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Oblast’ techniky

Vynilez sa tyka nového spdsobu pripravy cyklického
penta-peptidu cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal).

Doterajsi stav techniky

Cyklické pentapeptidy napriklad tieZ cyklo(Arg-Gly-
-Asp-DPhe-NMeVal) a ich fyziologicky prijateln¢ soli su
opisané v patentovom spise Cislo EP 0 770 622. Tento
vynilez je vyberovym vyndlezom s ohladom na EP
0770 622.

Vieobecne sa cyklické peptidy ziskavaji cyklizaciou
linearnej prekurzorovej molekuly za obvyklych podmienok
syntézy peptidov. Aby mohla byt zaruéend selektivna
vizba dvoch aminokyselin alebo dvoch segmentov sklada-
jlcich sa z niekolkych aminokysclin, alebo alternativne
cyklizcia linearneho peptidu, je potrebné blokovat’ vhod-
nymi chréniacimi skupinami zodpovedajiice funkéné Casti
aminokyselin, ktoré sa nemaji na reakcii podiel'at’. Boli
preto vyvinuté rozne typy chréniacich skupin pre amino-
skupiny, pre skupiny karboxylové, hydroxylové, tiolové a-
lebo karboxamidoskupiny a tieZ pre guanidinové skupiny
alebo pre imidazolovy dusik, ktoré v svojich kombindciach
umoZiuji velkii moZnost obmien s ohl'adom na optimali-
zéciu uvedenych reakcii. Syntéza linearnych prekurzoro-
vych molekil, linedrych peptidov sa mdZe navySe vyko-
néavat’ dvoma sposobmi, jednak syntézou peptidu v pevnej
faze, jednak v roztoku. V tomto pripade sii moZné postupné
kopulacie aminokyselin alebo fragmentové kondenzécie
segmentov aminokyselin. Prislusné kopulacné stupne sa
mdZu opit’ vykonavat' pri pomoci réznych kondenzaénych
&nidiel, ako st karbodiimidy, karbodiimidazol, zliceniny
urdniového typu, ako TBTU, alebo spdsobmi pouZivajici-
mi zmesové anhydridy alebo aktivne estery.

Vynilez je zaloZeny na vyvinuti nového zlepseného
sposobu pripravy cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal) v
porovnani s dosial’ znamymi spsobmi.

S prekvapenim sa zistilo, Ze pri syntéze cyklopeptidu
cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal)cykliziciou  linearnej
prekurzorovej molekuly, kombinacie chraniacich skupin
2,2,4.6,7-pentametyldihydrobenzofuran-5-sulfonylovej
(Pbf) prc guanidinoskupinu vo vedlaj$om ret'azci argininu
a benzylovej (Bzl) pre karboxylovi skupinu vo vedl'ajSom
ret'azci asparagovej kyseliny vedie k optimalizacii vyrazku.

Podstata vynilezu

Podstatou vynalezu je spdsob pripravy cyklického
pentapeptidu

cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal)

cyklizaciou linearneho pentapeptidu voleného zo siboru
zahfiajuceho
H-Arg(Pbf)-Gly-ASp(OBzl)-DPhe-NMeVal-OH,
H-Gly-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-OH,
H-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-OH,
H-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBz)-OH- alebo
H-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBzl)-DPhe-OH,
naslednym odstranenim chraniacej skupiny a pripadne dal-
$ou konverziou na fyziologicky prijatelnej soli.

Vynalez sa dalej tyka spdsobu pripravy cyklického
pentapeptidu

cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal),

ktory spo¢iva v tom, Ze linearny pentapeptid H-Asp(OBs))-
-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-OH sa cyklizuje.

Reakéné podmienky tejto cyklizécie linedrnych penta-
peptidov volenych so siboru zahriiajiccho
H-Arg(Pbf)-Gly-ASp(OBzl)-DPhe-NMeVal-OH,
H-Gly-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-OH,
H-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-CH,
H-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBz)-OH alebo
H-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBsl)-DPhe-OH,

s ohPadom na vol’bu dehydrataéného ¢inidla, inertného roz-
pustadla a reakénej teploty a d'al$iu premenu na ich fyzio-
logicky prijatelné soli su opisané v EP 0770 622.

