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Vynélez se tykd zplsobu pfiipravy pepti-
dd na bdzi molekuly kyseliny pressinové o-
becného vzorce I

Z—Cys—Tyr—Phe—GIn—Asn—Cys—N2Hz2Ph
| |
Bzl Bzl
(1)

pfi¢emZ Z je benzyloxykarbonylovd chréanici
skupina, Bzl je benzylovd chrénic{ skupina,
N2H2Ph je fenylhydrazidovad chrénici skupi-
na.

Podstatou vynalezu je, Ze na chranéné a-
minokyseliny nebo peptidy tvorici fragmen-
ty molekuly kyseliny pressinové, plisobi pro-
teolytickymi enzymi, papainem pro syntézy
peptidovych vazeb Tyr—Phe, Gln—Asn, chy-
motrypsinem pro syntézu peptidovych va-
zeb Tyr—Phe, Phe—~Gln a termolysinem pro
syntézu peptidové vazby Tyr—>Phe.

Tento zplsob pfipravy poskytuje &istsi
produkty, je flexibiln&jsi p¥i volbé syntetic-
kého postupu a je i ekonomicky vyhodnéjsi,
neZ postupy pro tento ucel dosud pouZiva-
ne.
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Vyndlez se tykd zpiisobu pfipravy peptidl
na bazi molekuly kyseliny pressinové a je
zaloZeny na tom, Ze se pro tvorbu peptido-
vych vazeb pouZivd proteolytickych enzymd.

JiZ dfive bylo zji3téno, Ze se proteolytic-
ké enzymy, jejichZ vlastni funkci v Zivé hmo-
t& je hydrolyza peptidovych vazeb, mohou
za urditych podminek pouZivat i k reakci
opatné, tzn. k syntéze peptidovych vazeb
(pFehled viz: Brtnik F., JoSt K.: Chem. listy
74, 951 /1980/, Fruton J. S.: Adv. Enzymol.
53, 239 /1982/}, Jakubke II. — D. Kuhl P,
Konnecke A.: Angev. Chem. 24, 85 /1985/).

Syntéza peptidt na bdzi molekuly oxyto-
cinu pomoci proteolytickych enzymi je znéa-
ma (Cs. autorské ov&ddéeni &. 244 645). Zde
je popsdna papainem katalyzovana syntéza
peptidovych fragmentdi Cys—Tyr a Asn—Cys,
které jsou spoletné pro sekvenci molekuly
oxytocinu i kyseliny pressinoveé.

Nyni bylo zji§téno, Ze tento zplsob syn-
tézy je vyhodny i pro syntézu N-koncového
chréandného hexapeptidu vasopressinu a dal-
§ich strukturnich fragmentli kyseliny pres-
sinové. Tento zplisob ddva chemicky i optic-
ky &isté produkty, provedeni reakci a zpra-
covani vzniklych produktli je jednoduché a
ekonomické.

Podstatou piipravy peptidd na bazi mole-
kuly kyseliny pressinové obecného vzorce
I je, Ze se na chrdnéné aminokyseliny nebo
peptidy, tvoFici fragmenty kyseliny pressi-
nové, plsobi proteolytickymi enzymy, papi-
nem pro syntézu peptidovych vazeb Tyr—
—Phe, Gln—Asn, chymotrypsinem pro syn-
tézu peptidovych vazeb Tyr—Phe, Phe—GIn
a termolysinem pro syntézu peptidové vaz-
by Tyr—Phe.

Zplisob piipravy chranénych peptidl sek-
vence kyseliny pressinové s vyuZitim pro-
teolytickych enzymi se déle objasiiuje v pFi-
kladech provedeni.

