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Zplsob vyroby tripeptidamidd obecného temovou kyselinou, pop¥ipedd Jejim chréni-
vzorce I nym a/nebo sktivovanym derivdtem s popii-
pac¥ se ochrennd skupina ed¥tépil.

Glp-AL-Y~NH-4 (1)

ve které znefi

X L-norleucylovou skupinu, L~leucylovou
skupinu, Le~norvalylovou skupinu, D-leu-
cylovou skupinu, prolylovou skupi-
nu, L-2-aminobutyrylovou skupinu, L-
-valylovou skupinu, L-threonylevou.
skupinu, L-isoleucylovou skupinu,i-2-
-guinodekanoylovou skupinu, L-cyklo-
hexylelanylovou skupinu nebo L-terc.-
butylserylovou skupinu a

Y L-prolylovou skupinu, nebo
s-hnistidylovou skupinu &

Y I~homoprolylovou skupinu nebo D-pipe-
kolylovou skupinu s

A vod{kovy atoa nebo alkylovou skupinu
¢ 1 & 10 uhlikovyumi stomy nebo aliky-
lovou skupinu substituovanou dimethyl-
aminovym sbytkem s ' aZ 3 uhlikovymi
atomy v slizylové &dsti, kdyZ ale X
znali L~leucylovou skupinu, potom mé
A vyznen Jiny ne¥ vodikovy atom,

Jako% i terapeuticky pouZitelnfch komplexd
téchto slouZenin, spolivd v tom, Ze se amid
eminokyseliny obecného vzorce Y-NH-A, ve
kterém maji ¥ a A shora uvedeny vyznam,
ncyles; poptipadd chréndnfm IL~aminokyse-
lino sbytkem pofadovanym pro substituent
X a.xiskany dipeptid se scyluje L-pyroglu-

"
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Vyndlez se tykd zplsodbu vyroby novych, na centrélni nervovy systém pdsobicich tripe)-

tidamidd obecného vzorce I

Glp - X = ¥ « NH - A (L),

ve kterdm znadf{

X L-norleucylovou skupinu, L-leucylovou skupinu, L-norvalylovou skupinu, D-leucylovou
skupinu, I-prolylovou skupinu, L-2-sminobutyrylovou skupinu, IL-valylovou skupinu,
L-threonylovou skupinu, I-isoleucylovou skupinu, L-2-aminodekanoylovou skupinu,
L-cyklohexylalanylovovou skupinu nebo L-tercbutylserylovou skupinu, a

Y L~prolylovou skupinu, nebo

£ L-histidylovou skupinu a

b4 I-homoprolylovou skupinu nebo D-pipekolinovou skupinu e

A vodikovy atom nebo alkylovou skuoinu s 1 aZ 10 uhlikovymi atomy nebo dimethylemino-

skupinou substituovanou alkylovou skupinu s 1 a% 3 uhlikovymi atomy v alkylové -~
Edsti,

kdy? ale substituent X .zna¥i L-leucylovou skupinu, potom A neznadi vodikovy stom, jako% i
komplext uvedenych sloudenin.

Nové tripeptidové derivdty odpovidaji:i vySe uvedenénu obecnému vzorci I asou analo-
gy L-oyroglutamyl—L-hlﬂt dyl-L-prolinsmidu (Gl p-Hls-Pro—Nﬂz), znéného také Jako thyreo—
tropin~relessing hormon (TRH), ve kterém je ale jedna eminokyselina a sice L-histidylo-
vd skupine stojici na druhém mistd‘Fet¥zce, nebo na tretim mistd BetSzce stojici L-proly-
lov4 skupina, nehrazene jinou aminokyselineu, definovanou ve vySe avedeném obecném vaor-
i I.

Uxistence TRH byla zndma jiZ od ¥edesdtych let toheto stoletf, jej{ struktura viak
byls objasnéne teorve v letech 1969 a 1970 prakticky soulasn¥, ale navzdjem nezdvisle,
vizkuanymi skupinsmi R. Guillemine a A, Schally (Bowers C.Y. a kol., Endocrinology 86
1143 /1970/; R. Burgus a kol., C. R. Acad. Sci., Paris, 269, 1870 /1969/).

Tripentid TRH byl pivedn® popsén jako regulaini faktor uvolnovént thyreotropnfho hor=
monu (TSH) v hypofyze savcd; vyzkum zabyvajici se timto horuwonem se vZak dal novym smdrew,
nebol se zjistilo, Ze biologickd funkce tohoto tripeptidu nen{ omezene pouze na uvolnové-
n{ thyreotropniho horwonu, nfbrZ spofivd také v plsoben{ na centrdlnf nervovy systém (viz
N. P, Plotnikoff a kol., Science 178, 417 /1972/; A. J. Prange & kol., Lencet 2, 999
/1972/). Bylo toti% zJjiZt&no, %e TRH vedle funkce hormonové zplsobuje teké podstatné zkri-
ceni doby spdnku zplrobentho barbiturdty nebo alkcholem, déle teké redukuje hypothermii
2pdsobenou rdznymi lé¥ivyami prostfedky e zvy3uje lokomotorickou aktivitu. Del3{ ddleZity
faktor plsobeni TRH ne centrdlni nervbvy systém Je potledovédni katzlepsie zplsobené Halo-
peridoleun. Jevi se tedy jeko Zddouci, vyrobit pro terapeutickou prexi tekové analogy TRH,'
kterd: pisobi na hypofyzu pouze slab& a naproti tomu by m¥le byt pdsobenf na centrdlnf ner-
vovy systém stejné Jeko u TRH, nebo je3td vy33i. Zo timto ¥elem byly vyrobeny slouZeniny
podle DE-0S ¥, 2 343 035, DE-O5 ¥, 2 343 037, DE-0S &. 2 449 167, DE-0S &. 2 514 381,
DE-0S &. 2 609 154, DE-O0S &. 2 639 393 a BE-PS &. 819 198. Dosavadni vyzkum, tykejici se
tohoto problému a jehoZ vysledky a postupy Jsou zahrnuty v pracech A, J. Prengs a kol.

The role of Hormones in Depression , Life Sciences 20 , 1305 /1977/ a A. V. Schelly e kol.,
Hyoo nelmic Regulatory Horuwones , Ann. Rew. Biochem. 47, 89 /1978/, nevedl sle ze v¥ech
aledisek k uspokojivym vysledulm, které by vedly k uspokojeni not¥eb teraspeutické praxe.

Nyn{ bylo 2Ji3t&no, Ze se systematickou vym¥nou n&kterych aminokyselin z eminokyselin,
kterd tvor{ molekulu IRH, miZe dosdhnout toho, Ze hormonové pisobeni tripeptidu se zcela
odstreni nebo slespon podstatnd zredukuje, pri¥em¥ Ulinek na cetrdlni nervovy systém zds-
tane stejny, nebose dokonce podstatn® zvyii,
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. Jake obzvlditd vyhedné se Jevi takevé derivdty, ve kterych Je namisto L-histidylevé
skupiny v poleze 2 alifatickd eminekyselinovd skupina s pfimym nebe roezvdtvenym Fet&zcem.
Takové analege TRH wykazuji pri prakticky uplném petlaieni hermensvéhe pisebenf u&inek,
ktery mnohekrét pfevyZuje d&inek TRH na centrdlni nervevy systém. Vyhodné jseu ddle take-

vd enaloge TRH, ve kterych zistdvé I~histidylevd skupina v peleze 2 nezméndnas, v peleze 3

Je v3ak L-prelylevd skupina TRH zem3nZna za.b-hemeprelyleveu skupinu nebe za D-pipekelyleveu
skupinu,

"P¥i vjrebé nevych tripeptidemidl ebecnéhe vzerce I, se pedle vyndlezu vychdzi z amidu
eminekyseliny substituevanéhe ns misté Y aminekyselineveu skupineu peZadevaneu v keneiném
preduktu, ebecnéhe vzerce

Y « NH - A
ve kterém méd Y a A vyznem uvedeny vy3e u sleudeniny ebecnéhe vzerce I, z tehe amidu se
petem pestupné syntetisuje pemeci methed b&Zinych v chemii peptidd nejprve L-aminekyselina
peiadsvand pre sibstituent X v kene¥ném preduktu & mukenec L-pyreglutamylevé skupinas le%{-
c{ v peleze 1 keneinéhe preduktu. Petem se pepripadd ed3tdpi pii uvaZevené kepuladni reak-
ci peuZivané echranné skupiny.

Vyse uvedenym zplisebem vyrebené tripeptidamidy ebecnéhe vzerce I se meheu z reakéni
saési iselevat krystalisac{ nebe lyefilisaci; pekud je te Zédeuci, meheu se ziskané pro-
dukty b&Znymi zplisoby pifevést na komplexy.

PFL stupnovitd probihajici{ vystevbs tripeptidové molekuly se vyhodn¥ nechaji resgovat

v¥ychozi slouZeniny obecného vzorce

Y - NH - A;
ve kterém maji Y a A vySe uvedeny vyznam, v pPebytku s ektivovenym derivdtem, vyhodnd s
pentafluorfenylesterem nebo pop#ijadé se smi¥enym anhydridem chrén&né aminokyseliny obec-
ného vzorce

Boc-X-0H,
ve kterém méd X vy3e uvedeny vyznam. PFi pouziti pentafluorfenylesteru se ziskaji odpovida-
Jici chrén&né dipeptidové derivAtly obecného vzorce

Boc=X-Y-NH-4
ve kterém maji X, Y a A vySe uvedeny vy¥znam, v podstatnd krat3il reakdni dob&, toti%¥ v pri-
b&hu nékolika minut, pfidemZ produkt se mG¥e isolovat velmi lehce a v&t3inou ve form#&, kte~
ré nevy’¥aduje dalfiho &i3t3ni. Z timto zplsobem ziskanych, chréndnych dipeptidovycn derivd=
td se mohou zigkat pomoci acidoiysy odpovidajici a na své koncové skupin& volns dipeptidy
obecného vzorce.

H-X-{~A,
ve kterém maji X, ¥ & A vyse uvedeny vyznam; tyto se nechaji reagovat s L-pyroglutamovou
kyselinou, chréndnou pentafluorfenylesterem, obecného vzoree

2-G1p-OPFP,
ve kterém md Z vyde uvedeny vyznem, pricemZ se ziskd chrdnény tripeptid obecného vzorce

Z=Glp=X~YX~NH=A,
ve kterém md Z, X, Y a A vy3e uvedeny vyznem, ze kterého se ochrannd skupina Z vyhodnd od-
strani katelytickou hydrogenaci.

813t¥ni z{skenéno kone¥ného produktu se mife provdddt jJednoduchou krystelisac{ nebo
vysrdZenim, pckud jJe to nutné, mlZe se také pouZit chromatografie na sloupci. Kone&lny pro-
dukt se miZe popfipad& po odstrandni vedlej$ich produktd tské vypreparovat jednoduchou
lyofilisaci.

Tripeptidové derivdty obecného vzorce I, vyrobené podle vyndlezu se zkouZeji podle dé-
le popsany  biologickych method na svij farmekologicky ud&inek.

1. Potleden{ haloperidolové katalepsie u krys (viz J, Deley a P. Deniker: Cqmpt. Rend.
Cong. Med. Alenistes Neurologistes, 19, 497, Luxemburg 1952).
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40 mg/kg Hal..zridv.. ~cd Je 4-(p~chlorfenyl)-1-/3-{p~fluorbenzoyl)propyl/- piperidin-
—j~0l se aplikuje zvifs... ;ndkc¥ad a po uplynatt 120 winat se kontroluje ndstup katalipsie.

Poton s2 krysy rozd811{ 0. .:upin vidy pe 10 kussch @ intravencsnd se Jim poddvd dévka‘TRH,
popir{padé ddvxs novyen 1aldgt TRE podle vymdlezu. Zvifatim kenirein? stupiny se poddvd
fyziologicky rentik cal. idu sedného, V imtarvelu 15, 30, %0 a 120 minut po poddni se2 zkou-
24 déinex Jedno.livyocan sloudanin, snifujic{ katalepsii, Jako katsleptickd Jsou posuzovdna
ta avidata, ¥terd, ziy¥ Jsou g8 Jejich preini nohy deji ma 7 cm vysoky sloupek, nezmén{ bi
hem 30 sekxund svodl rasizi,

Z poétu zviFai, kterd nevykozuJl kntalepsii, se zjist{ proc jednotlivé ddinné 1létky po-
moci probit-analysy odpovidzjici hodnoty ED=50, lveden4 pokusy se provéddji se semci krys
o celkové hmotnusti 160 8% 180 g.