Benzylova chréniaca skupina na vedlaj$om ret’azci as-
paragovej kyseliny moZe byt odstranend za obvyklych
podmienok (napriklad T. W. Greene, P. G. M. Wauts, Pro-
tective Groups in Organic Chemistry, 2. vydanie, vydavatel
Wiley, New York 1991; alebo P. J. Kocienski, Protecting
Groups 1. vydanie, nakladatel George Thieme Verlag,
Stuttgart-New York, 1994; H. Kunz, H. Waldmann, Com-
prehensive Organic Synthesis, zv. 6, (vydavatel B. M.
Trost, I. Fleming, E. Winterfeldt), Pergamon, Oxford str.
631 aZ 701, 1991)) napriklad spracovanim vodikom v pri-
tomnosti katalyzitora (napriklad vzacneho kovu, ako je
paladium na uhli). Vhodnymi rozpist'adlami si napriklad
etanol alebo metanol alebo amidy ako dimetylformamid a-
lebo zmesi s d’al$imi inertnymi rozpustadlami, ako si na-
priklad zmesi s vodou. Hydrolyza sa vykonava spravidla
pri teplotach priblizne 0 aZ 100 °C a tlakoch priblizne 0,1
aZ 20 MPa, vyhodne 20 a2 30 °C a 0,1 aZ 1 MPa.

Chréniaca skupina Pbf, ktort zaviedol do chémie pepti-
dov L. A. Carpino a kol. (Tet. Let. 34, str. 7829 - 7832,
1993), sa odstratiuje napriklad 95 % trifluéroctovou kyseli-
nou (TFA). Chraniaca skupina Pbf mi v tomto pripade
vii&&iu labilitu s ohladom na TFA ako $trukturélne podobné
chréniace skupiny 4-metoxy-2,3,6-trimetylfenylsulfony-
lovd (Mtr) a 2,2,5,7,8-pentametyichromén-6-sulfony-lova
(Pmc), ktoré st tieZ moznymi chraniacimi skupinami ved-
lajéieho ret'azca pri priprave cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe--
NMeVal).

Trifluéroctova kyselina sa vyhodne pouZiva v nadbytku
bez prisady dalSieho rozpustadla. Trifluéroctova kyselina
sa mdZe tieZ pouzit’ ako zmes s inertnym rozpistadlom, a-
ko je napriklad kombinicia TFA/dichlérmetin v pomere
6 : 4. TFA sa moZe okrem toho tieZ pouZit’ s prisadou 1 aZ
10 %, vyhodne 2 % vody. Reak&na teplota pre odStiepenie
je vyhodne priblizne 0 az 50 °C a reakcia sa vyhodne vy-
konava pri teplote 15 a7 30 °C (pri teplote miestnosti).

Uvedené skratky aminokyselin maji nasledujici vyz-
nam:

Asp asparagova kyselina
Arg arginin

Gly glycin

Phe fenylalanin

Val valin

Okrem toho sa este uvadzaji skratky, ktoré maji nasledu-
juci vyznam:

BOC terc-butoxykarbonyl

Bzl benzyl

CHA cyklohexylamin

D charakterizdcia D-aminokyseliny
DCCI dicyklohexylkarbodiimid
DMAP dimetylaminopyridin

DMF dimetylformamid

EDCI N-etyl-N,N'-(3-dimetylamino-

propyl)karbodiimid,
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hydrochlorid

Et etyl

Fmoc 9-fluérenylmetoxykarbonyl

HOBt 1-hydroxybensotriazol

Me metyl

MTBE metylterc-butyléter

Mtr 4-metoxy-2,3,6-trimetylfenyl-
sulfonyl

NMe N-metylovana a-aminoskupina

NMP N-metylpyrolidén

OtBu terc-butylester

OMe metylester

OEt etylester

Pbf 2,2,4,6,7-pentametyldihydro-
benzofuran-5-suifonyl

Pmc 2,2,5,7,8-pentametylchroman-6-
-sulfonyl

POA fenoxyacetyl

Pr propyl

Su sukcinimid

TBTU 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-
1,1,3,3-tetrametyluréniumtetra-
fludrborat

TFA trifludroctova kyselina

Z benzyloxykarbonyl

TieZ sa s prekvapenim zistilo, Ze $pecificka vol'ba chra-
niacich skupin vedl'aj$ich ret'azcov Pbf na Arg a Bzl na
Asp i pri syntéze linedmych peptidov, ktoré, ako bolo skér
uvedené, si medziproduktmi v syntéze cyklo(Arg-Gly-
-Asp-DPhe-NMeVal), vedie k zlepienym vyt'azkom v pri-
sluSnych stupfioch syntézy. Vysledkom je, Zc vytaZok
cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal) je vieobecne zvyseny
a z toho plyne zniZenie nakladov na syntézy.

