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(64) Zpusob pipravy cyklického disulfidu glycyl-glycyl-glycyl-cysteinyl-
. -tyrosyl-fenylaIanyl-glutaminyl-asparaginyl-cysteinyl - prolyl-lysinu

Pfedm¥tem vyndlezu je novy zpldsob p¥ipra-
vy cyklického disulfidu glycyl-glycyl-gly~
c¢yl-cysteinyl-tyrosyl-fenylalanyl-glutami-
nyl-asparaginyl-cysteinyl-prolyl—lysinu,
kde aminokyseliny jséu L~fady, vzorce I

Gly~Gly-61y-Cys~Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Lys

- /1/,
ktery pozlstdvd v tom, %e z chrdn&ného 1i-
nedrniho undekapeptidu obecného vzorce I1
A-Gly-G1y—G1y-Cys/B/—Tyr-Phe-Gln-Asn—Cys/B/-
~Pro-Lys/C/~D . /11/,
kde A, B, C, D jsou chrénici skupiny, s vy-
hodou je

A~benzyloxykarbonyl,

B-benzylovd skupina,

C~tosylovd skupina a .

- D-p-nitrobenzylov4 skupina,

se od3t¥pi tyto gkupiny sodikem nebo jinymi
alkalickymi kovy v kapalném amoniaku p¥i
bodu varu reak&ni smfsi a vznikl4 disulfhy-
drylovéd ldtka se oxiduje na cyklicky disul-
£id obecného vzorce IX, s vyhodou pomoci
ferrikyanidu sodného ve vodném roztoku pii
neutrdlnim pH. T

Uvedend létka mé protrahované d&inky na
stabilizaci pamdfové stopy. ProdluZuje re-
tenci aktivniho dhybového chovdni u krys
a obnovuje schopnost vypracovdni dhybného
chovéni u hypofysektomovanych krys. /Barth )
.Toy Krejéi I., Jo¥t K., Prugik Z., Slanino-
vd J., Prochdzka Z., Bojanovskd V.: &s.
autorské osvidieni &. 187 829, .

Dosavadni zpdsob ptipravy podle ¥¢s. au-
torského osv&d&eni &. 187 829 byl nevyhodny,
proto¥e v sob& zahrnoval chemickou synthesu
1dtky sloZit&j%¥i, ne% je ldtka vzorce I,
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Vlastnosti litky vzorce I, pfiptavené d4le

-pPopsanym zplscbem, jsou shodnd s vliastnost~

mi té¥e ldtky, p¥ipravené d¥ive podle autor-
ského osvidieni &. 187 829 enzymovym Ft&~
penim. )

V dalfim je vyndlez blije objasné&n v pfi-
kladech provedeni, anii se tim jakkoliv
omezuje.

PY¥iklad 1

-g;ygylfs~benzy1cysteinu

Methylester benzyloxykarbqnylglycyl-g1ycy1f

. K.roztoku benzylokykarbonyiglycyl-glycinu
/13,3 g/ .a methylesteru hydrobromidu glycyl-
~S-benzylcysteinu /18,2 g/ v dimethylforma-
midu /125 ml/ a chloroformu /75 ml/ byl po
ochlazeni na -20 ©C p¥idén N-ethylpiperidin
/7,1 m1/, 1-hydroxybenzotriazol /6,8 g/

a dicyklohéxylkarbodiimid /11,6 g/. Reak&ni
sm&€s byla michdna 1 h pfi ~20 9C a p¥es noc
v lednici. Vylou&ens dicyklohexylmo&ovina
byla odfiltrovédna a filtrit byl odpaten,
Odparek byl roztirdn v tteci misce Postupné .
s 1 _M-HC1, 0,5 N-NaHCO3, odfiltrovén, pro-
myt vodou a po vysufeni krystalovdn z metha~
nolu /125 ml/ a vody. /125 nl/. Bylo ziskéno
21,4 g /81 2/ produktu o bodu tdni 114 a3
116 °C. Vzorek pro analyzu byl rekrystalo-
védn stejnym zpdsobem, bod tdni 116 aZ

17 °C.[$JD25 =20,5° /¢ 0,5, dimethylforma-
mid/. Pro CQSH30N497S /530,6/ vypo&teno:
56,60 Z C, 5,70 7 H, 10,57 .Z N; nalezeno:
56,89 z ¢, 5,92 Z°H, 10,79 % N.