2. Stupnovéni lokomotorické aktivity u myZ{, zpisobené L-Dopa (viz The Thyroid Axis,
Druge nad Behsvior, str. 116, A. J. Prege Jr., Raven Press, New York, 1974).

Zvi¥atim se nejprve intraperitonedlnd podd 40 mg/kg N-methyl-N-propargylbenzylaninu
(Pargylin), potom 20 mg/kg TRH, popripadé stejnéd ddvka zkoudenych novych tripepticamida
podle vyndlezu 9 nekonec 100 mg/kg L-Dopa. Vidy po 30, 60 a 90 minutdch po vi¥e uvedeném
zpracovéni se m¥*{ lokomotorickd aktivita pokusngch zvi®at. ZJi¥téndé hodnoty jisou uvedeny
v ndsledujici tabulce udané v procentech, ve vztahu ke zviPatdm zpracovanych TRH, K tomu-
1o pokusu se poulije vidy 15 my3ich seamcd o celkovéd hmotnosti vidy 18 af 22 g.

3. Udinek obracejici reserpinovou hypothermii u mysi (viz B. H. Askew: Life Sci. 2,
725-730/1963/).

My3im samcim o huotnosti 18 a 22 g rozd&lenym do skupin po 10 zvifatech, se intrape-
ritonadlnd podd 5 mg/kg reserpinu. Po 16 hodirdch se témto zvi¥atim d4le podd TRH v dévce
20 /%8, popPipadd stejnd mnoistvi noyych tripeptidemidd podle vyndlezu.

Ruktdlni teplota zviFfat se médi pied eplikaci reserpinu (v ndsledujici tabulce ozna~
Zenn "norm"), p> 16 hodindch pe apliksci reserpinu (v ndésledujfci tabulce oznadeno "res")
a po jedné, popiipedd po dvou hedindch po poddni zkoumaného tripeptildemidu (v tsbulce ozna-
Lewd "po zZpr."). ¥V 13to tabulce Jsou uvédddny primérné teploty namdfené u viech deseti my=~
a1, :

4, Ovlivndni doby spénlku zplisobeného hexoberbitalem,

My$im semcim, rozdslenym do skupin po 10 zvifatech se intravenosné podé vidy 60 mg/kg
hexsbuarbitalu-Na, Po 10 minutdch se my3im podd ddvke vZdy 20 mg/kg TRH, pop¥ipadd zkouma-
nych tripeptidamidd podle vyndlezu, co% se provede intraperitonedln&. V ndsledujic{ tabul-
ce Jsou uvedeny hoednoty doby spdnku takte oZetfenfch zvifat, vztaZeno na dobu spdnku zvi-
fat kontrolni skupiny (vidy primirnd hodnota pro 10 zvidat),

Ethonolovd narkéza (viz J. M. Cott a kol.; J. Pharmacol, Bxp. Ther., 19%, 594/1976/).

¥My3im CFLP (LATI) obeu pohlavi, rozd&lenym do skupin po dvaceti zvifatech o hmotnosti
18 2% 22 g se intreperitonadlné podd vidy 4 5 g etkylaikoholu. Po 10 minutdch se potom
zvid*st'm podd ddvka vidy 20 my/kg zkeumeného tripectidamidu pedle vyndlezu intraperito-
nedind. V ndsledujici tebulce Jsou uvedeny dody spdnku takte sietPenych zvidai, vztafend
na doby spénku zvi¥at kenirolni skdpiny (vidy primérnd hodneta pro 20 zviksat),

6, Hormenowd aktivita (u¥inek TSH u krys.

Krysi samci ¢ hmotnosti asi 200 g se rozddl{ do skupin po 7 a% 8 kusech 2 intravanes-
% se jim aplikuje vidy 20 =g’kz TRH,popfipadd rzroumendhe tripeptidu; 15 minuw po aplikaci
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se zjistuje TSH-reakce u zvifat radioimunologicky z plazmy. Relativni vy3ky u¥inku se spo-
&itaji podle &tyrbodové metody za pomoci politafe, pPifem? vyZka d&inku TRH se uvaZuje ja-
ko 100.

Biologické u¢inky dileZit¥jsfch sloudenin obecného vzorce I, zJi%t¥né vyse popsa-
nymi fermekologickymi metodsmi, jsou zehrnuty v ndsledujici tabulce.

Tabdbulxa

Glp-X-Y-NH=-A Potladen{ haloperidolové Stupnovéni lokomoto- THS-1ié&inek
katalepsie rické aktivity L-Dopa
X Y A EDsO doba v% no
(mg/kg) (min) 30 60’ 90
Nva Pro H 11,4 120 254 156 214 0
Nieu Pro H 16,8 120 249 105 112 3,8
Leu Pro Et 56,6 30 102 90 201 )
His HPro H 13,7 120 209 85 110 68,6
P H
Abu  Pro 80 ” 27 14 18 0,02
TRH 80 15 100 100 100 100

Tabulke (pokradovéni)

Glp-X-Y-NH-A Obrdceni reserpinové hypothermie dobs spdnku doba spdnku
< . rektdlnf teplota °C . po hexobar- po ethanolu
A
po zprac. bitalu

. norm. res. 1h 2n % %
Nva Pro H 36,2 25,9 36,4 32,0 114 71
Ileu Pro H 36,3 27,1 37,6 32,0 77 74
Leu Pro Et 36,2 28,7 30,7 33,4 126 65
His HPro H 36,5 28,5 35,3 35,4 63 114
Abu  Pro H 36,3 19,7 22,2 25,4 84 39
TRH - 36,2 25,9 35,5 30,2 56 35

Doba hexobarbhitalového spénku (X + SE) : 38,4 + 1,36 min, Doba ethenolového spénku (X =
+ SE) : 46,9 + 2,17 min.

Z ddeJd uvédengch v tabulce je z¥ejmé, Ze vymdnou histidinu za alifatickou aminokyse=-
linu s primym nebo rozvdtvenym uhlovodikovym Fet¥zcem v molekule TRH, nastdvd zdnik nebo
minimdln& podstatnd redukce vyludovédni thyreotropniho hormonu, pri&em% nep¥fkled potlaZeni
katalepsie zplsobenéd Heloperidolem Je 2 8% Tkrdt silndjsi. Ndkterd novd analoge TRH podle
vyndlezu vykszuji rovnd% znadné potencovdni lokomotorické aktivity, popripad¥ redukovdni
spénku zZpisobeného hexoberbitalem nebo ethylalkoholem. Je také pozoruhodné, Ze novd analoge
TRH, kterd obsahuji histidin, vykeazuji sice esi 70 % hormonového plisobeni, soudasnd viak
maji zna&né éinky na centrdlni nervovy systém.

Nové tripentidy, jakoZ: i Jejich farmaceuticky poulitelné soli, popfipadd komplexy, vy-
robené zpdsobem podle vyndlezu, se mohou pouZivat v terepii ve form& b&¥nych farmaceutickych
preperdtd, Tyto farmaceutické prepardty obsshuji d&inné 1dtky podle vyndlezu ve spolednesti

e
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s anorganickymi nebo organickymi nosnymi substancemi, vhodnymi pro perentersln{ nebo ente-
rdln{ eplikaci. Farmaceutické prepsrdéty se mohou pripravit nap¥iklad ve formé pevnych lyo-
f£ilisdtd, u kterych se mohou pouZit Jako nosné substence s peptidy nereagujic{ sloudeniny,
nap¥iklad uhlohydrdty. Tyto preperdty se viak mohou p¥ipravovat také ve form® koncentrova-
nych nebo zfeddnych suspenzi nebo emulzi, ve form¥ tablet, nebo injek&nich preparéti.

Praktické provedeni zplsobu podle vyndlezu, pop¥iped& chemickd vyroba novycn anslog TRH
podle vyndlezu, je bliZe objasnéna v ndsledujfcich p¥ikladech provedeni, V t&chto p¥ikla-
dech pouZivané zkratky odpovidej{ bdZinym konven¥nim zkratkdm pouZivanym v chemii peptidd
(viz J. Biol. Chem. 247, 977 /1972/). V ndsledujicich pf{kledech se ovoufiveji je&t& delsf
zkratky :

Ade  kyseline L-2-aminodekanovd
Abu  kyseline L-2-aminoméselnd
Cha  Le=cyklohexylalanin

Pip ' kyselina L-pipekolinové
HPro L~homoprolin

DAE 2-dimethyleminoethyl-

DCC  dicyklohexylkerbodiimid
PFPOH pentafluorfenol

DCU  dicyklohexylmoZovina

DMFA dimethylformamid

Teploty téni jednotlivych sloulenin, uvdd¥né v Jjednotlivych prikladech provedeni, by~
ly ur¥ovény pomoci pFistroje pro méfen{ bedld ténf podle dr. Tottoliho. Hodnoty optické otd-
¥ivosti byly urlovény na polarimetru. PF{ m¥fenf pomoci chromatografie na tenké vrstv¥ se
pouZivaly k pokusim destilky silikagelu G podle Stashla., K vyvijeni chromatogrami se pouz{-
vaji ndsledujict smdsi rozpoustddel :

(1) chloroform : methylalkohol 9 : 1
(2) ethylester kyseliny octové : (pyridin : kyseline octovd : voda) 9 : 1

20 : 6 : 11

(3) ethylester kyseliny octové : (pyridin : kyselina octovd : voda) 8 : 2
20 : 6 : 11

(4) ethylester kyseliny octové : (pyridin : kyselina octovd : voda) 3 : 2
20 : 6 : 11

K vyvijeni skvrn se pouZivéd roztok ninhydrinu, pfilem% oo post¥ikéni se destidky su-
5{ po dobu asi 5 minut p¥i teplot® 105 °C . Potom se chromatogramy uloZ{ do prostiedl s ob-
sahem chloru a po vyvé&trdni se vyvijeji roztokem o-tolidinkaliumjodidu.

Pro #i3téni za pomoci chromatografie ne sloupci se pouZivéd silikagel G o velikosti
&dstic 0,062 a2 0,2 mm, :

Pro odpefovéni roztokd ve vakuu se pouiivd rotadni vakuovd odparks, ofilem} odpaio-
véni se orovddi p¥i teplotdéch nepfesahujicich 50 °C,

Pentafluorfenylester aminokyselin, chrén¥nych BOC, se pfipravi pomoc{ metody L. Kis-
feludy a kol., Ann. 1973, 1421,

BliZs{ podrobnosti vyroby novych snelog TRH podle vyndlezu, jsou vatrné z nésleduji-
cich p#ikladd provedeni.
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Pffklad |

L~pyroglutamyl~L-norleucyl-L-prolinamid
stupen |
hydrochlorid I~norleucyl-l-prolinamidu

2,28 g (20 mmel) H-Pro-NH, a 3,97 g (10 mmol) BOC-NLe-OPFP (viz Kisfaludy a kol.
Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chemie 339, 887 /1978/) se rozpusti ve 40 ml dimethylformemi-
du a po 5 minutdch stédni se tento reztok ve vakuu odpa¥i, Jako zbytek ziskend olejovitd
kapalina se rozpusti v 50 ml chloroformu a takto ziskeny roztok se nejprve trikrdt protfe-
pe vidy 10 ml IN roztoku kyseliny chlorovedikové, petom t¥ikrdt vidy 10 ml 1N roztoku hy-
drogen uhli&itanu sodného a nakonec 10 ml vedy. Nakenec se vysu3{ bezvodym sirenem sodnym
a8 odpari. Zbytek po odpafeni se rozpusti v 5 ml ethyiesteru kyseliny ectové a ziskany rez-
tok se smis{ s 10 ml 5N roztoku kyseliny chlorovedikevé v ethylesteru kyseliny ectevé.

Po 30 minutdch sténi se reekini sm¥s zfedf diethyletherem, vylouZend sra%enina se odfil-
truje a ve vakuu se vysusi pemocf bezvodého hydroxidu sodného. Timto zpisobem se z{skd
2,48 g H-Nle-Pro-NH,, cof odpovidd 94 % teoretickeho v§téiku, vztaZeného na BOC-Nle-OPFP;
Ry(4) = 0,20.