Zlepdenie vytaZku sa dosahuje v tomto pripade tak pri
syntéze peptidu v pevnej faze ako v roztoku linedrnych
peptidov
H-Arg(Pbf)-Gly-ASp(OBsl)-DPhe-NMeVal-OH,
H-Gly-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-OH,
H-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-OH,
H-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBz)-OH alebo
H-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-Asp(Obzl)-DPhe-OH,
najméi H-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-ArgCPbf)-Gly-OH.

Chranené aminokyseliny alebo fragmenty aminokyse-
lin, pouZivané v obidvoch spdsoboch syntézy, sa pripravuji
zvycajne spdsobmi syntézy aminokyselin a peptidov opisa-
nymi v Standardnych publikaciach (Principles of Peptide
Synthesis, vydavatel M. Bodansky, Springer Verlag Berlin
1984, Houben Weyl, Methoden der organischen Chemie
[Methods of Organic Chemistryl, zv. 15/11, str. 1 aZ 806
1974, Georg Thieme Verlag, Stuttgart; Calbiochem/Nova-
biochem Catalogue and Synthesis Handbook 1999; Synthe-
sis Notes or Peptide Synthesis Protocols, vydavatel M. W.
Pennington a B. M. Dunn, Methods in Molecular Biology,
zv. 35, Humana Press Totowa N. J. 1994), a to za reak¢-
nych podmienok, ktoré si pre menované reakcie zname a
vhodné. Pritom sa mdZu tieZ pouZivat’ zname, tu bliZ$ie ne-
opisované varianty.

Zakladné principy syntézy peptidov v pevnej faze vy-
pracovali B. F Gysin a R. B. Merrifield (J. Am. Chem. Soc.
94, od str. 3102, 1972). Opisana syntéza linearnych pepti-
dov v pevnej féze, ich izolicia a Eistenie sa vykondva spb-
sobom, ktory opisal A. Jonczyk a J. Meienhofer (Pepides,
8" Am. Pept. Symp., vydavatel' V. Hruby a G. H. Rich,
Pierce Comp. III, str. 73 aZ 77, 1983) alebo obdobne spd-
sobmi opisanymi v Angew. Chem. 104, str. 375 aZ 391,
1992.

Osobitne vyhodne sa linearne peptidy syntetizuju, ako
Je opisané, konvergentne fragmentovou kondenzaciou.

Vynélez sa preto d'alej tyka spdsobu pripravy cyklické-
ho pentapeptidu cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal), ktory
spotiva v tom, Ze syntéza linearneho peptidu H-Asp(OBzl)-
-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-OH sa vykondva konver-
gentne fragmentovou kondenziciou tripeptidu R'-Asp-
(OBsl)-DPhe-NMeVal-OH, kde znamena R’ skupinu chré-
niacu aminoskupinu s dipeptidom H-Arg(Pbf)-Gly-R®, kde
znamené R skupinu chraniacu karboxylovi skupinu a
chréniace skupiny R' a R? sa potom odstrania.