Pf¥iklad 2

Hydrazid benzyloxykarbonylglycyl-glycyl-
-glycyl-S-benzylcysteinu

K roztoku mechyleateru benzyloxykarbo~-
nylglycyl-glyeyl-glycyl~S-benzylcysteinu
/26,5 g/ v dimethylformamidu /100 ml/ byl
prldén 90% hydrazinhydrdt /13 ml/. Po 4
dnech byla reak&n{ sms zfedZna ethanoleém
/250 ml/, ochlazena a vylou&eny produkt
byl odfiltrovdn, promyt ethanolem, vodou
a vysufen. Bylo ziskéno~23,6 g /89 7%/ -pro-
duktu o bodu tdni 220 a¥ 222 ©°C, Produkt
byl suspendovdn v methanolu /200 ml/, re-
fluxovédn 15 min, ochlazen na teplotu mist~
nosti, odfiltrovédn, promyt ethanolem a vo-
dou. Bylo ziskdno 22,6 g /85 7/ produktu
o bodu tdni 222 a% 224 oC. E*JD -18,6°
/¢ 0,5, dimethylformamid/. Pro C24H30N6065
/530,6/ vypo&teno:.54,30 2 C, 5,70 ,

15, 84 Z N; nalezeno. 54 26 2 C 5,70 7 H,
16 03 7 W, .

PEiklad 3

Methylester N-o-nitrobenzensulfenyl-~O-ben=-
zyltyrosyl-fenylalaninu

K roztoku dicyklohexylamoniové soli o-

-nigrobenzensulfenyl-0O~benzyltyrosinu
/24,2 g/ a hydrochloridu methylesteru fe-

nylalaninu /8,6 g/ v chloroformu /200 ml/
“ byl po ochlazeni na ~15 °C p¥idédn dicyklo-
hexylkarbodiimid /9,2 g/. Reak&ni sm¥s byla
michdna 1 h p¥i =10 ©C, 1 h p¥i teplotd
mistnosti a po ochlazeni na O ©C byla od-
filtrovédna dicyklohexylmodovina. Filtrét
byl odpa¥en- do sucha. Odparek byl rozpudtén
v ethylacetdtu a roztok byl prot¥epdn po-
stupné 0,5 H—HZSOA /0 °C/, vodou, vysufen
nad siranem sodnym a2 odpafen. Krystalizaci
ze smEsi etheru a petroletheru bylo ziskdno
22,45 g /96 %/ produktu o bodu tdni 100 a%
102 9C. Po rekrystalizaci z methanolu a pe-
troletheru bylo ziskdno 19,0 g /81 Z/ pro-
duktu o bodu tdni 109 a% 112 oC, Vzorek pro
analyzu byl rekrystalovédn stejnym zpdsobem,
bod téni 114 az 116 °c.[a) 25 481,00 /c
0,5, dimethylformamid/. Pro C32H31N3068
/585,7/ vypodteno: 65,60 % C, 5,43 Z H,
7,19 % N; nalezeno: 65,45 % C, 5,33 7 H,
7,25 Z N,

P¥iklad 4

Methylester benzyloxykarbonylglycyl-glycyl-
-glycyl-S~benzyl-cysteinyl-0- benzyltyrosyl-
-fenylalaninu .

Methylester N-o-nitrobenzensulfenyl-0-
~benzyltyrosyl-fenylalaninu /17,7 g/ byl
rozpuStin v dimethylformamidu /40 ml/

a k roztoku byl pfiddn 2 M-HC1l v etheru

/42 ml/. Po 5 min stdni p¥i teplotd mist-
nosti byla reakdni smés zfedEna etherem
/500 ml/, vyloudeny hydrochlorid byl odfil-
. trovdn, promyt etherem, vysufen v exsikito-
ru a rozpuitén v dimethylformamidu /100 ml/.