Stupen 2
benzyloxykarbonyl-L~pyroglutamyl-L-norleucyl~l~prolinemid

1,05 g (4 mmol) H-u;e-Pro-Nﬂa. Hel se rozpustf{ v 10 ml dimethylformemidu a ziska-
ny roztok se za michdni a chlszeni ledem smisi s 0,56 ml (mmol) triethyleminu s 1,89 g
(4,4 mmol) Z~Glp=-OPFP., Po pétiminutovém michdn{ se pFidd dal¥ich 0,56 ml (4 mmol) trie~
thyleminu, nalef se reskéni smds michd po dobu dal3ich 20 minut a nakonec se ve vakuu od-
par{ do sucha. Zbytek po odpafeni se rozpusti ve 40 ml chloroformu 2 ziskeny roztok se pro-
tfepe nejorve dvakrdt vidy 10 ml 1N kyseliny chlorovodikové, potom t¥ikrdt vidy 10 ml IN -
roztoku hydrogen uhliditanu sodného & nakonec jednou 10 ml vody. Potom se tento roztok vy-
sus{ bezvodym sirenem sodnym a ve vekuu se odpafi., Jeko zbytek ziskand olejovitd kapelina
se pomoc{ diethyletheru pFivede ke krystalizaci a takto ziskeny surovy produkt (1,52 g)
sn ppekrystelizuje z 8 ml ethylesteru kyseliny octové. Timto zpisobem se ziskd 1,36 g
Z-Glp-Nle-Pro-NHz, cof odpovidd 72 % teorie.

T. t. = 146 a% 148 °C;

R,(3) = 0,32;

E*JD27= -79,8% (c = 1, kyselina octovd);

analyza pro 024H3ZO6N4 (molekulov4 hmotnost 472,55):

vypodteno : € 61,00% H6,85% N 11,86 %
zjisténo : C 60,90 % H 7,04 % N 11,87 %.

Stupen 3

L~pyroglutemyl-L-norleucyl-L~prolinamid

1,16 g (2,46 mmold) Z-Glp-Ne-Pro-Ni, se rozpusti ve 25 ml methylalkoholu a tento
roztok se smf{si s 0,2 g 10 % palddiového katalyzdtoru ns sktivnim uhli, Potom se do této
reak¥n{ sm¥si zavdd{ po dobu 30 minut plynny vodik, po ukon¥ni hydrogensce se katalyzdtor
odfiltruje a filtrdt se odpaifi. Pevny amorfni zbytek se rozetife diethyletherem & odfiltru-
jer Timto zplsobem ziskany surovy produkt (0,72 g) se rozpust{ ve vod&, roztok se vylert
pomoci sktivniho uhli a &ir§ roztok se lyofilisuje. Takto se z{skd 0,66 g Glp-Nle-Pro-
-NH,, co% odpovidd 79,5 % teorie.
Rr“) = 0,43;
[#]10%%= —77,1° (c = 1, kyselina octové);
Analyza aminokyselin : Glu 0,96 (1,0), Nle

1,00 (1,0), Pro 1,00 (1,00).
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P¥r{kled 2

L-pyroglutamyl-L~norvalyl-l-prolinemnid

Stupen 1
I~norvalyl-L-prolinemidhydreochlorid

2,2 g (20 xmol) H-Pre-NH, 2 3,83 g (10 mmol) BOC-Nva-OPFP (viz L. Kisfeludy a kol.,
Hopoe-Seyler s Z. Physiol. Chemie 395, 887 /1978/) se rozpusti ve 40 ml dimethylformemidu,
vznikly roztok se nechda stdt po dobu 5 minut @ potom se ve vakuu odpafi. Jako zbytek zisks
néd olejovité kopalina se roz usti v 50 ml chloroformu, tento roztok se protfepe nejprve t¥
krdt vidy 10 ml IN roztoku kyseliny chlorovodikové, potom t¥ikrdt vZdy 10 ml IN roztoku
hydrogen uhli&itenu sodného a nakonec jednou 1V ml vody & kone&nd se vysu3{ bezvodym sirs-
nem sodnym & odpafi. Zbytek po odpafeni se rozpusti v 5 ml ethylesteru kyseliny octové
a tento roztok se smisf s 10 ml 5N roztoku kyseliny chlorovodikové v ethylesteru kyseliny
octové, Po tPricetiminutovém stdni se reakéni smés zPedi diethyletherem, vyloulend srafe-
nina se odfiltruje a ve vakuu se vysu3i zas pomoci bezvodého hydroxidu sodného. Timto zpi-
sobem se ziskd 1,83 g H-Nva-Pro-NH,. HCL, co% odpovidd 73 % teoretického vytdZiku, vztaZene
na BOC-Nva~OFF?; R,'*) = 0,10,

Stupen 2

Benzyloxykarbonyl-L-pyroglutamyl-L=norvalyl-L-orolinzmid

1,25 g (5 mmol) H-Nva-Pro-NH,. HCL se rozmichd v 15 ml dimethylformemidu e tato
saés se za chlazeni ledem a2 za michdni smisi s 0,7 ml (5 mmol) triethyleminu a 2,15 g
(5 mmol) Z-Glp=-OPFP. Fo p&ti minutdch se do rockén{ sm¥si pridd daldich 0,7 ml (5 mmol)
triethyleminu, reakdni smés se dal¥ich 20 minut michd & potom se ve vakuu odpaPi. Zbytek
oo odpateni se rozpusti v 50 ml chloroformu, tento roztok se vytfepe nejprve tfikrdt vidy
10 ml 1N roztoku kyseliny chlorovodikové, potom tF¥ikrdt vZdy 10 ml 1N vodného roztoku hy-
drogen uhligitanu sodného & konednd jednou 10 ml vody, potom se vysudi pomoci bezvodého
siranu sodného a odpafi, Jeko zbytek ziskand olejovitd kapalina se pomoci diethyletheru
privede ke krystalizaci a timto zpisobem ziskany produkt surovy (1,80 g) se plekrystali-
zuje ze smési ethylalicoholu diethyletheru. Timto zplsobem se ziskd 1,66 g Z-Glp-Nva~Pro-
~NH,, coZ odpovidd 72 % teoretického vytéixu,

T. t. = 166 a2 167 °C;
[*]D?5= -87,5° (¢ = 1, kyselina octovéd);
snalyza pro CZ3H3OO6N4 (molekulovd hmotnost 458,52):

vypodteno: C 60,25 % H 6,53 % N 12,22 %
zjisténo : C 60,08 % H 6,70 % N 12,15 %,

it

Stunen 3

L-pyroglutanyd=l-norvalyl-L-prolinamid

1,42 g (3,1 mmol) Z-Glp—Nva‘-Pro--NH2 se rozpusti{ ve 30 ml methylalkoholu, tento
- roztok se suisi s 0,2 g 10 % paladiového katelyzdtoru ne ektivnim uhli a do reskdn{ smési
se po dobu 30 minut zavédd{ plynny vodik. Po ukondeni hydrogenace se katalyzdtor odfiltruje
z filtrdt se odpafi. Pevny amorfni zbytek se rozetie s diethyletherem a odd#li., Timto zpid-
sobem ziskany surovy produkt se rozousti ve vod&, roztok se vylefi pomoci sktivniho uhli,
toto se potom odfiltruje a &iry roztok se lyofilisuje. Ziskd se teskto 0,95 g Glp-Nva-Pro-
ng: coZ odpovidd 94 % teoretického vyt&iku.

R 4= 0,36;
1“’1D25 - 87,0% (c.= 1, kyselina octovd);
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Anslyza pro (}23!‘13006“4 (molekulovéd hmotnost 458,52):

vypodteno : C 60,25% H 6,59 % N 12,22 %
43isténo : C 60,08 % H 6,70 % N 12,15 %.

Stupen 3
w~pyroglutamyl-I-norvalyl- L-prolinamid

1,42 g (3,1 mmol) Z—Glp-Nva-Pro-NHz s rozpusti{ ve 30 ml methylalkoholu, tento roztek
se smisf s 0,2 g 10 % paradiového katalyzdtoru na ektivnim uhl{ a do reakéni sm&si se po
dobu 30 minut zavdd{ plynny vodik, Po ukondeni hydrogenace se katalyzdtor odfiltruje & fil-~
trét se odpari. Pevny amorfni zbytek se rozetfe s diethyletherem a odddli. Timto zpisobenm
z{skeny surovy produkt se rozpusi{ ve vodd, roztok se vyfed{ pomoei ektivniho uhl{, toto se
potom odfiltruje a &iry roztok se lyofilisuje. Ziskd se tekto 0,95 g Glp-Nva~Pro-MH,, coZ
odpovidd 94 % teoretického vytdiku.

Rp(4) = 0,36;"

[aD?5 = -87,0% (c = 1, kyselina octovd);
Analyza aminokyselin : Glu 0,97 (1,0), Nva 1,09
(1,0), Pro 1,00 (1,07,

Priklad 3
L~pyroglutamyl-I~prolyl=-L-prolinemid

Stupen 1
i—prolyl-L—prolinamidhydrochlorid '

2,28 g (20 mmol) H-Pro-Ni, a 3,81 g (10 mmol) BOC~-Pro-OPFP se rozoust{ ve 40 ml dime-
thylformemidu, ziskany roztok se protfepe nejprve t¥ikrdt 10 ml IN vodndho roztoku kyseli-
ny chlorovodikové, potom rovn¥% t¥ikrdt vidy 10 ml 1IN vodného roztoku hydrogen uhliditenu
sodného a nakonec Jednou 10 ml vody, nedef se tento roztok vysu¥i za pomoci bezvodého si-
ranu sodného odpa¥{. Zbytek po odpareni se rozpust{ v 5 ml ethylesteru kyseliny octové

a smis{ se s 10 ml SN roztoku kyseliny chlorovodikové v ethylesteru kyseliny octové. Po

30 minutdch se tato reekini sm¥&s zPed{ diethyletherem, vylouend srasZenina se odfiltruje

8 vysudi se ve vekuu za pomoci bezvodého hydroxidu sodného. Timto zplsobem se ziskd 2,06 g
H-Pro-Pro-Ni,. HCL, co odpovidd 83 % teoretického vytsiku, vztakeno na BOC-Pro-OPFP;

R,(4) = 0,05,

Stupen 2
Benzyloxylarbonyl«L-pyroglutamyl-L~prolyl-L-prolinamid

0,75 g (3 mmol) H-Pro—Pro-NHa. HCL se rozmicha v 10 ml dimethylformamidu a za chlaze-
ni ledem a za michdni se smiché s 0,42 ml (3 mmol) triethyleminu e 1,35 g (3,15 mmol)
Z-Glp-OPFP. Po 5 minutdch se k reakdni sm¥si pFidd del¥ich 0,42 ml (3 mmol) triethyleminu
a2 po dal3ich deseti minutdch mf{chdni se vznikl4 hustd suspenze ve vekuu odpe¥{. Krystalic-
ky zbytek po odps¥eni se rozetfe s 8 ml diethyletheru & tato sm¥s se nechd stdt po dobu
3 hodin v lednilce. Ziskand sraZenina se potom odfiltruje & vysudi. Timto zplsobem se zis-
ké 1,0 g Z-Glp-Pro~-Pro~NH,, co% odpovidd 73 % teoretického vytéiku.