Symbal R' znamen4 skupinu chraniacu aminoskupinu.
Vyraz ,skupina chréniaca aminoskupinu® je vieobecne
znamy a ide o skupiny, ktoré si vhodné na ochranu (bloko-
vanie) aminoskupiny pred chemickymi reakciami, ktoré si
v§ak Fahko odstrénitelné, ked’ je Ziaduca reakcia na inom
mieste molekuly vykonand. Typické pre také skupiny su
najmé nesubstituované alebo substituované skupiny acylo-
vé, arylové, aralkoxymetylové alebo aralkylové. PretoZe sa
skupiny, chraniace aminoskupinu, po Ziaducej reakcii (ale-
bo po slede reakcii) odstrafiuju, nema ich druh a velkost
rozhodujici vyznam. Vyhodné si viak skupiny s 1 a? 20
atomami uhlika. Vyraz ,,acylova skupina“ sa tu vzdy rozu-
mie v najSirSom zmysle slova. Zahffia acylové skupiny od-
vodené od alifatickych, aralifatickych, aromatickych alebo
heterocyklickych karboxylovych alebo sulfénovych kyse-
lin, ako najmé skupiny alkoxykarbonylové, alkenyloxykar-
bonylové, aryloxykarbonylové a predovietkym aralkoxy-
karbonylové. Ako priklady takych acylovych skupin sa u-
vadzaji skupiny formylova alebo alkanoylové skupiny ako
skupina acetylova, propionylova, butyrylova skupina; aral-
kanoylové ako fenylacetylova skupina; aroylové ako ben-
zoylova alebo toluylova skupina; aryloxyalkanoylové ako
fenoxyacetylova skupina; alkoxykarbonylové, ako skupina
metoxykarbonylova, etoxykarbonylovd, 2,2,2-trichléreto-
xykarbonylovd, terc-butoxykarbonylovd (BOC), 2-jédeto-
xykarbonylovd; alkenyloxykarbonylové ako aryloxykarbo-
nylova (Aloc); aralkyl-oxykarbonylové ako skupina ben-
zyloxykarbonylova (CBZ, synonymum Z), 4-metoxybenzy-
loxykarbonylovd (MOZ), 4-nitrobenzyl-oxykarbonylova
alebo 9-fluérenylmetoxykarbonylova (FMOC), 2-(fenylsul-
fonyl)etoxykarbonylova; trimetylsilyletoxykarbonylova
skupina (Teoc); a arylsulfonylova skupina ako skupina 4-
-metopxy-2,3,6-trimetylfenylsulfonylova skupina (Mtr). A-
ko skupina chriniaca aminoskupinu je d'alej znama tritylo-
vé skupina (Trt). Vyhodnymi skupinami, chraniacimi ami-
noskupinu, st skupiny BOC a Fmoc a Aloc, d’alej Z, ben-
zylové a acetylova skupina. Osobitne vyhodna je skupina
Boc.

Symbol R* znamend skupinu chraniacu karboxylovi
skupinu. Vyraz ,skupina chraniaca karboxylovi skupinu*
Jje vieobecne znamy a ide o skupiny, ktoré si vhodné na
ochranu hydroxylovej skupiny karboxylovej kyseliny pred
chemickymi reakciami. Typickymi skupinami tohto typu si
uvedené nesubstituované alebo substituované skupiny ary-
lové, aralkylové, aroylové alebo acylové, dalej tiez skupiny
alkylové, arylové a aralkylsilylové. PretoZe sa skupiny,
chraniace karboxylova skupinu, po Ziaducej reakcii (alebo
po slede reakcii) odstrafiuji, nemé ich druh a velkost’ roz-
hodujuci vyznam. Vyhodné st vSak skupiny s 1 aZ 20 a
najmi s 1 aZ 10 atdmami uhlika. PretoZe priklady skupin,
chraniacich hydroxylovi skupinu, sa uvadzaji skupiny a-
ralkylové ako benzylova, 4-metoxybenzylova alebo 2,4-di-
metoxybenzylova skupina; aroylové ako benzoylova alebo
p-nitrobenzoylova skupina acylové ako acetylova alebo pi-
valoylovéa skupina; p-toluénsulfonylova skupina; alkylové
ako metylova alebo terc-butylové skupina; ale tieZ alylova
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skupina; alkylsilylové ako trimetylsilylova (TMS), triizop-
ropylsilylova (TIPS), terc-butyldimetylsilylova (TBS),
trietylsilylova alebo trimetylsilyletylova skupina; alebo a-
ralkylsilylové ako terc-butyldifenylsilylova (TBDPS) sku-
pina. Vyhodnymi skupinami, chraniacimi karboxylova
skupinu, st skupina metylova, benzylova, acetylova, terc-
butylova alebo TBS. Osobitne vyhodna je skupina metylo-
vé a terc-butylova skupina.