Roztok.- hydrazidu benzyloxykarbonylgly-
cyl-glyeyl-glycyl~S-benzylcysteinu /15,9.g/
v dimethylformamidu /300 ml/ a 4,8 M=-HC1
v tetrahydrofuranu /65 ml/ byl ochlazen na
=30 °C. K roztoku byl p¥iddn n-butylnitrit
/5,1 ml/ a po 4 min roztok hydrochloridu
dipeptidu v dimethylformamidu a N-ethylpi-
peridin /50 ml/. Teplota reakni smZsi byla
po celou dobu v rozmezfi -28 a% -32 °C.
Dalfim p¥idavkem N-ethylpiperidinu bylo pH
reakini smdsi upraveno na 8,5 a%¥ 9,0. ReakZ-
ni sm&s byla po 36 hod sténi v lednici od~-
pafena do sucha, odparek byl rozetfen
s 1 M-HCl, produkt byl odfiltrovédn, promyt
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T M-HC1 a vodou a po vysudeni suspendovién
v methanolu /300 ml/, povaten a.ochlazen.
Produkt byl odfiltrovén, promyt’chladnym
methanolem a etherem. Bylo ziskidno 23,1 g

83 %/ produktu o bodu tédni 182 a% 185 oC.

25 -20,7° /e 0,5, dimethylformamid/.

Pro C5oH54N6010S.H20 /949,1/ vypodteno:
63,30 2 C, 5,95 2 H, 8,86 % N; nalezeno:
63,14 2 C, 5,77 2 H, 9,00 % N.

P¥iklad 5
Hydrazid benzyloxykarbonylglycyl-glycyl-
-glycyl-S-benzyl~-cysteinyl-0- henzyltyrolyl-

-fenylalanxnu»

K roztoku vyse popsaného esteru /23,0 g/

v dimethylformamidu /65 ml/ byl p¥idédn

907 hydrazinhydrdt /6,6 ml/. Po 2 dnech
byla reakdni smés zfedéna vodou /250 ml/,
ochlazena a vyloufeny produkt byl odfiltro-
vdn, promyt vodou.a po vysuSeni suspendo-
vén v methamolu /230 ml/, povafen, ochlazen
na teplotu mistnosti a odfiltrovédn., Bylo
ziskdno 21,8 g /942/ produktu o bodu tdni
214 a¥ 218 ©°c, [ J 3- 95,09 /¢ 0,5, dime~
thylformamid/. Pro c 9H54N8095 /931.1/
vypodteno: 63,20 % C,A5 85 7 H, 12,04 % N3
nalezeno: 62,98 ZC, 5,80 % H, 12, 28 Z N.

P¥iklad 6

p—NitroBenzylester-N-benzylokykarbonyl-N-
~tosyllysinu

N-Benzyloxykarbonyl-N-tosyllysin
/26,1 g/, p-nitrobenzylbromid /19,5 g/,

" ethylacetdt /150 ml/ a triethylamin

/12,6 ml/ byly refluxovény 8 h. Poté byla
reakni sm&s ochlazena na teplotu mistnogti,
hydrobromid triethylaminu byl odfiltrovién

" a filtrdt postupné prot¥epdn 1 M-HCl, vo-

dou, 0,5 N=- NaHC03, vodou, vysulen siranem
sodnym a odpafen, Odparek byl krystalovén
ze sm&si ethylacetdt - petrglether. Byle
ziskdno 23,6 g /69%/ produktu o bodu téni
91 a% 104 °C. Po rekrystalizaci z methano-
lu bylo ziskdno 20,5 g /60 produktu

o bodu téni 108 a¥ 109 °C. fﬁ,n 25 -g,30

/c 0,5, dimethylformamid/. Pro C H31N3055
/569,6/ vypodteno: 59,03 Z C, 5, 23

7,38 Z N3 nalezeno: 59,58 ZC,
7,73 % N,

J4h T n.

P¥iklad 7

Hydrobromid p-nitrobenzylesteru N-tosylly-

sinu

K chréndnému dipeptid-esteru /19,4 g/
byl p¥idédn roztok HBr v kyselin& octové
/35%; 20 ml/., Po krétkém zah¥dti na 50 °C
byla reak&ni sm&s ponechéna 15 min p¥i tep-

‘loté mistnosti, zFed&na etharem a vyloule-

ny krystalicky hydrobromid byl odfiltrovén,
vysufen v exsikdtoru a krystalovdn z metha-
nolu a etheru. Bylo zfskéno 15,5 g /89%/
produktu o bodu téni 153 ai 156 °C., Pro
CooH26N3BrOgS /516,4/ vypo&teno: 46,52 % C,
5,07 Z H, 8,14 % N; nalezeno: 46,78 % C,
5,00 Z H, 8,19 Z N.