T. t. = 247 a% 248 °C (rozkled);

Re(3) = 0,19;

[”(’:]DZ‘j = -82,8% (c = 1, kyselina octovd);

Analyze pro 02382806N4 (molekulovd hmotnost 456,50):
vypodteno : C 60,52 % H 6,18 % N 12,27 %

zjistdno : C 60,03 % H 6,20 % N 12,20 %.
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Stupen 3

Lepyroglutnmyl=3rolyl-imorolinawid

1,0 g 2,2 mmu.) Z-Glp~-Pro-Pro-illl; se rozpust{ v j0 ml kyseliny octové, k tomuto roz-
toku se piidd 0,2 g 1v % palsdiovéno ksialyzdtoru na sktivnim uhlf & do reakdni sm&si se
po 4dobu Jjedné hodiny zevadi niynny vodik. Pe ukondeni hydrogenace se katalyzdtor odfiltruje,
filtrdt se o2:all u zbytek oo cdpareni se rczet¥e s diethyletherem. Timto zplsobem ziskany
amodfni surovy vrodukt (9,60 g) se rozpusti ve vod¥, roztok se vylerl za pomoci aktivniho
uhl{ a po odfiltirovdny aktivnihe uhli se &iry roztok lyofilisuje. Ziskd se takto 0,50 g
Glp~-Pro-Pro-Ni,, cof odpovidd 70 % teoretického vyt¥Zku.
Rf(4) = 0,10 o
E!ih25 = =223,1 (¢ = ', kyselina octovd),

Pr{klad 4
L-pyroglutamyl-L-valyl-L~nrolinemid

Stupeﬂ 1

L~valyl-l~prolinamidhydrochlorid

0,49 g (4,2 mmolu) H-Pro-NH, = 0,82 g (2,14 mmolu) BOC-Val-OPFP se rozoust{ v 10 ml
dimethylformamidu & po tP¥icetiminutovém stdni{ se roztok ve vakuu odpefi. Jeko zbytek po
odpaPeni ziskand olejovitd kevalina se rozpusti v 10 ml chloroformu .a ziskany roztok se
prot¥epe nejprve dvakrdt viZdy 3 ml IN vodného roztoku kyseliny chlorovodikové, potom
tPikrdt vidy 3 ml IN vodného roztoku hydrogen uhli&itenu sodného a nakonec jednou 3 ml vo-
dy. Potom se roztok vysuS{ pomoci bezvodého siranu sodného a odneii. Zbytek po odpufeni se
rozpusti ve 3 ml ethylesteru kyseliny octové a tento roztok se smisi se 3 ml 5N roztoku
kyseliny chlorovodikové v ethylesteru kyseliny octové. Po jedné hodin& sténi se reakdn{

smés zPed{ diethyletherem, vyloudend sraZenina se ndfiltruje & ve vekuu se su3i za pomo-~
ci bezvodého hydroxidu sodného. Timto zpdsobem se ziskd 0,51 g H-Val-Pro-NH,, coZ odpovi-
dd 95 % teoretického vytéZku, vziaZeno na BOC-Vzl-OPFP;

Rp(4) = 0,10,

Stupen 2
Benzyloxykarbonyl-L-pyroglutamyl-l-valyl-L-prolinanid

0,38 g (1,52 mmol) H-Val—Pro-NH2. HCl se rozmichd v 10 ml dimethylformamidu a ze
chlazeni ledem & za michédni se smisf{ s 0,22 ml (1,52 mmol) triethyleminu a s 0,69 g
(1,6 mmol) 2-Glp-OPFP. Po 10 minutdch se do reakdni sm¥si pfidd deldich 0,22 ml (1,52 mmol)
triethyleminu e po daldich 30 minutdch michdni se reskéni smds ve vakuu odpari. Zbytek po
odpabeni se rozpusti v 15 ml chlorofermu & ziskany roztok se protfepe nejnrve dvakrdt vidy
5 ml 1N roztoku vodné kyseliny chlorovodikové, potom t¥ikrdt vZdy 5 ml IN vodného roztoku
hydrogen uhliditanu sodného & konednd jednou 5 ml vody. Potom se reak&ni roztok vysusi
pomoci bezvodého sirenu sodného e ve vekuu se odpai{. Po odpafeni zbyld olejovitd kapali-
ne se za pomoci diethyletheru pFivede ke krystealizaci. Timto zpisobem se z{skd 0,54 g

Z«Glp-Val-Pro-NHz, coZ odpovidd 77 % teoretického v?iéiku.
T, t. = 116 a2 118 oC;
Rp(3) = 0,30;

[A]125 = 2100,5° (c = 1, kyselina octovd).

Stupen 3
L~pyroglutamyl=L-velyl~l~prolinamid

9,65 g (21,2 mmol) Z-Glp-Val-Pro-NH, se roszpust{ ve 300 ml vody a po piidavku 2g
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10 % paladiového katalyzdtoru na esktivnim uhl{ se pc dobu 5 hodin zavéddi do reakinfho roz-
toku plynny vodik, Katalyzdtor se potom odfiltruje @ Filtrét se odpafi, Jako zbytek po od-
pareni ziskend olejovitd kapalina se rozpusti v ethylalkoholu, roztok se odpali a2 tato ope=-
race se opskuje jest¥ dvakrdt, Nakonec ziskany emorfni pevny zbytek se rozetfe = diethyle~
therem. Timto zpisobem se ziskd 4,47 g Glp-Val-Pro-NH,, co% odpovidd 65 % teoretického vy~
t&Zku.,

R, = 0,34;
[}QLZb ='2104,9° (c = 1, kyselina octovd)

Analjza aminokyselin: Glu-1,03 (1,01), Vel 1,00
(1,0), Pro 0,94 (1,0.

Pr{klad P
L~pyroglutamyl=-L=isoleucyl-Lprolinamid

Stupeﬁ 1

Benzyloxykarbonyl-L-isoleucyl-l-prolinamid

51,4 g (0,1 wmol) Z-Ile-UPFP a 12,5 g (0,11 mmol) H-Pro-NH, se rozpust{ ve 250 ml
dimethylfcormemidu 8 tento roztok se smisi se 14,0 ml (0,1 mmol) triethylaminu. Reakini
smés se nechd pPes noc stdt a pri%t{ den se ve vakuu odpa¥i. Jako zbytek po odpateni z{ska-
né olejovitd kapalina se rozpusti v 500 ml chloroformu & tento roztok se prot¥epe nejprve
dvakrdt vidy 100 ml IN vodného roztoku kyseliny chlorovodikové, potom rovniZ dvekrdt 100 ml
IN vodného roztoku hydrogen uhli¥itanu sodného & kone¥n# jednou 100 ml vody, potom se roz-
tok vysu¥{ pomoci bezvod4ho sirasnu sodného a naskonec se odpa¥i. Olejovity zbytek se pomoci
sm&si 100 ml diethyletheru a 100 ml n-hexanu privede ke krystalizaci. Timto zpisobem zis-
keny surovy produkt (31,7 g) se prekrystelizuje ze sm¥si 60 ml ethylesteru kyseliny octo-
vé a 60 ml n~hexanu. Ziskd se 30,32 g Z-Ile-Pro-NHz, coZ pFedstavuje 84 % teoretického vy-
t&Zku.

T. t. = 127 o% 128 °g;

(2) .
R, = 0,54.

Stupen 2
L~isoleucyl=l~prolinamid-hydrochlorid

24,0 g (66,5 mmol) Z-Ile-Pro-NH, se rozpusti ve 470 ul methylalkoholu, pridd se 30 ml
2,4N methylalkoholového roztoku kyseliny chlorovodikové & 4 g 10 % palediového katalyzdtoru
na aktivnim uhli a do.této reakdni sm3si se po dobu jedné hodiny zavéddi plynny vodfk, Po
ukoneni hydrogenace se katalyzdtor odfiltruje a filtrdt se odpufi. 2Zbytek po odpareni se
rozet¥e s diethyletherem a timto zplsobem ziskany surovy produkt (20 g) se prekrystalizuje
ze sm&si methylalkoholu a diethyletheru. Ziskd se takto 16,05 g H-Ile-Pro-NH2; HCL, co%
predstavuje 81 % teoretického vytdiku.

T. t. = 135 az 140 °C;
Rf(4) = 0,15,
Stupen 3

Benzyloxyksrbonyl-l-pyroglutamyl-I~isoleucyl-L-prolinemid

0,90 g (3,5 mmol) H-Ile-Pro-NH,. HCL se rozmichd ve 20 ml dimethylformamidu a za chla-
zeni ledem a za michdni se tato sm&s smfs{ s 0,49 ml (3,5 mmol) triethyleaminu & s 1,57 g
(3,7 mmol) Z-Glp-OPFP, Po uplynuti p&ti minut se pridd daldich 0,49 ml (3,5 mmol) triethy-
leminu & po daliich 20 minutdch michdni se reakini{ sm&s ve vekuu odpaff. Zbytek po odpale-
n{ se rozpust{ ve 30 ml chloroformu & tento roztok se prot¥epe nejprve tfikrdt vidy 7 ml
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1N roztoku hydrogen uvhliditanu sodného & r.akonec jednou 7 ml vody. Tento roztok se potom vy=-
su3i bezvodym siranem sodnym a odpafi. Juko zbytek po odnafeni ziskend olejovitd kapaline

se nekolikrdt zpracuje diethyletheren e diethylether se oddekantuje; nekonec se surovy pro=
dukt pfivede pomoci diethyletheru ke krystalizaci, krystaly se odd&l{, rozpusti se v ethy-
lesteru kyseliny octové a pfidavken diethyletheru se op&t vysrd%i. Tiamto zpisobem :e ziskd
1,18 g Z-Glp-Ile-rro-NH,, coz pPedstevuje 71,2 % teoretického vytéiku.

T. t. = 87 ez 89 °C;

R = 0,365

D”]DZS = =91,4% (c = 1, kyselina octové);

Anelyza pro C24H3206H4 (molekulovd hmotnost 427,55):
vypodteno: C 61,00 % H6,83% N 11,6 %

2jisténo: C 59,19 % H 6,88 % N 11,16 %.

Stupen 4

L—pyroglutamyl-Lnisoléucyl-L—prolinamid

4,72 g (10 mnol) Z2-Glp-lie-Pro-NH, se rozpust{ ve 100 ml methylalkohoiu, k roztoku se
ofidd 1 g 10% peladiového xatelyzéioru na sktivnim uhli 2 po dobu Jedn# hodiny se do reakd-
ni sm&si zavAdi plynny vodik. Po ukonfeni hydrogenace se katalyzdtor odfiltruje, filtrét
se odpaf{ a zbytek po odpateni se rozetie s diethyletherem. Timto zplisobem ziskany surovy pro
dukt (3,22 g) se rozpusti ve vod& a roztok se vyleri pomoci aktivniho uhli. Po odfiltrovéni
sktivnfho uhli se Ziry roztok lyofilisuje a ziské se 3,03 g Glp-Ile—Pro-NHz, coZz odpovidéd
98 % teoretického vytéiku.

Rf(4>= 0,45;
ELJDzs: -100,7° (¢ = 1, kyselina octovd),

Analyza sminokyselin: Glu 0,95 (1,0), Ile 1,00
(1,0), Pro 1,02 (1,0),

Priklad 6
Il~pyroglutemyl~L-alfe-aninobutyryl-Ll~prolinamid

Stupeﬁ 1
pentafluorfenylester kyseliny tecbutyloxykarbonyl-l-alfa-sminomdselné

7,7 & (20 mmol) BOC-Abd-OH. DCH se rozmichd v 60 ml diethyletheru, do této smdsi se
pfidd 20 ml 2N vodného roztoku kyseliny chlorovodikové a reak&n{ smdsi se tfepe 2% do roz-
pudtdni suspendované substance. Diethyletherovd féze se potom, vyt¥epe se 20 ml 2N vodného
roztoku kyseliny chlorovodikové a potom 20 ml vody, vysu3{ se bezvodym siranem sodnym a Gd=
peri. Jako zbytek po odpareni ziskend olejovitd kepelina (4,14 g) s 3,7 g (20 mmol) PFPOH se
rozpusti ve 25 ml ethylesteru kyseliny octové, roztok se ochladi poed teplotu 5 % s za mi-
chdni se do né&j oridd 3,92 g (19 mmol) dicyklohexylkerbodiimidu., Tato reekdni sm¥s se michd
po dobu jedné hodiny na ledové ldzni, potom se odfiltruje dicyklohexylmolovina a filtrét

se odpeii. Jako zbytek ziskand olejovitd kapalina se rozpusti v n~hexanu 2 z{skenjy roztok
se nechd stdt po dobu Jedné hodiny v lednidce, Je¥td vyloudend dicyklohexylmolovina se zno-
vu odfiltruje f£iltrdt se zehusii na objem 20 ml. Po po¥dtku vylufovdni krystall se suspen-
ze ulo%i do lednidky a nechd se tem stdt pFes noc. PFI3t{ den se vyloudené krystaly odd¥l{
filtraci e ziskd se 5,57 g BOC~Abu-OPFP, co% odpovidd 76 % teoretického vytéZku.

T. t. = 83 e% 84 °C:
R = 0,86

[o]pes. -32,8° (c = 1, ethylester kyseliny octové);

S
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Analyza pro C'5H1GO4NF5 (mol. hmotnost 369,29):
vypoSteno: C 48,79 % H 4,37 % N3,79% F 25,72 %
zjisténo : C 48,55 % H 4,28 % N 3,70 ¥ F 25,44 %.