Vieobecne vyhodnymi chréniacimi skupinami pre kar-
boxylovii skupinu asparagovej kyseliny ako vedl'ajicho re-
tazca st lineime alebo rozvetvené alkylové skupiny, ako
skupina metylova, etylova alebo terc-butylové, alebo aral-
alkylové skupiny, ako skupina benzylov. Pri spdsobe pod-
T'a vynilezu je vyhodna skupina benzylova.

Vieobecne vyhodnymi chraniacimi skupinami pre gua-
nidino-skupinu argininového vedlaj$ieho retazca si napri-
klad skupina Z, Boc, Mtr alebo Pme. Pri spdsobe podl'a vy-
nalezu je vyhodna skupina Pbf.

Uvoltiovanie chraniacej skupiny pouzitej v ktoromkol™-
vek pripade je zname z literatary (napriklad T. W. Greene,
P. G. M. Wauts, Protective Groups in Organic Chemistry,
druhé vydanie, Wiley, New York, 1991; alebo P. J. Kocien-
ski, Protective Groups, 1. vyd. Georg Thieme Verlag,
Stuttgart - New York, 1994). Pritom sa moZu tieZ pouZivat
zname, tu bliZsie neopisované varianty.

Vynilez sa tyka opisaného spdsobu, ktory spociva v
tom, Ze tripeptid R'-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-OH, kde
znamend R' skupinu chréniacu aminoskupinu, sa pripravi
linedrnou syntézou reakciou Z-DPhe-OH s H-NMeVal-
-OMe na H-DPhe-NMeVal-OMe a potom jeho reakciou s
aktivovanym derivatom R'-Asp(OBzl)-OH a Etiepenim
metylesteru.

Vyhodnym derivatom R'-Asp(OBzl)-OH je sukcinimid
R'-Asp-(OBsl)-OSu. Dalgie aktivne estery, ktoré je mozné
pouZif’, st zndme zo vieobecnej literatiry o peptidoch.

Vynalez sa dalej tyka opisaného spbsobu, pri ktorom
dipeptid H-Arg(Pbf)-Gly-R®, kde znamena R* skupinu
chraniacu karboxylovli skupinu, sa pripravi linedmou syn-
tézou reakciou Z-Arg(Pbf)-OH a chraniaca skupina Z sa
odstrani.

Podobne sa vynalez tyka linearnych pentapeptidov,
volenych so sitboru zahffiajaceho
H-Arg(Pbf)-Gly-ASp(OBzl)-DPhe-NMeVal-OH,
H-Gly-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-OH,
H-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-OH,
H-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBz)-OH alebo
H-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBzl)-DPhe-OH,
ako medziproduktov na syntézu cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-
-NMeVal).

Vynilez sa tyka spdsobu pripravy cyklického penta-
peptidu cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal),

a) reakciou dipeptidu H-Arg(Pbf)-Gly-R?, pripraveného li-
nearnou syntézou Z-Arg(Pbf)-OH s H-Gly-R* a naslednym
odstranenim chraniaccj skupiny Z,

b) s tripeptidom R'-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-OH, pripra-
venym lincarnou syntézou Z-DPhe-OH s H-NMeVal-OMe
a odstranenim chraniacej skupiny Z za ziskania H-DPhe-
-NMeVal-OMe a néaslednou kopulciou tohto peptidu na
aktivny ester R'-Asp(OBzl)-OH a néslednym Stiepenim
metylesteru, konvergentne za ziskania lineameho penta-
peptidu R‘-Asp(Ole)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)—Gly—Rz,

¢) odstranenim chraniacich skupin R'aR?

d) cyklizéciou uvolneného pentapeptidu H-Asp(OBzl)-
-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-OH, za ziskania cyklo-
-(Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal),

¢) odstranenim benzylovej chraniacej skupiny,

f) odstranenim chraniacej skupiny Pbf trifludroctovou ky-
selinou a pripadne premenou trifludracctatu cyklo(Arg-
-Gly-Asp-DPhe-NMeVal), pripraveného v stupfioch a) aZ i)
na dal$ie fyziologicky prijatelné soli.