P¥iklad 8

p-Nitrobenzylester benzyloxykatbonylglutami—'
nyl-asparaginyl- S-benzylcystexnyl-prolyl-
-N-tosyllysinu

K roztoku hydrobromidu p-nitrobenzyles-
teru Né-tosyllysinu /2,6 g/ v dimethylfor-
mamidu /15 ml/ se pFid4 N-ethylpiperidin
/0,8 ml/, 1-hydroxybenzotriazol /0,7 g/

a benzyloxykarbonylprolin /1,3 g/. Roztok
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se ochladi na ~15 0C a p¥id4 se dicyklo-
hexylkarbodiimid /1,15 g/, Reak&ni smés
se michd 1 h pfi ~10 °C a p¥es noc v led-
nici, Vyloudend dicyklohexylmodovina se
odfiltruje.a filtrdt se odpafi. Odparek se
rozpusti v ethylacetdtu a prot¥epe se po-
stupné s 1 M-HCl, nasycenym roztokem
Na)50,, vysuSi se nad NapS04 a odpa¥i.
K odparku dipeptidu se p¥idd 35% roztok
HBr v kyseliné octové /8 ml/ a po 15 min
se roztok zFedi etherem, vylouleny olej
hydrobromidu se pfesrd%i z methanolu ethe-
rem a rozpusti v dimethylformamidu /15 ml/.
Roztok hydrazidu benzyloxykarbonylglu-
taminyl-asparaginyl-S-benzylcysteinu /Zao-
ral M.: Collection Czechoslov. Chem. Com-
mun. 30, 1853 /1965// /1,5 g/ v dimethyl-
formamidu /25 ml/ a 7,8 M-HCl v tetrahydro-
furanu /3,3 ml/ se ochladi na -30 °C,.
K roztoku se p¥id4d n-butylnitrit /0,45 ml/
a po 4 min roztok hydrobromidu dipeptides~— -
teru v dimethylformamidu a N-ethylpiperi-
din /na pH 8 a%¥ 9; vlhky pH papirek/. Tep-
lota reakeénil smési je po celou dobu udrZo-
véna v rozmezi -28 a%f -32 °C. Reaklni smés
se po 72 hod stdni v lednici odpa¥i, k od~-
parku se pfidd 1 M~HCl, vylou&eny produkt
se odfiltruje, promyje t M-HCl, 0,5 N-
-NaHCO43, vodou a po vysudeni se pFekrysta-
luje 2z methanolu a etheru. Bylo ziskéno .
1,8 g /65%/ groduk:u o bodu tdni 175 a%
180 °c.[d)p2> -37,6° /c 0,19, dimethylfor-
mamid/, Pro CgoH 3Ng0148, /1102/ vypoiteno:
56,70 % C, 5,?% 2 H, 11,45 7 N; nalezeno:
56,54 %2 C, 5,902 H, 11,29 2 N, .

Pftiklad 9

p-Nitrobenzylester benzyloxykarbonylglycyl-
-glycyl-glycyl~S-benzyleysteinyl-O-benzyl-
tyrosyl-fenylalanyl-glutaminyl-asparaginyl-
—S-benzylcysteinyl-ptolyl—NE-tosyllysinu

K roztoku chrdn&ného pentapeptid-esteru
/1,45 g/ v kyselin& octové /4 ml/ se p¥id4d

35% HBr v kyselin& octové /4 ml/. Po 15 min

se roztok zFedi etherem a vylou¥eny hydro-
bromid se odfiltruje, promyje etherem, vy-
sudi v exsikdtoru a rozpusti v dimethyl-
formamidu /10 ml/.