Stupen 2
L-alfa~-aminobutyryl-i~prolinamidhydrochlorid

3,2 g (28 mmol) H-Pro-NH, & 5,16 g (14 mmol) BOC-Abu~OPFP se rozpust{ v 60 ml dime-
thylformemidu e po p&timinutovém sténi se vznikly roztok ve vakuu odpa¥i{, Jako zbytek po
odpateni zi{skand olejovitd kapaline se rozpusti ve 100 ml chloroformu a tento roztok se
prot¥epe nejprve dvakrdt vidy 20 ml IN vodného roztoku kyseliny chlorovodikové a potom
dvekrdt rovndz 20 ml IN vodného roztoku hydrogen uhlifitesnu sodného. Potom se roztok vy-

susf pomoci bezvodého siranu sodného a odpa¥i. Jako zbytek po odpaFeni ziskand olejovitd
kapalina se rozpusti ve 20 ml ethylesteru kyseliny octové a roztok se smisf{ s 20 ml 6N
roztoku kyseliny chlorovodikové v ethylesteru kyseliny octové. Po uplynuti jedné hodiny
se reakdni sm¥s zied{ diethyletherem, ziskend srafenina se odfiltruje 2 ve vakuu se vysu-
%1 za pomoci bezvodého hydroxidu sodného. Timto zpisobem ziskany surovy produkt (3,86 g)
se rozetie s 20 ml studeného dimethylformemidu e timto zplisobem se ziskd 2,40 g H-Abu-Pro-
-NH,. HCL; co% odpovidd 75 % teoretického vytdiku, vztaZeno na BOC-Abu-OPFP;

R4 = 0,10,

Stupen 3
Benzyloxykarbonyl-L-pyroglutemyl-alfa-eminobutyryl-Ll~prolinamid

2,13 g (9 mmol) H-Abu—Pro-NHa. HCL se rozmichd ve 30 ml dimethylformemidu a za chla-

zen{ ledem & za michdni se k této sm¥si p¥idd 1,26 ml (6 mmol) triethyleminu & 3,95 g
(9,2 mmol) Z-Glp-OPFP. Po uplynutf 5 minut se k reak¥ni smési p¥idd deldfch 1,26 ml (9 mmol)
triethylaminu a poe 20 minutdch daldfho mfchéni resk¥ni sm¥si se tato ve vakuu odpari. Krys-
talicky zbytek ziskany po odpefeni se rozet¥e s 20 ml ethylaelkoholu, pechd .se stdt pPes noc
v ledni¥ce & potom se odfiltruje. Timto zpisobem se ziské 3,30 g Z-Glp-Abu—Pro-NHz, co
odpovidd 82 % teoretického vytéfku.
T. t. = 175 a% 176 °C;

(3) = 0,28;

[;anzb -99,6% (c = 1, kyseline octovd). o

Stupen 4

I-pyroglutamyl-L-alfa-aminoburyryl-l~prolinamid

2,67 g (6 mmol) Z-Glp-Abu-Pro-NH, se rozpusti ve 100 ml kyseliny octové, k ziskanému
roztoku se pridd 0,5 g 10 % paladiového katalyzdtoru na aktivnim uhl{ a do reak¥n{ smési

se po dobu jedné hodiny zavdd{ plynny vodik, Po ukonfen{ hydrogenace se katalyzdtor odfil-
truje, filtrdt se odpalfi a zbytek po odpefeni se rozetle s diethylethereh.WTimto zplisoben
ziskany emorfni surovy produkt (1,82 g) se rozpusti ve vod¥, roztok se vyleill pomoci aktiv-
niho uhl{ a po odfiltrovén{ aktivniho uhli se &iry roztok lyofilisuje. Ziskd se takto 1,70 g
Glp-Abu-Pro-NHz, co? odpovidd 91 % teoretického yytéZiku . '

[d,]DZE = =102,5° (c= 1, kyseline octovd).
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Priklad 17

L~pyroglutemyl-L-alfe-aminodekanoyl-L-prolinamid

Stuven 1

L-alfa~eminodekanoyl-L-prolinamidhydrochlorid

' 1,37 g (12 mmol) H—Pro-NH2 a 2,72 g .(16 mmol) BOC~-Ada-OPFP se rozpusti ve 20 ml di-~
methylformamidu & po pdtiminutovém stdni se roztok ve vakuu odpefi. Jako zbytek po odpafe-
ni ziskand olejovitd kepelina se rozpustf{ v 50 ml chloroformu, tento roztok se protfepe nej-
prve tiikrdt vidy 10 ml 1IN roztoku kyseliny chlorovodikové ve vod¥, potom rovn¥Z t¥ikrdt IN
vodnym roztokem hydrogenuhliZitanu sodného a kon- *n& dvakrdt vZdy 10 ml vody, potom se tento
roztok vysu3i pomoci{ bezvodého siranu sodného a nakonec se odpa¥i. Jako zbytek po odpaieni
ziskand olejovitd kapalina se rozpusti ve 3 ml ethylesteru kyseliny octové a tento roztok
se smis{ 8 5 ml 6N roztoku kyseliny chlorovodikové v ethylesteru kyseliny octové. Po jednoho-
dinovém sténi se reakdni smé&s zPed{ diethyletherem, vylouZend sraZaenina se odfiltruje a ve
vakuu se za pomoci bezvodého hydroxidu sodného vysudi. Timto zplisobem se ziskd 1,75 g H-Ade~
-Pro-NH,. HCL, co% odpovidd 91 % teoretického vyt&iku, vztefeno na BOC~-Ada-OFFP;

R,')= 0,11,

Stupef 2
.Benzyloxylarbonyl-l=pyroglutamyl-l~alfa-aminodekenoyl-l~prolinamid

1,75 g (5,5 mmol) H-Ada-Pro-NH,. HCL & 2,58 g (6 mmol) Z-Glp~OPFP se rozpust{ ve
300 ml dimethylformamidu a tento roztok se smisf{ s 0,77 ml (5,5 mmol) triethyleminu. Po
uplynut{ 5 minut se pFidd k reakén{i sm&si dslZfch 0,77 ml (5,5 mmol) triethyleminu e po dal-
gich 20 minutdch michdni se reakdni sm&s ve vakuu odpa¥{. Zbytek zi{skeny poe odpafeni se roz-
pust{ v 50 ml chloroformu, roztok se prot¥epe trikrdt vidy 20 ml IN vodného roztoku kyseli-
ny chlorovodikové, potom rovn2%f ifikrdt 20 ml IN vodného roztoku hydrogen uhli¥itenu sodné-
ho a nakonec dvakrdt vidy 20 ml vody, potom se tento roztok vysu¥{ pomoc{ bezvodého siranu
sodného a odpaPfi se. Jako zbytek po odpa¥eni ziskand zp3ndnéd olejovitd kaspalina se rozetie
s diethyletherem 2 ziskand gelovitd suspenze se nechd stdt pc dobu 2 hodin v ledni¥cé. Po
této dobd se srafenina odfiltruje a vysu3i. Timto zplsobem ziskany surovy§ produkt (2,61 g)
se pPekrystalizuje z ethylesteru kyseliny octové a ziskd se 2,45 g Z—Glp-Ada-Pro-MHz, co¥
odpovidd 84 % teoretického vytsiku.

T. t. = 103 az 105 °C;
Rf(z) 0,19;

EdaD25 = =63,7° (c= 1, kyselina octovd);
Analyze pro °26H40°6N4 (mol. hmotnost 528,65):

vypolteno: C 63,62 % H 7,63 % N 10,60 %
#Jistdno: C 63,24 % H 7,81 % N 10,57 %.

Stupen 3
L-pyroglutamyl~l~-alfa~aminodekanoyl-L~prolinamid

1,9 g (3,6 mmol) Z-Glp-Ade-Pro-NH, se rozpustf ve 40 ml kyseliny octové, k tomuto
roztoku se pridd 0,2 g 10% paladiového katalyzdtoru na ektivnim uhli a do reakdni smdsi
se .po dobu Jeden & pll hodiny zavddi plynny vodik. Po ukonleni hydrogenace se katalyzé-
tor odfiltruje, filtirdt se odpaPfi a zbytek po odpefeni se rozpustf{ ve vodd. Vodny roztok
se vyterf pomocf ektivniho uhli & po pefiltrovéni se #iry roztok odpaii. Jako‘zbytek po
odpadeni z{skend olejovitd kapalina se rozpustf{ ve 30 ml chloroformu, roztok se vysu$f
pomoci bezvodého siranu sodného a odpaf{. Napdn&ny amorfni pevny zbytek se rozetfe s die--
thyletherem, odfiltruje e vysudf. Timto zplsobem se ziskd 1,20 g Glp-Ade-Pro-Ni,,. co% pied-
stavuje 82 % teoretického vytdiku.
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R, = 0,55;

[EQJDZB = -66,2° (c = 1, kyselina octové).

P#¥iklad B8 ) .
L~-pyroglutemyl-I~cyklohexylalanyl=i~prolinamid

Stupen 1
tercbutyloxykarbonyl-L-cyklohexylalanin~pentafluorfenylester

9,04 g (20 mmol) BOC-Cha-OH., DCHA se rozmichd v 80 ml diethyletheru a vytvodrend sus-
penze se smisi s 20 ml 2N roztoku kyseliny chlorovodikové ve vodd. Reakdni sm¥s se prot¥epd-
vé aZ do rozpudtdni pevné fdze, potom se diethyletherovd fdze odd¥li, prot¥epe se nejprve 20 ml
2N vodnsého roztoku kyseliny sirové a potom 20 ml vody, vysu3fl se pomoci bezvodého sfranu vé-
venatého a odpeii se. Jako zbytek po odpefeni ziskend olejovité kaoelina (5,7 g) se roznus-
t1 ve 30 ml ethyleasteru kyseliny octové, tento roztok se smisf s 3,7 g (20 mmol) PFPOH, smis
se ochladf na teplotu meximdln 5°C e potom se smis{ se 4,12 g (20 mmol) dicyklohexylkerbodi-
imidu. Reek&ni sm&s se pFi této teplotd michd po dobu jedné hodiny, potom se vyloudend dicy-
klohexylmodovina odfiltruje, filtrdt se odpa¥i a Jako zbytek po odvaieni ziskand olejovitd
kepalina se rozpust{ ve 30 ml n-hexenu. Tento roztok se ponechd stdt po dobu jedné hodiny
v lednilce, pFi tom vyloulend dicyklohexylmoovina se op&t odfiltruje a filtrdt se zFedl
70 ml n-hexanu. Tento zfeddny roztok se protfepe nejorve pdtkrdt vidy 40 ml IN roztoku hy-
drogen uhlilitenu sodného ve vodé a potom dvakrdt vidy 40 ml vody, potom se tento roztok
vysusi pomoci bezvodého siranu sodného e odpa¥i. Jako zbytek po odpaPenf ziskand olejovitd
kapalina pii stdni krystalizuje. Timto zplsobem se ziskd 8,48 g BOC~Cha-OPFP, coZ odpovidd
97 % teoretického vytdgku.

T. t. = 75 a% 77 °C;

Rf = 0,88;

Analyza pro C,,H,, 0,NFg (mol. hmotnost 437,41):
vyoo8teno: C 54,92 % H 6,53 % N 3,20 % F 21,72 %
2jidténo : C 54,67 % H 5,66 % N 3,11 % F 21,43 %.

Stupen 2
L-cyklohexylalenyl-L~prolinemidhydrochlorid

2,28 g (20 wmol) H-Pro-lH, 2 4,37 g (10 mmol) BOC~Che-OPFP se rozoustf ve 40 ml dime-
thylformemidu a po p&timinutovém stdni reak&nfiho roztoku se tento ve vakuu odpa¥i. Jako zbys
tek po odpakeni ziskend olejovitd kapalina se roupust{ v 80 ml chloroformu, tento roztok se
protfepe nejprve tFikrdt viZdy 20 ml IN vodného roztoku kyseliny chlorovodikové, potom rov-
n#Z tiikrdt vidy 20 ml IN vodného roztoku hydrogen uhliZitanu sodného & nekonec jednou 20 ml
vody, potom se tento roztok vysu¥i pomoci bezvodého siranu sodného a odpati. Jako' zbytek po
odpafeni ziskend olejovitd kapalina se rozpustl v 8 ml ethylesteru kyseliny octové, smisi
se s 10 ml 5N roztoku kyseliny chlorovodikové v ethylesteru kyseliny octové a po uplynutf
Jedné hodiny se reakdni smds z¥edi diethyletherem. PFi tom vylou¥end sraZenina se odfiltru-
Je 2 ve vakuu se vysu3{ za pomoci bezvodého hydroxidu sodného. Timto zpisobem se ziské 2,98 g
H—Cha-Pro-NHz‘ EQL, coZ odpovidd 97 % teoretického vytdiku, vztaZeno na BUC~Cha~-OPFP;

Rf(“ = 0,33.