P¥iklad 1

Fenylhydrazid terc.butyloxykarbonyl-
fenylalanyl-glutaminu

K roztoku methylesteru terc.butyloxykar-
bonylfenylalaninu (430 mg) a trifluorace-
tatu fenylhydrazidu glutaminu (650 mg) ve
smési methanolu (4 ml) a 0,2 mol.1-! kar-
bon4t-bikarbonédtového puifru pH 10,5 (16
mililitri) byl po dpravé pH na hodnotu 10
ptidan e-chymotrypsin (10 mg) a smés by-
la michdna 3 hodiny p¥i teplot® mistnosti.
Vyloudend sraZenina byla odfiltrovdna a
zpracovdna b&Znym zplsobem. Bylo ziskdno
395 mg (52 %) produktu o t. t. 200 az 202
stupri@t Celsia. Krystalizaci ze smési metha-
nolu a etheru bylo ziskdno 324 mg (43 %)
o t. t. 202 aZ 203 °C.

[e]p —11,4 (¢ 0,3, methanol).

Aminokyselinové analyza:
Glu 1,00, Phe 1,01,

4
Pro C25H33N505 . O . 5H20 (492,6)

vypod&teno:
60,95 % C, 6,96 % H, 14,21 % N;

nalezeno:
61,25 % C, 6,76 % H, 14,39 % N.

Pfiklad 2

Fenylhydrazid terc.butyloxykarbonyl-
fenylalanyl-glutaminylasparaginyl-S-
-benzylcysteinu

K roztoku terc.butyloxykarbonylfenylala-
nyl-glutaminu (200 mg) a trifluoracetatu
fenylhydrazidu asparaginyl-S-benzylcystei-
nu (320 mg) ve smési ethanolu (1,5 ml) a
0,2 mol .1-! acetdtového pufru pH 5,8 (3,5
mililitru) byla piiddna kyselina ethylendi-
aminotetraoctovd (3 mg) a hydrochlorid
cysteinu (5 mg). pH roztoku bylo 4,8. Po
pfidani papainu (20 mg) byla smés inkubo-
vana 20 hodin p¥i 38°C. Vyloufena sraZe-
nina byla odfiltrovdna a zpracovana b&Znym
zptisobem. Bylo ziskéno 345 mg (87 %) pro-
duktu o t. t. 228 aZ 229°C. Krystalizaci ze
sm&si methanolu a etheru bylo ziskdno 315
miligramd (80 %) o t. t. 229 aZ 230 °C.

[¢]p —35,9 (¢ 0,2, dimethylformamid).

Aminokyselinova analyza:
Asp 1,02, Glu 1,00, Phe 1,00, Cys(Bzl) 0,99.

Pro C39H50Ns08S1 . O . 5H20 (799,9)

vypod&teno:
58,56 % C, 6,43 % H, 14,01 % N;

nalezeno:
58,43 % C, 6,21 % H, 13,87 % N.

Priklad 3

Fenylhydrazid terc.butyloxykarbonyl-
tyrosyl-fenylalaninu

K roztoku terc. butyloxykarbonyltyrosinu
(565 mg) a trifluoracetdtu fenylhydrazidu
fenylalaninu (815 mg) ve smési ethanolu
(4 ml) a 0,2 mol.1-! acetdtového pufru pH
4,8 {16 ml) byla pFiddna kyselina ethylen-
diaminotetraoctovd (6 mg) a hydrochlorid
cysteinu (20 mg). Po upravé pH na hodno-
tu 4,8 byl pfiddn papain (85 mg) a smsés
byla inkubovéana 25 hodin p#l 38 °C. Produkt
byl extrahovdn mnohonésobné do ethylace-
tdtu a ethylacetdtovy roztok byl promyt
HSO4~ pufrem pH 2, vodou, 0,5 mol.ll"
NaHCOs3, vodou, vysuSen siranem sodnym a
odpaien. Odparek byl krystalovdn ze smési
ethylacetdtu a petroletheru. Bylo ziskdno
370 mg (36 %] produktu o t. t. 203 aZ 205 °C.
Vzorek pro analyzu byl rekrystalovan z e-
thylacetétu, t. t. 207 aZ 208 °C,
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[¢]p —3L9 (c 0,3, dimethylformamid].