Roztok chrdné&ného hexapeptid-hydrazidu
/1,22 g/ v dimethylformamidu /10 ml/

PREDMET

" Zplisob pF¥ipravy cyklického disulfidu
glycyl-glycyl-glycyl-cysteinyl~tyrosyl-fe-
nylalanyl-glutaminyl-asparaginyl-cysteinyl-
~prolyl-lysinu, kde v3echny aminokyseliny
jsou L-¥ady, vzorce I,

Gly-Gly-G1y~C;s—Tyr-Phe-Gln-Aen—E}s-Pro-Lys
/1/,
vyznalujici se tim, %Ze z chrdndného line-
drniho undekapeptidu obecného vzorce II
A-Gly-Gly-Gly-Cys/B/-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys~-
/B/-Pro~Lys/C/-D /11/,
. kde A, B, C, D jsou chrédnici skupiny, s vy-
hodou je .
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a 8,0 M-HC1 v tetrahydrofuranu /0,9 ml/ se
ochladi na -30 ©°C. K roztoku se pfidd n-
-~butylnitrit /0,25 ml/ a po 4 min roztok
hydrobromidu pentapeptidesteru v dimethyl-
formamidu a N-ethylpiperidin /pH & a¥ 9 na .
navlh&eny pH papirek/. Reakini smés se po
24 hod stdni v lednici odpa¥i, k odparku

se pfidd 1 M-HCl, vyloudeny produkt se od-
filtruje, promyje 1 M-HCl, 0,5 N-NaHCO3,
vodou a trochou studeného ethanolu. VytéZek
1,95 g /80%/ produktu o bodu tdni 190 a3 .
195 9c.(adp25 -34,60 /c 1,0, dimethyIfor-
mamid/. Pro CgaHygyNy 509283.1,5H,0 /t9t0/
vypolteno: 58,28 % c, 5,81 2 H, 11,00 % N;
nalezeno: 58,46 % C, 5,90 %7 H, 11,07 ‘% N.

P¥iklad 10

Cyklicky disulfid glycyl-glycyl-glycid-
—cysteinyl—tyrosyl—fenylalanyl—glutaminyl-
-asparaginyl-cysteinyl-prolyl-lysinu

Chrédnény undekapeptid /0.94 g/ bvl re-
dukovdn sodikem v kapalném amoniaku
/100 ml/. Po skon&eni redukce byl modry
roztok odbarven chloridem amonnym a amoniak

odpafen. Produkt byl xozpu3tdn v 0,1 M-HCL Al

/asi 50 ml/, tak aby pH roztoku bylo 3,0

a roztok byl protfepdn ethylacetitem a ethe-
rem. Vodny roztok byl z¥edén na 900 ml,

PH bylo upraveno 0,1 M~NaOH na 7,0 a k roz-
toku byl p¥idén b&hem 20 min roztok ferri-
kyanidu sodného /0,33 g ve 100 ml vody;

pH bylo udrZovédno na 7,0 0,1 M-NaOH/. Poté
bylo pH roztoku upraveno kyselinou octovou
na hodnotu 4,5. Roztok byl filtrovdn pres
kolonu karboxyldtového katexu /50 ml/, ko-
lona byla promyta 0,1% kyselinou octovou

a produkt byl vyt&snén 507 kyselinou octo-
vou. Po lyofilisaci byl produkt &iZt%a bez-
nosifovou elektroforesou a gelovou filtra-
ci. Bylo .ziskdno 209 mg /36%/ produktu,
[p25"-76,8° /c 0,2, 1 M-kyselina octovd/.
Produkt byl elektroforeticky i chromatogra-
ficky €isty. Aminokyselinovd analfza /po

20 hod hydrolyze 6M-HC1 p¥i 105 ©C/: Asp
1,01, Glu 1,01, Pro 1,04, Gly 3,02, Cys
1,90, Tyr 0,96, Phe- 1,02, Lys 1,00. Pro
C50H70N1401552.2CH3C09H.4H90 /1363/ vypo-
&teno: 47,56 %2 C, 6,36 % H, 14,37 % N; na-
lezeno: 47,64 7 C, 6,27 %2 H, 13,62 % N,

VYNALEZ U’

A - benzyloxykarbonyl,

B - benzylovd skupina,

C - tosylovd skupina a

D-p-nitrobenzylovd skupina,

se od3t&pi tyto skupiny sodikem nebo jinymi
alkalickymi kovy v kapalném amoniaku p¥i
bodu varu reak®ni sm&si a vznikl4 disulfhy-
drylovd ldtka se oxiduje na cyklicky disul-
fid obecného vzorce II, s vfhodou pomeci
ferrikyanidu sodného ve vodném roztoku

pti neutrdlnim pH.

Severografia. n. p.. zévod 7. Most
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