Stupen 3

Berzyloxykerbonyl-L-pyroglutamyl-I—-cyklohexyl-alanyl-prolinamid

2,43 g (8 mmol) H—Cha-Pro-NKz. HCL 2 3,60 g (8,4 mmol) Z-Glp-OPFP se rozpustf{ ve 25 ml
dimethylformemidu & tento roztok se smisf{ s 1,12 ml (8 mmol) triethylaminu. Po uplynuti
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5 minut se k reak&nimu roztoku pFidd dalifch 1,12 m1 (8 mmol)tricethylaminu a po del3ich

20 minutdch michéni se reskni sm&s ve vakuu odpa¥i. Zbytek po odpaieni se rozpust{ v 80 ml
chloroformu, tento roztok se protfepe nejprve t¥ikrdt vidy 20 ml IN vodného roztoku kyse-
liny chlorovodikové, potom rovnd% tFikrdt vZdy 20 ml IN roztoku hydrogen uhli¥itanu sodného
ve vod& a konefn& jednou 20 ml vody, potom se roztok vysuli pomocf bezvodého 'sirenu sodného
a odpaf{. Jako zbytek po odpaPfeni ziskend olejovitd kepalina se pPivede pomoci diethyletheru
ke krystalizaci. Timto zplsobem ziskany surovy orodukt (3,88 g) se prekrystelizuje ze 30 ml
ethylesteru kyseliny octové a ziskd se 3,32 g Z-glp-Cha—Pro—NHz, coZ odpovidd 81 % teoretic-
kého vytdiku.

T. t. = 165 a% 166 °C;
R, = 0,17;

[b2]D25= -67,3° (c = 1, kyseline octovd);

Analyza pro CZ7H3606N4 (mol. hmotnost 512,67):
vypo&teno: C 63,26 % H 7,08 % « 10,93 %
zji&t¥no: C 63,15 % H 7,04 % N 10,91 %.

Stupen 4
L-pyroglutgmyl-L-cyklohexylalenyi-L-prolinamid

3,07 g (6 mmol) 4-Glp-Cha~Pro-NH, se rozpusti v 60 ml ethylalkoholu, do tohoto roztoku’
se pridd ¢,6 g 10% peladiového katalyzdtoru ne sktivnim uhli & po dobu 2 hodin se do reakd-
niho roztoku zavdd{ plynny vodik. Po ukondeni hydrogenace se katalyzdtor odfiltruje, fil-
trdt se odpe?i a zbytek po odpafeni se rozetfe s diethyletherem. Timto zplsobem se ziskd
2,75 g emorfniho, pevného Glp-Cha-Pro-NHa, coZ odpovidd 95 % teoretického vytéZku,

R, = 0,50
[}Q}DZS = -70,9° (c = 1, kyselina octovd).

Priklad 9
L-nyroglutanyl-I~threonyl-l-prolinsmid

Stupen |

O-bengyl-L=threonyl-L-prolinemidhydrochl orid

1,43 g (12,5 mmol) H-Pro-il, e 2,98 g (6,27 mmol) BOC-Thr(Bzl)-OPFP se rozpusti ve
20 ml dimethylformamidu a po p&timinutovém sténi se reak¥ni roztok ve vekuu odps¥f., Jako
zbytek po odpafent ziskand olejovitd kapaline se rozpusti ve 30 ml chloroformu, tento roztok
se protlepe nejprve dvakrdt vZdy 10 ml IN vodného roztoku kyseliny chlorovodikové a potom

thikrdt vidy 10 ml IN vodného roztoku hydrogen uhliditenu sodného, potom se roztok vysusi-
pomoci{ bezvodého siresnu sodného & odoeri. Jako zbytek po odpekeni ziskand olejovitd kapa-~
lina se rozpust{ ve 4 ml ethylesteru kyseliny octové a smis{ se s 5 ml 5N roztoku kyseliny
chlorovodikové v ethylesteru kyseliny octové. Po Jednohodinovém stdni reak¥niho roztoku se
tento‘zfedi diethyletherem, pfi tom vznikld sraZenina se odfiltruje s ve vakuu se vysus{
za pomoci bezvodého hydroxidu sodného. Timto zpisobem se ziskd 2,06 g H—Thr(le)-Pro-NHz.
HCL, coZ odpovidd 95 % teoretického vyt&Zku;

hf(4) = 0,40,

Stupen 2

Benzyloxykerbonyl-L-pyroglutamyl-L-0O-benzyl-threonyl-L-orolinamid
2,05 g (6 mmol) H-Thr(Bzl-Pro-NH,. HCL e 2,69 g (6,27 mmol) Z-G1lp-OPFP se rozpust{
ve 21 ml dimethylformemidu, tento roztok se po kepkdch smisi s 0,84 ml (6 mmol) triethyl-
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aminu a po p¥timinutovém stédni reekdni smési se p¥id4 deld¥ich 0,84 ml (6 mmol) triethylemi-
nu. Po dvacetiminutovém michdn{ této reask&n{ sm&si se ve vakuu odpefi a zbyzek po odpafeni
se rozpusti v 50 ml chloroformu. Tento roztok se prot¥epe nejprve dvekrdt vidy 10 ml 1IN vod-
ného roztoku kyseliny chlorovodikové, potom tfikrdt vidy 10 ml IN vodného roztoku hydrogen
uhli&itanu sodného, nekonec se vysufi pomoc{ bezvodého sirenu sodného a odpefi. Jako zbytek
po odpetfeni ziskend olejovitd kepalina se zpracuje diethyletherem a ochladf, pFidemZ oro-
dukt ztuhne v amorfnim stavu. Timto zpisobem ziskany surovy produkt (2,76 g) se rozpusti
v ethylesteru kyseliny octové = roztok se vy¥eri aktivnim uhlim. Po odfiltrovdn{ ektivni-
ho uhll se filtrdt odpa¥{ a zbyly pevny emorfni z-&n3ny zbytek se rozet¥e s diethylethe-
rem. Timto zplsobem se ziskd 2,47 g Z-Glp-Thr(Bzl)-Pro-NH,, coZ odpovidd 75 % teoreticksého
vyt&iku.

Stupen 3

L-pyroglutamyl-L~threonyl-I~prolinamid

2,04 g (3,7 mmol) Z—Glp-Thr(le)-Pro-NH2 se rozpust{ ve 40 ml kyseliny octové, k to-
muto roztoku se pPidd 0,4 g 10% paladiového katalyzdtoru na aktivnim uhli a po dobu 4 ho~
din se do reakiniho roztoku zavddi plynny vodik. Po ukon¥eni hydrogenace se katalyzdtor
odfiltruje, £iltras se odpa¥{ a zbytek po odpateni se rozetie s diethyletherem, Timto znid-
sobem ziskany amorfni surovy produkt (1,31 g) se nanese na sloupec obsahujic{ 30 g sili-
kagelu (velikost &dstic v rozmezi 0,063 a% 0,2 mm) a eluuje se sm&si rozpoustddel (3).
Elugni frakce obsahujfc{ ¥isty produkt se spoJ{ a odpa?i a Jako zbytek po odpa¥eni ziska-
ny surovy produkt se zpracuje diethyletherem. Timto zpisobem se ziskd 0,72 g Glp-Thr-Pro-
NH,, coZ odpovidd 59,5 % teoretického vyt&Zku.

Rf(4) = 0,16;
EiJDzﬁ = =90,0° (c = 1, kyselina octovd)

Analyze aminokyselin: Glu 1,00 (1,00), Thr 0,99
(1,0), Pro 1,03 (1,0)

PPriklad 10
L-pyroglutamyl-O-tercbutyl-l-seryl-L-pro-linamid

Stupen 1
O-tercbutyl-L-seryl-L-prolinemidhemioxaldt

8,0 g (70 mmol) H-Pro-NH, a 16,0 g (34,7 mmol) Z~-Ser(tBu)~OPFP se rozpust{ ve 120 ml
dimethylformemidu, nedeZ se roztok po pé&timinutovém stdni ve vakuu odpafi. Jako zbytek po
odpateni ziskand olejovitd kapalina se rozpusti ve 300 ml chloroformu, tento roztok se pro-
t¥epe nejprve tiikrdt vidy 80 ml 1N vodného roztoku kyseliny chlorovodikové, potom rovnéi
tiikrdt vZdy 80 ml 1IN vodného roztoku hydrogen uhliditanu sodného a2 koneén& jednou rovn&i
80 ml vody, tento roztok se vysu¥{ pomoc{ bazvodého siranu sodného a odpe#i. Jako zbytek
20 odpafeni zfskand olejovitd kepalina (18 g) se rozpust{ spoledn¥ se 4,37 g (34,7 mmol)
dihydrdtu kyseliny 5favelové ve 300 ml methylalkoholu, k tomuto roztoku se pridaji 3 g
10% peladiového katalyzdtoru na sktivnim uhlf a8 do reak¥ni sm¥si se po dobu jedné hodiny
zavdd! plynny vodik. Po ukonZenf hydrogenace se katalyzdtor odfiltruje, filtrdt se odpail,
zbytek po odpafeni se rozetfe s ethylesterem kyseliny octové a ve vakuu se vysu3f. Timto
zpisobem se zfskd 10,8 g H-Ser(fBu)-Pro-NH,. (COCH), ve form¥ esmorfni hygroskonické substan-
ce, coZ odpovidd 90 % teoretického vytdiku;

Rf“') = 0,22,

Stupen 2
Benzyloxykarbonyl~L~pyroglutemyl-O-tercbutyl-l~seryl-L-prolinemid
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6,43 g (18,5 mnol) H-Ser(tBu)-Pro-NH,, (COOH), a 7,95 g (18,5 mmol) Z-Glp-OPFP se roz-
pust{ v 80 ml dimethylformamidu a tento roztok se smisf{ s 3,18 ml (37 mmol) triethylaminu.

.Po p¥timinutovém sténi se reekdni sm¥s ve vakuu odpari & krystalicky zbytek se rozetfe s &

diethyletherem. Timto zpisobem ziskany orodukt (9,53 g) se potom p¥ekrystalizuje ze 120 ml
methylalkoholu, Ziskd se takto 7,70 g Z-Glo-Ser(tBu)—Pro-NHz, coZ odnovidd 83 % teoretické-
ho vytéZku,

T. t. = 226 az 229 °C;
(3 = 0,40

£
L7 ], 71,6° (c = 1, kyselina octové);
Analyze pro 925H3407N4 (mol. hmotnost 502,57):
vypo&teno: C 59,75 % H 6,82 % N 11,15 %
zjisténo: C 59,55 % H 6,95 % N 11,09 %,

Stupen 3 d
Lgpyroglutamyl~0-terc.buty;-L-seryl-L-pro—linamid

4,02 g (8 mmol) Z-Glp-Ser(tBu)-Pro-NH2 se rozpustf ve 160 ml methylelkoholu, tento
roztok se smisi s 0,8 g 10% paladiového katalyzdtoru na aktivnim uhli & po dobu 30 minut
se do reskdni sm¥si zavdd{ plynny vodik. Po ukon¥eni hydrogenace se katalyzdtor odfiltru-
Je a filtrdt se odraff{. Jako zbytek po odpafeni ziskand olejovitd kapalina se krystalizu-
Je z diethyletheru, krystely se odfiltrujf e vysuif. Timto zZpisobem se ziské 2,50 g Glp-
~Ser(tBu)-Pro-NH,, co% odpovidd 85 % teoretického vyt&Zku.

T. t. = 186 az 187 °C;

R = 0,45,

EZJDZS = -60,8% (c £ 1, kyseline octovd);

Anelyza aminokyselin: Glu 1,03 (1,0), Ser 1,00
(1,0), Pro 1,00 (1,0);

Analyze pro C]7H2805N4 (mol. hmotnost 368,44):
vypo¥teno: C 55,42 % H 7,66 % N 15,21 %
zjisténo: € 55,07 % H 7,61 % N 14,94 %.