Aminokyselinova analyza:
Tyr 0,93, Phe 1,07,

Pro C2¢H34N405 (518,6)

vypolteno:
67,16 % C, 6,61 % H, 10,80 % N;

nalezeno:
66,88 % C, 6,55 % H, 10,56 0% N.

Priklad 4

Methylester benzyloxykarbonyl-S-
-benzylcysteinyl-tyrosyl-fenylalaninu

K roztoku benzyloxykarbonyl-S-benzylcys-
teinyl-tyrosinu (51 mg) a hydrochloridu me-
thylesteru fenylalaninu (25 mg) ve smési di-
methylformamidu (0,5 ml) a 0,2 mol.!l"!
Tris-maleinanového pufru pH 7 (2 ml) byl
piidan chlorid vapenaty (0,5 mg) a pH bylo
upraveno na hodnotu 7,0. Po pFidani termo-
lysinu {2 mg) byla smé&s inkubovdna 24 ho-
din pf¥i 38°C. Smés byla okyselena 1 mol.
. 171 HC1 a produkt byl extrahovédn do ethyl-
acetdtu. Ethylacetdatovy roztok byl promyt
1 mol.1~! HC], vodou, 0,5 mol.1"! vodou,
vysuden siranem sodnym a odpafen. Odpa-
rek byl rozetien etherem. Bylo ziskdno 40 mg
(60 %) produktu o t. t. 182 °C.

[¢]p —36,5 (c 0,3, methanol).

Aminokyselinova analyza:
Tyr 0,99, Phe 1,03, Cys(Bzl) 0,98.

Literatura uvadi t. t. 154°C, [a]p —33,7
(c 1,5, methanol). (Boissonnas R. A., Gutt-
mann St., Jaquenoud P. — A., Waller ]. — P.:
Helv. Chim. Acta 39, 1421 /1956/).

Priklad 5

Fenylhydrazid benzyloxykarbonyl-
-S-benzylcysteinyl-tyrosyl-
-fenylalaninu

{priprava termolysinem)

K roztoku benzyloxykarbonyl-S-benzylcys-
teinyl-tyrosinu (51 mg) a trifluoracetdtu fe-
nylhydrazidu fenylalaninu (47 mg) ve smé-
si dimethylformamidu (0,5 ml) a 0,2 mol.
. 171 Tris-maleinanového pufru pH 7 (2 ml)
byl piidan chlorid vapenaty (0,5 mg) a pH
bylo upraveno na hodnotu 7,0. Po piidani
termolysinu (2 mg) byla smés inkubovédna
6 hodin pfi 38 °C. Vyloufend sraZenina by-
la odfiltrovdna a zpracovdna bé&Znym zpQ-
sobem. Bylo ziskdano 70 mg (94 %) produk-
tu o t. t. 243 aZ 245°C. Krystalizaci z me-
thanolu bylo ziskano 63 mg (84 %) produk-
tu o t. t. 244 aZ 245°C.

6
[¢]ly —41,2 (¢ 0,3, dimethylformamid).

Aminokyselinovd analyza:
Tyr 0,95, Phe 1,11, Cys(Bzl) 0,94.

Pro C42H4N3506S1. O . 5H20 (754,9)

vypodteno:
66,82 % C, 5,87 % H, 9,27 % N;

nalezeno:
66,45 % C, 5,73 % H, 9,36 % N.

