢) amonolyzu odpovidajici chrén&né buto-
xykarbonyloktapeptidylové pryskyfice vyro-
bené ve stupni b) na odpovidajici Boc-okta-
peptidovy amid obecného vzorce

Boc-Tyr- (X‘})-Phe-Gln-Asn-Cy(Bzl)-Pro-Z-
(Tos)-Gly-NHz

v ném%
X a Z maji vy8e uvedené vyznamy,

d) premé&nu odpovidajiciho Boc-oktapepti-
dového amidu vyrobeného ve stupni c) na
odpovidajici g-(S-benzylmerkapto}-g,8-cyk-
lopentamethylenpropionyl-oktapeptidovy a-
mid obecného vzorce

HzC0- Ty (x)~Phe-Gth-Asn-Cy(Bzl)-Pro-Z{Tes)-G 1y~-NH,

e) redukci odpovidajiciho g-(S-benzylmer-
kapto)cyklopentamethylenpropionyloktapep-
tidového amidu, vyrobeného ve stupni d),
sodikem v kapalném amoniaku, a oxidaéni
cyklizaci vzniklé disulfhydrylové sloufeniny
ferrikyanidem draselnym.

20. Zplsob podle bodu 1, pro vyrobu slou-
¢enin obecného vzorce
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sn-Cy-Pro-T.CTv. i

ve kterém

Tyr je D-Tyr a
Z znad¢i D- nebo L-Arg,

vyznadujici se tim, Ze se provadi postupem
zahrnujicim tyto po sob& nésledujici stup-
né:

a) zpracovani Boc-Gly-pryskyfice synté-
zou v pevné f4zi o 3esti cyklech deprotekce,
neutralizace a kopulace s vybranou amino-
kyselinou za vzniku odpovidajici chrdnéné
heptapeptidylové pryskyiice obcného vzor-
ce

Boc-Phe-Val-Asn-Cy(Bzl)-Pro-Z(Tos)-Gly-
-pryskyftice,

v némz
Z mé vySe uvedeny vyznam,

b) zpracovani odpovidajici chrdnéné hep-
tapeptidylové pryskyfice vyrobené ve stup-
ni a) peptidovou syntézou v pevné fazi v cy-
klu deprotekce, neutralizace a kopulace se
slougeninou vzorce

CHyCO-D-Tyr (H)-Phe-Val-Asn-Cy(Bzt)-Pro-;

(C"Hh C

“'/S CHB_Ph

v némiZ
Z mé vy3e uvedeny vyznam,

kopulaci neutralizovaného, deprotektované-
ho roztoku odpovidajiciho terc.butoxykarbo-
nyl-oktapeptidového amidu s p-nitrofenyl-g-
-(S-benzylmerkapto)-g,8-cyklopentamethy-

S

Boe-D-Tyr(H)

za vzniku odpovidajici terc.butoxykarbonyl-
oktapeptidylové pryskytice obecného vzor-
ce

Boc-D-Tyr(H}-Phe-Val-Asn-Cy(Bzl)-Pro-Z-
(Tos)-Gly-pryskyfFice,

v. n8mZ
Z ma vy3e uvedeny vyznam,

¢) amonolyzou odpovidajici chranéné ok-
tapeptidylové pryskyfice vyrobené ve stup-
ni b) na odpovidajici Boc-oktapeptidovy a-
mid obecného vzorce

Boc-D-Tyr (H])-Phe-Val- Asn Cy(Bzl}-Pro-z-
(Tos]-Gly-NHz,

v némz

Z maé vySe uvedeny vyznam,

d) pfeménu odpovidajictho Boc-oktapepti-
dového amidu vyrobeného ve stupni ¢) na
odpovidajici §-(S-benzylmerkapto)-8,8-cyk-
lopentamethylenpropionyl-oktapeptidovy a-
mid obecného vzorce

{i‘)r}n(, \,..Q\II-.[
4

len-propiondtem v pi#itomnosti monohydré-
tu N-hydroxybenzotriazolu, a

e) redukci odpovidajiciho g-(S-benzylmer-
kapto}-3,8-cyklopentamethylenpropionylok-
tapeptidového amidu, vyrobeného ve stupni
d), sodikem v kapalném amoniaku, a oxidaé-
ni cyklizaci vzniklé disulfhydrylové sloude-
niny ferrikyanidem draselnym.

1 list vykresi
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