Priklad M)
L=pyroglutamyl-D-leucyl-L~prolinamid

Stupen 1
Terc,butyloxykarbonyl-D-1leucin-pentafluor-fenylester

4,62 g (20 mmol) BOC-D-Leu-OH a 4,23 g (22 mmol) PFPOH se rozpusti v 50 ml ethylesteru
kyseliny octové a tento roztok se za michdnf a ohlazen{ ledem smis{ se 4,12 g (20 mmol)
dicyklohexylkarbodiimidu. Reak®ni sm&s se michd no dobu jedné hodiny v ledové ldzni potom
se vyloudend dicyklohexylmoZovina odfiltruje f£iltrdt po odfilirovéni této dicyklohéxylmo-
Boviny se odpefl. Jako zbytek po odpefeni z{skend olejovitd kepalina se rozpust{ ve 100 ml
n-hexanu, roztok se ponechd stdt po dobu jedné hodiny v lednilce a znovu vyloufend dicyklo-
hexylmolovina se opdt odfiltruje. Filtrdt se protiepe nejorve pdtkirdt vidy 50 ml IN roztoku
hydrogen uhligitenu sodného ve vod® a potom dvakrdt vidy 50 ml vody, potom se roztok vysu-
31 pomoci bezvodého siranu sodného a odpa¥i. Jako zbytek po odpafeni ziskand olejovitéd ka-
palina pfes noc vykrystalizuje. Timto zpisobem se zfskd 7,0 g BOC-D-Leu-OFFP, coZ odpovie
44 88 % teoretickéno vyiéiku. .

T. t. = 53 a3 55 °C;
[d:]DZS = +31,7° (c = 1, ethylester kyseliny octové);
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Anslyza pro 017520NF5 (mol. hmotnost 397,53):
vyood¥teno: C 51,39 % H 5,07 % N 3,53 % F 23,91 %
zjisténo: C 51,51 % H 4,68 % N 3,66 % F 23,65 %.

Stupen 2
D-leucyl-leprolinsmidhydrochlorid;

3,42 g (30 mmol) H-Pro-NH2 a 60,0 g (15 mwol) BCC-D-Leu-UPFP se rozpusti v 60 ml di-
methylformeamidu & po.p&timinutovém stdni se roztok ve vekuu odna¥i., Zbytek po odpareni se
rozpusti ve 100 ml chloroformu, tento roztok se protfepe nejprve dvakrdt vidy 20 ml IN roz-
toku kyseliny chlorovodikové ve vod&, potom trikrdt 20 ml IN vodn<ho roztoku hydrogen uhli-
ditanu sodného a nakonec jednou 20 ml vody, roztok se potouw vysu3i pumoc{ bezvodého siranu
sodného a odpari. Jako zbytek po odpa¥eni ziskand olejovitd kupelina se roznusti ve 10 ml
ethylesteru kyseliny octové a k tomuto roztoku se p$idd 15 ml 4N roztoku kyseliny chloro-
vodikové v ethylesteru kyseliny octové. Po jedné hodind se reakdni smds zPedi dithyletha-
rem, vyloudend srafenina se odfiltruje a ve vaekuu se vysu¥{ za pomoci bezvodého hydroxidu
sodného. Timto zpisobem se ziskd 3,66 g H-D-Leu-Pro-NH,. HCL, coZ odpovidd 92,5 % teoretic-
kého vytéZku, vataZeno ne BOC-D-Leu-OPFP;

R4 = 0,26.

Stupen 3
Benzyloxykarbonyl-L~-pyroglutamyl-D-leucyl-l~prolinemid

3,66 g (13,9 mmol) H-D~Leu-Pro-NH,-NH. HC1 & 6,43 g (15 mmol) 2-Glo-OPF¥ se rozous-
t{ v 50 ml dimethylformamidu a tento roztok se za chlazeni leden « za michdni smis{ s 1,95 ml
(13,9 mmol) triethylsminu. ReskZni sm¥s se michd po dobu 5 minut a potom se do ni pPidéd dal-
$ich 1,95 ml (13,9 mmol) triethylsminu. Po del¥ich 20 minutdch michdni se reakdn{ smés ve
vakuu odpefi. Zbytek po odpafeni se rozoust{ ve 120 ml chloroformu, roztok se vytfeoe nej-
prve t¥ikrdt vidy 30 ml IN vodného roztoku kyseliny chlorovodikové, potom rovnéi t¥ikrdt
vidy 30 ml 1N vodného roztoku hydrogen sodného a nakonec jednou 30 ml vody, tento roztok se
vysudl pomoci bezvodého siranu sodného a ddpaii. Po odpefeni ziskand olejovitd keopmlina se
zoracovdanim s diethyletherem pFivede ke krystalizaci. Timto zplsobem ziskany surovy produkt
(6 g) ce plekrystalizuje ze 30 ml ethylelkoholu = ziskd se 5,48 g Z-Glp-D-Leu-Pro-NH,, co%
odpovidd 77 % teoretického vyt&Zku.

T, t. = 189 a3 194 °C;

23 = 0,48;
[}QJD25 = =33,2° (¢ = 1, kyselina octovd).
Stupen 4

L-pyroglutamyl~D-leucyl=L-prolinemid

3,78 g (8 mmol) Z—Glp-D-Leu-Pro-NH2 se rozpust{ ve 150 ml methylslkoholu & k tomu-
to roztoku se pfidd 0,8 g 10% psladiového katelyzdtoru na ektivnim uhl{., Do reekén{ sm¥si
se potom zavdd{ po dobu jedné hodiny plynny vodik. Po ukon&eni hydrogenace se katalyzdtor
odfiltruje, filtrdt se odpaP{ a zbytek oo odpa¥eni =e zoracuje diethyletherem. Timto zpi-
sobem ziskany surov§ produkt (2,5 g) se rozpust{ ve vod&, vodny roztok se vy&eii pomoci ak:
tivnino uhlf a po odfiltrardéni sktivniho uhl{ se &iry filtrdt lyofilizuje. Timto zplisobem
se ziskd 2,35 g Glp-D-Leu-Pro-NHa, coZ odpovidd 87 % teoretického vytdiku.

R “’2; 0,48; '
de = -83,3°% (c = 1, kyselina octové).
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L-pyroglutemyl-l~leucyl-L-prolinethylamid

Stupen |
L-leucyl-L-prolin-ethylamidhydrochlorid

1,67 g (7,2 mmol) H-oro-NH-Et. (COOH)2 se rozmichd ve 20 ml ethylesteru kyseliny octo-
vé a tato suspenze se smisi se 2,0 ml (14,4 mmol) triethyleminu a 2,38 g (6 mmol) BOC-Leu-
-OPFP, Po n&ti minutdch se reek&ni sm&s protfepe nejprve tPikrdt vidy 5 ml !N vodného roz-
toku kyseliny chlorovodikové, potom rovndZ trikrdt vidy 5 ml IN vodného roztoku hydrogen
uhli&itanu sodného a nakonec jednou 5 ml.vody potom se tento roztok vysu3i{ pomoci bezvodého
sirenu sodného a odpafi. Jako zbytek po odpafenf ziskand olejovitd kepalina se zpracuje 10 ml
5N roztoku kyseliny chlorovodikové v ethylesteru kyseliny octové, po uplynuti 20 minut se
reakéni smds zr¥ed{ diethyletherem, vyloufend sraZenina se odfiltruje e ve vekuu se vysu3{
za pomoci bezvodého hydroxidu sodného. Timto zplsobem se ziskd 1,46 hygroskopického H-Leu-
Pro-NH-Et. HC1l, co% odpovidd 83 % teoretického vyt&iku, vztefeno na BOC-Leu-OPFP,

R, = 0,43,

Stupen 2
Benzyloxykarboryl-L-pyroglutamyl-L-leucyl-L-prolinamid

1,17 g (4 wmol) H-Leu-Pro-NH-Et. HC1 a 1,72 g (4 mmol) Z-Glp-OPFP se rozpusti v 5 ml di-
methylformemidu & ziskany roztok se sm{s{ s 0,56 m1(4 mmol) triethylaminu. Po uplynuti o&ti
pinut se do reakdni sm&si pridd dal¥fch 0,56 ml (4 mmol) triethyleminu a reakni smés se
ve vekuu odpafi. Jako zbytek po odpadfent ziskand olejovitd kapalina se rozpusti ve 40 ml
chloroformu, roztok se protPepe rejorve dvakrdt vidy 10 ml IN vodného roztoku kyseliny chlo-
rovodikové, potom t¥ikrdt vidy !'0 ml 1IN vodnsho roztoku hydrogen uhli¥itanu sodného a nako-
nec jednou 10 ml vody, tento roztok se vysui{ pomoci bezvodého siranu sodného a odpaii, Zby-
tek po odpsfen{ se rozetfe s n-hexasnem a odfiltruje. Timto zpisobem se z{skd 1,61 g amorfni-
ho Z-0lp-Leu-Pro-NH-Et, coX odpovidd 80,5 % teoretického vytéZku.

R = 0,50;
“21925 = -89,0° (c = 1, kyselins octovd).

Stupen 3 ,
L-pyroglutamyl-L-leucyl-L-prolinethylamid

1,07 g (2,14 mmol) Z-Glp~Leu-Pro~-NH-Et se rozpust{ ve 30 ml vody, do roztoku se pridd
0,25 g 10% paladiového katelyzdtoru ne aktivnim uhlf{ & do reskZni sm&si se po dobu Jjeden a
541 hodiny zevddi plynny vodik. Po ukonZeni hydrogenace se katalyzdtor odfiltruje, filtrdt
se odpaf{, olejovity zbytek se rozpust{ ve 20 ml chloroformu, tento roztok se vysu¥{ pomoc{
bezvodsho siranu sodného a odpafi. Po zp&n&ni ztuhly zbytek se rozet¥e se sm¥s{ diethylethe-~
ru n-hexenu 8 timto zplsobem se zfské 0,52 g Glp-Leu~Pro-NH-Et, &o% odpovidd 66 % teoretic-
kého vytdiku.

8, = 0,57
éanzs = -94,5° {c = 1, kyselina octovd).

P¥rikled 13
L~pyroglutamyl-L-leucyl-I~prolin-n-decylamid

Stupen 1
Benayloxykerbonyle=l-prolin-n-decyleamid

5,0 g (20 mmol) Z-Pro-OH se rozpust{ v 50 ml dimethylformsmidu, k tomuto roztoku se
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pfidd 2,8 mi (20 mmol) triethylaminu a reak&n{ sm&s se ochladf na teplotu -10°%. Fri této
teplotd se za michéni pfidd nejorve po kapkdch 2,8 ml (21,5 mmol) izobutylesteru kyseliny
chlornraven&i & po 10 minutdch se do reakx&ni smdsi rovnd% po kapkdch o¥idd 4,4 ml (22 mmol)
n-decyleminu. Po ukon&en{ pfidevku se reakdni smés michd nejprve po dobu 30 minut pfi teplo-
12 6% a potom po dobu 2 hodin i teplotd mfstnosti. Ziskand suspenze se odfiltruje, f£il-
trét se odpaf{ a zbytek po odpefeni se rozpusti ve 100 ml ethylesteru kyseliny octové. Ten-
to roztok se protPfepe nejprve v&tkrdt vidy 50 ml IN vodného roztoku kyseliny chlorovodikové,
potom dvakrdt vidy 50 wl IN IN vodného roztoku hydrogen uhlilitanu sodného a kone¥n¥ jednou
50 ml vody, potom se roztok vysu3i{ pomoci bezvodédho .siranu sodného e odpa¥f{. Jako zbytek po
odoareni ziskand olejovitéd kapalina se ofivede ke krystalizaci zoracovédnim s n-hexamem., Tim-~
to zptisobem se ziskd 5,43 g Z-Pro-NH-C‘0H21, co% odnovidd 70 % teoretického vytédZku,

T, t. = 78 az 80 °C;
2.2 = 0,75,

Stupen 2

Leprolin-n-decylaminhemioxaldt

5,0 g (12,9 mmol) Z-Pro-NH-C, H,, 2 2,02 g (16 mmol) dihydrétu kyseliny $lavelové se
rozpusti ve 100 ml methylalkoholu, k tomuto roztoku se p¥idd 0,8 g 10% paladiového katalyzé-
toru ne aktivnim uhl{ a po dobu -2 hodin se do reak&niho roztoku zavdd{ vodik. Po ukon&eni hy-
drogenace se reakéni sm&s zehPeJe, katalyzdtor se odstran{ odfiltrovdnim a filtrdt se odpaP{.
Po odpafeni ziskany krystalicky zbytek se rozetfe s diethyletherem a odfiltruje. Ziskd se tim-
to zodsobem 3,9 g H-Pro-NH-C, H,,. (COOH)z, coZ odpovidd 88 % teoretického vytsiku.