Priklad 6

Fenylhydrazid benzyloxyvkarbhonyl-S-
-benzylcysteinyl-tyrosyl-
-fenylalaninu

(pfiprava chymotrypsinem])

K roztoku ethylesteru benzyloxykarhonyl-
-S-benzylcysteinyl-tyrosinu (67 mg) a tri-
fluoracetatu fenylhydrazidu fenylalaninu
{185 mg) ve smési dimethylformamidu (2,25
mililitru) a 0,2 mol.1"! karbondt-bikarbo-
ndtového pufru pH 10,5 (2,75 ml} byl po
Upravé pH na hodnotu 10 pfidén «-chymo-
trypsin (5 mg) a smés byla michdna 1 ho-
dinu pfi teploté mistnosti. Smés byla nafe-
déna 1 mol.1"! HCl, vyloufena sraZenina
byla odfiltrovdna a zpracovdna b&Znym zpi-
sobem. Bylo obdrZeno 62 mg surového pro-
duktu, ktery obsahoval zbytek vychoziho
dipeptidu. Krystalizaci z methanolu bylo ob-
drZeno 50 mg (54 % ) homogenniho produk-
tu o t. t. 243 aZ 244 °C.

Aminokyselinové analyza:
Tyr 0,97, Phe 1,11, Cys(Bzl) 0,92.

P¥iklad 7

Fenylhydrazid benzyloxykarbonyl-S-
-benzylcysteinyl-tyrosyl-
-fenylalanyl-glutaminu

K roztoku benzyloxykarbonyl-S-benzylcys-
teinyl-tyrosinu (102 mg) a trifluoracetatu
fenylhydrazidu fenylalanyl-glutaminu (110
miligramil) ve smési dimethylformamidu (3
mililitry) a 0,2 mol.1-! Trismaleinanového
pufru pH 7,3 (7 ml) byl pFiddn chlorid vé-
penaty (5 mg) (pH roztoku bylo 7,0) a ter-
molysin (5 mg). Smés byla inkubovdna 20
hodin pFi 38°C. Vylcufend sraZenina byla
odfiltrovdna a zpracovdna bé&Znym zpiliso-
bem. Bylo ziskdno 138 mg {79 %) produktu
o t. t. 228 aZ 231 °C. Krystalizaci z methano-
lu bylo ziskano 124 mg (71 %) produktu o
t. t. 231 aZ 233 °C.

[e]lp —27,6 (c 0,3, dimethylformamid]).

Aminokyselinova analyza:
Glu 1,0, Tyr 0,9, Phe 1,0, Cys(Bzl] 0,9.

Pro C47H51N708S . 1H20 (892,1)
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vypodéteno:
63,27 % C, 5,99 % H, 10,99 % N;

nalezeno:
63,36 % C, 5,87 % H, 11,23 % N.

P¥iklad 8

Fenylhydrazid benzyloxykarbonyl-S-
-benzylcysteinyl-tyrosyl-fenylalanyl-
-glutaminyl-asparaginyl-S-
-benzylcysteinu

(pfiprava termolysinem 2 + 4]}

K roztoku benzyloxykarbonyl-S-benzylcys-
teinyl-tyrosinu (102 mg) a trifluoracetdtu
fenylhydrazidu fenylalanyl-glutaminyl-aspa-
raginyl-S-benzylcysteinu (180 mg) ve smési
dimethylformamidu (3,5 ml) a 0,2 mol.17!
Trysmaleinanového pufru pH 7 (6,5 ml) byl
pfidan chlorid vapenaty (5 mg) (pH rozto-
ku bylo 7,0) a termolysin (5 mg). Smés by-
la inkubovéna 20 hodin pii 38 °C. Vylouée-
na sraZenina byla odfiltrovdna a zpracova-
na béZnym zplsobem. Bylo ziskdno 202 mg
(86 %) produktu o t. t. 260 aZ 261 °C.

[e]p —35,3 (0,2, dimethylformamid).
Aminokyselinova analyza:
Asp 1,07, Glu 1,10, Tyr 0,92, Phe 1,06,
Cys(Bzl) 1,71.
Pro Ce1HesN10¢011S2 . 3H20 (1 235)

vypocteno:
59,32 % C, 6,04 % H, 11,34 % N;

nalezeno:
59,38 % C, 5,58 % H, 11,61 % N.

Priklad 9

Fenylhydrazid benzyloxykarbonyl-S-
-benzylcysteinyl-tyrosyl-fenylalanyl-
-glutaminyl-asparaginyl-S-
-benzylcysteinu

(pfiprava chymotrypsinem 3 + 3)

K roztoku benzyloxykarbonyl-S-benzylcys-
teinyl-tyrosyl-fenylalaninu (13,2 mg]) a fe-
nylhydrazidu glutaminyl-asparaginyl-S-ben-
zylcysteinu (12 mg) ve smési dimethylfor-
mamidu (0,3 ml) a 0,2 mol. 1! Trys-malei-
nanového pufru pH 7,0 (0,7 ml) byl pfiddn
e~-chymotrypsin (5 mg) a smés byla inkubo-
védna 20 hodin p¥i 38 °C. Produkt byl zpraco-
van stejnym zplisobem jak uvedeno vySe.
Bylo ziskano 20 mg (85 %) produktu o t. t.
248 aZ 250 °C. Krystalizaci z methanolu by-
lo ziskdno 15 mg (64 %] produktu o t. t. 258
az 260 °C.

[@]ls —34,4 (¢ 0,2, dimethylformamid).

Aminokyselinova analyza:
Asp 1,14, Glu 1,13, Tyr 0,92, Phe 0,95, Cys-
(Bzl) 1,71.

Priklad 10

Fenylhydrazid benzyloxykarbouyl-5-
-beuzylcysteinyl-tyrosyl-fenylalanyl-
-gintaminyl-asparaginyl-S-benzylcysteinu

(p¥iprava papainem 4 -- 2)

K roztoku benzyloxykarbonyl-S-benzylcys-
teinyl-tyrosyl-fenylalanyl-glutaminu (16 mg)
a trifluoracetdtu fenylhydrazidu asparagi-
nyl-S-benzylcysteinu (13 mg) ve smési di-
methylformamidu (0,3 ml) a 0,2 mol.17?!
acetatového pufru pH 4,8 (0,7 ml) byla p¥i-
ddna Kkyselina ethylendiaminotetraoctovéd
(0,3 mg) a hydrochiorid cysteinu (1 mg].
Po apravé pH na hodnotu 4,8 byl p¥idan pa-
pain (2,1 mg) a smés byla inkubovina 20
hodin pfFi 38 °C. Produkt byl zpracovan stej-
nym zptisobem jak uvedeno vySe. Bylo zis-
kdno 15 mg (64 %) produktu o t. t. 248 a¥
251 °C. Krystalizaci z methanolu bylo ziskéa-
no 8 mg (34 %) produktu o t. t. 257 aZ 259
stupnid Celsia.

Aminokyselinova analyza;
Asp 0,97, Glu 1,08, Tyr 0,96, Phe 0,97, Cys-
(Bzl) 2,04.

PREDMET VYNALEZU

Zpthsob pripravy peptidd na bazi molekuly
kyseliny pressinové obecného vzorce I

Z—Cys—Tyr—Phe ~Gln—Asn—Cys—N2H2Ph

Bzl Bzl
(1)

pfitemz Z je Dbenzyloxykarbonylovd chra-
nici skupina, Bzl je benzylovad chréanici sku-

Severografia, n. p., zdvod 7, Most

pina, N2H2Ph je fenylhydrazidova chrénici
skupina

vyznateny tim, Ze se na chrén&né amino-
kyseliny nebo peptidy tvoiici fragmenty mo-
lekuly kyseliny pressinové, plisobi proteoly-
tickymi enzymy, papainem pro syntézu pep-
tidovych vazeb Tyr—Phe, Gln—Asn, chymo-
trypsinem pro syntézu peptidovych vazeb
Tyr—Phe, Phe—GIn a termolysinem pro syn-
tézu peptidové vazby Tyr—Phe.

Cena 2,40 Kis
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