T. t. = 152 a3 154 °C;
(3)
Ro = 0,165

Stusen 3

L~leucyl~L~orolin-n-decylamidhydrochlorid

3,44 g (10 mmol) H-Pro-NH-CIOHZ‘. (COOH)2 a 2,0 g (5 mmol) BOC-Leu~-OPFP se rozpusti ve
30 ml dimethylformemidu a tento roztok se smisi{ s 2,8 ml (20 mmol) triethylaminu., Po p¥timi-
nutovém stédni reak&ni sm&si se teto odpafi a jako zbytek oo odpafeni ziskend olejovitd kapa-
lina se rozpusti v 50 wl n-hexesnu. Tsktc zlskany roztok se protiepe nejorve pétkrat vidy

30 ml 1N vodnéhe roztoku kyseliny chlorovodikové, potom trikrdt vZdy 30 ml 1IN vodného roztoku
hydrogen uhliZitanu sodného & koneén® jednou 30 ml vody, potom se vysu3{ pomoci bezvodého
sfranu sodného a odpafi. Jako zbytek po odpeten{ ziskand olejovitd kapalina se rozpusti v

10 ml 5N roztoku kyseliny chlorovodikevé v ethylesteru kyseliny ocbové, tento roztok sz ne=
chd stdt po dodbu 30 minut 2 potom ce odpa¥i. Ve vakuu vyn&ndny amorfni zbytek se rozetfe s
n-hexenen, adfiltruje a ve vakuu se vysu3f za pomoci bezvodého hydroxidu sodného. Timto 2zpl-
sobem se zf{skd 1,05 g H-Leu-Pro-NH-C, H,,. HC1l, coZ odpovidd 60 % teoretického vytéiku, vzta-
%eno ns BOC~Leu-OPFP;

(3 .
Rf = 0,17,

Stupen 4

Benzyloxykarbonyl-l~pyroglutamyl-L-leucyl-I~orolin-n-decylamic

1,03 g (2,55 mmol) H-leu-Pro-NH~C, Ry . HCL se rozpusti v 10 ml dimethylformamidu a ten=-
to roztok se smisi s 0,36 ml (2,55 mmol) triethylaminu a 1,1 g (2,55 mmol) 2-G1lp-OPFP, ReakZ-
ni sm8s se michd po dobu 5 minut, potom se pridd delfch 0,36 ml (2,55 mmol) triethyleminu
a po dal¥ich 20 minutdch michdnl se reskdni smds ve vakuu odpafi. Zbytek po odoateni se roz=-
pusti ve 20 ml chloroformu, zi{skany roztok se protPfepe pdtkrdt nejddive vidy 10 ml 1IN rozto-
ku kyseliny chlorovodikové ve vod&, potom tPikrdt vidy 10 ml IN vodného rozioku hydrogen
uhliZitanu sodného a nakonec Jednou 10 ml vody, tento roztok se vysu3i pomoci bezvedého si~
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rark sodného o nekcnec se odpafl. Jako zbytek po odpafeni zfskend olejovitd kepalina se
zpracovdninm s cCletnyletheren pPivede ke krystalizsci a odfiltruje se. Timto zplsobem se
27skd 1,22 g Z-Glp—heu-Pro-NH-C1OH22, coZ odpovidd 78 % teoretického vytsiku.
To t. = 108 a3 109 °C;
2 =
Rf(\) = 0,50;
[ﬂdDzb = ~74,5% (¢ = 1, kyseline octovd);
Anslyza pro CJ4H5205N4 (mol., hmotnost 612,82):
vypo&teno: C 66,64 % H 8,55 % N 9,14 %
zjist3no: C 66,43 % H 8,84 % N 9413 %.

Stupen Y

L~pyroglutamyl~L~leucyl-L-prolin~n-decylemid

1,22 g {2 mmol) 2-Glp-Leu-Pro-NH-C, jH,, se rozpusti ve 30 ml methylelikoholu, k tomuto
roztoku ce pridd 0,2 g 10% peladiového ketslyzétoru ne aktivnim unhli s po dobu 30 minut se
do reakdni sm¥si zavédi plynny vodik. Po ukonZeni hydrogensce se katalyzdtor odfiltruje,
filtrdt se odoafi a jako zbytek po codpafen{ ziskand olejovitéd kapelina se zpracovédnim s n-
-hexenem pfivede ke krystslizaci. Timto zpisobem ziskeny surovy produkt (0,85 g) se pPekrys-
talizuje ze 4 ml ethylesteru kyseliny octové a ziskd se 0,74 g Glp-Leu-Pro~NH-C,  H, , co
odpovidi 77 % teoretického vytdZku,

T. t. = 140 az 141 °C;
Rf(4) = 0,76 ;
E@JDZb = =71,3% (c = 1, kyselina octovd);

Analyze sminokyselin: Glu 0,97 (1,0), Leu 1,00
(1,0), Pro 1,01 (1,0).

P#iklad 14
L~pyroglutamyl-I~leucyl~L-prolin-(2-dimethyl-aminoethyl)emid

11,43 g (130 mmol) BOC~-Pro-OPFP se rozpustf ve 100 ml diethyletheru a tento roztok se
smis{ se 6,354 ml (60 mmol) N,N-dimethyleminoethylaminu. Tekto z{skany roztok se neché stédt
po dobu 10  minut, potom se t¥ikrdt vytfepe vZdy 30 ml vody, vodné fdze se spoj{ a pFridavkem
pevného uhliditanu sodného s pH tohoto vodného roztoku nastevi na hodnotu 10. Potom se ten-
to roztok extrshuje &tyfikrdt vidy 20 ml ethylesteru kyseliny octové, 0dd&lené organické fé-
ze se spojf, promyji se 20 ml vody, potom se vysu3{ pomoc{ bezvodého siresnu sodného a odpa-"
?{. Jeko zbytek po odpareni ziskend olejovitd kepalina krystalizuje pii stdni. Uvedenym zpi-
sobem se ziskd 6,71 g BOC—Pro-NH—Cﬁz*CHZ—N(QH3)2, coZ odpovidd 78,5 % teoretického vytdZku;

R, 4) = 0,20, '

Stupen 2
I~leucyl~L~orolin~-(2-dimethyleminoethyl)-smiddihydrochlorid

6,71 g (23,5 mmol) BOC—Pro—NH—CHz-CHZ-N(CH3)2 se zpracovdvé se 30 ml 5N roztoku kyseli-
ny chlorovodikové v ethylesteru Kkyseliny octové po dobu 30 minut & potom se reakini sm¥s od-
pafi. Jako zbytek po odpefeni ziskand olejovitd kapalina se vyjme do 50 ml chloroformu & smi-
s{ se 2,8 ml (20 mmol) triethylaminu. Takto ziskany &iry roztok se smis{ se 6,74 g (17 mmol)
BOC-Leu-OPFP & po jédné hodin& michdni se po kapkdch k tomuto reskinimu roztoku p¥idd daldich
2,8 ml (20 mmol) triethylaminu. Tato smds se nechd stdt pfes noc & p#{¥t{ den se odpef{. Jako
zbytek po odpaPeni ziskand olejovitd kapelina se rozpust{ v 50 ml vody, hodnote oH roztoku se
ppidavkenm pevného uhliditenu sodného upravi na 10 e chréndny dipeptid se z vodné fdze vyextra-'
huje ethylesterem kyseliny octové. Odd&lend ethylesterovd féze se vysus{ opomoci bezvodého si-
ranu vépenatého a odpafi se . Jeko zbytek po odpafenf zfskand olejovitd kapalina se zpracové-
vé po dobu jedné hodiny 5N roztokem kyseliny chlorovodikové v ethylesteru kyseliny octové,
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potom se reskdni sm&s odpaPi a zbytek po odpafeni se rozetie s diethyletherem. Po odfiltro-
vdnl se smorfani e silné hygroskopicky orodukt vysudf ve vakuu za pomoci bezvodého hydroxi-
du sodného. Popsenym zplsobem se zfské 4,5 g H—Leu-Pro—NH-CHZ-CHZ-N(CH3)2. HC1 (12,1 mmol);

R, = 0,05,

Stupen -3
L~pyroglutamyl-I~leucyl-L-prolin-(2-dimethyl-aminoethyl)amid

2,6 g (7 mmol) H—Leu~Pro-NH—CH2-CH2-N(CH3)2. HCl se rozpusti ve 30 ml dimethylformami-
du & tento roztok se smisi s 1,96 ml (14 mmol) triethyleminu. Vyloulend sraZenina se odfil=
truje a filtrdt se po kepkdch & 2za michdni a chlazeni ledem pfidd k roztoku 3,29 g
(7,7 mmol) Z-Glp~OPFP v 10 ml dimethylformemidu. Po ukonleni pi¥idavku se reekini sm¥s neahd
stdt pp dobu 4 hodin a potom se ve vakuu odpaii. Jako zbytek ziskan& olejovitéd kapalina se
rozpusti v 50 ml vody, roztok se okysell koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na pH 3
a protPepe se tiikrdt vidy 20 ml ethylesteru kyseliny octové. Potom se hodnota pH vodného
roztoku nestavi ptidavkem pevného uhli¥itenu sodného na hodnotu 10 & alkelicky roztok se
p8tkrdt extrshuje vZdy 30 ml ethylesteru kyseliny octové. Organické fédze se spoji, vysul{ se
pomoc{ bezvodého siranu sodného a potom se odpaii. T{mto zplsobem ziskany olejovity chré-
nény dipeptid (3,05 g; 5,6 mmol) se rozpusti v 60 ml vody, do tohoto roztoku se piid4 5,6 ml
1N vodného roztoku kyseliny chlorovodfkové a 0,6 g 10% paladiového katalyzdtoru ne aktivnim
uhli e do této reakdni sm¥si se po dobu 30 minut zavédd{ nlynny vodik. Po ukonfeni hydrogenace
se katalyzdtor odfiltruje, filtrdt se odpafi a jako zbytek po odpafeni z{skand olejovitd ke-
palina se rozpusti ve sm&si 50 ml chloroformu a 20 ml 1N vodného rozikku hydrogen uhli&itanu
sodného. Orgénickd & vodnd fdze se odd¥li, chloroformovéd féze se vysusfl pomocf bezvodého si~
renu sodnédho a odpafi. Zbytek po odpafeni se rozet¥e s n~hexsnem & odfiltruje. Popsanym zpd=-
sobem se ziskd amorfni surovy produkt (2,0 g), tento se rozpusti ve vod¥, vodny roztok se vy-
Ze¥{ pomoci aktivniho uhlf e po odfiltrovdni se lyofilizuje. T{imto zpisobem se z{skd 1,72 g
Glp-Leu—Pro-NH—CHz—Cﬁz—N(CH3), cof odpovidd 60 % teoretického vyt¥Zku.

R4 = 0,06
°€]D25 = -71,7° (e = 1, kyselina octovd);

Analyze sminokyselin: Glu 1,02 (1,0), Leu 1,00
(1,0), Pro 1,03 (1,0).

PREDMET VYNALEZU

Zpisob vyroby tripeptidemidd obecného vzorce I

Glp-X-Y-NH-4 (1),

ve kterém znad{

X L-norleucylovou skupinu, L-leucylovou skupinu, L~norvalylovou skupinu, D-leucylovou

skupinu, L-prolylovou skupinu, L-2-aminobutyrylovou skupinu, L-velylovou skupinu, L-threo-

nylovou skupinu, l-isoleucylovou skupinu, IL-2-aminodekanoylovou skupinu, L-cyklohexylala-

nylovou skupinu nebo L-ter.-butylserylovou skupinu 2 )

Y L-prolylovou skupinu, nebo

X L-histydylovou skupinu a

X L-homoprolylovou skupinu nebo D-pipekolylovou skupinu a

A vodikovy atom nebo slkylovou skupinu s 1 a% 10 uhlikovymi etomy

nebo alkylovou skupinu substituovenou dimethylaminovym zbytkem s 1 a% 3 uhlikovymi atomy v
alkylové Zdsti, kdyZ ale X zna¥{ L-leucylovou skupinu, potom md A vyznem

Jiny ne% vodikovy atom, jakdZ i terspeuticky pouZivatelnych komplexd t&chto slouZenin, vy=-
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znedujfci se tim, %e se amid amimokyseliny obecného vzorce

Y-NH-A,
ve kterém maj{ Y & A shora uvedeny vyznam, ecyluje pop¥{padé chréningm L-sminokyselinovym
zbytkem poZedovenym pro substituent X a ziskany dipeptid se acyluje L-pyroglutamovou kyse-

linou, pop¥ipadé Jjejim chréndnym a/nebo ektivovanym derivdtem a pop¥ipadd se ochrennd skupi-
na od3tépi. .

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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