Dalsimi fyziologicky prijatelrnymi solami sii napriklad
soli anorganickych kyselin, ako je kyselina sirova, siri€ita,
ditiénova, dusi¢na, hydrohalogenidové kyseliny, ako kyse-
lina chlorovodikova alebo bromovodikova, fosfore¢né ky-
seliny, ako je kyselina ortofosfosforecna, sulrémova kyseli-
na, dalej organickych kyselin, ako su predov3etkym alifa-
tické, alicyklické, aralifatické, aromatické alebo heterocyk-
lické jednosytne alebo niekolkosytne karboxylove, sulfé-
nové alebo sirové kyseliny, napriklad kyselina mravcia,
octova, propidnova, hexanova, oktanova, dekanové, hexa-
dekanova, oktadekanova, pivalova, dietyloctova, malénova,
jantarova, pimelova, fumarovd, maleinova, mlieéna, vinna,
jabléna, citrénova, glukdnova, askorbovd, nikotinova, izo-
nikotinova, meténsulfénova alebo eténsulfénova, benzén-
sulfénova, terimetoxybenzoova, adamantankarboxylova, p-
-toluénsulfénova, glykolovd, embénova, chlérfenoxyocto-
vé4, asparagové, glutimova, prolin, glyoxylova, palmitova,
parachlérfenoxyizomaslova, cyklohexénkarboxylova, glu-
kézo-1-fosfat, naftalénmonosulfénova a disulfénova a lau-
rylsirové kyselina.

Osobitne vyhodnymi fyziologicky prijatefnymi sol'ami
st hydrochlorid alebo interné soli cyklo(Arg-Gly-Asp-
-DPhe-NMeVal).

Ked znamena R' Boc a R? terc-butylovii skupinu, md-
Zu byt tieto terc-butylu podobné koncové chraniace skupi-
ny &tiepené mravéou kyselinou, bez napadnutia chraniacich
skupin Pbf a Bzl vedlaj$ieho retazca.

Dalgie priklady opisuju 3pecifické uskutocnenia jed-
notlivych syntéznych stupfiov. VSetky teploty sit v °C.

Priklady uskuto&nenia vynilezu
Priklad 1

Syntéza Boc-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-OH

1. Do roztoku 26,5 g Z-NMeVal-OH v 200 ml meta-
nolu sa prikvapka 25,3 ml trimetylchlérsilanu a zmes sa
mie$a cez noc. Reakénd zmes sa zbavi rozpustadla a zvy-
3ok sa vyberie do metyl-terc-butyléteru (MTBE) a premyje
sa 5 % roztokom uhli¢itanu sodného a vodou. Po odstraneni
rozptidtadla sa zvySok vyberie do metanolu a 1N kyseliny
chlorovodikovej, zmiesa sa s vodou navlhéenym 10 % pa-
ladiom na uhli a hydrogenuje sa v miernom prude vodika.
Po ukonéeni reakcie sa katalyzator odfiltruje, filtrat sa zba-
vi rozptitadla a zvySok sa prekryStalizuje z etylacetatu.
Ziska sa hydrochlorid H-NMeVal-OMe v 75 % vytazku.

Roztok 16,1 g Z-DPhe-OH, 10 g hydrochloridu H-
-NMeVal-OMe a 10,1 ml diizopropyletylaminu v 100 ml
dichlérmetinu sa chladi na teplotu 0 az 5 °C a pridd sa
11,35 g EDCI. Zmes sa napred miesa jednu hodinu pri
teplote 0 aZ S °C, potom cez noc pri teplote miestnosti.
Rozpustadlo sa odstrini a zvySok sa vyberie do MTBE a
premyje sa uhli¢itanom sodnym (5 % roztok), IN kyselinou
chlorovodikovou a vodou a ususi sa. Po odstraneni rozpis-
tadla sa ziska Z-DPhe-NMeVal-OMe v 84,5 % vytazku.

Rozpusti sa 12 g Z-DPhe-NMeVal-OMe v 80 ml THF a
20 ml vody, zmie$a sa s 10 mg tymolftaleinu a prikvapka sa
10M roztok hydroxidu sodného aZ do modrého zafarbenia
indikatora. Po odfarbeni indikatora sa zmes opakovane
spracuje prikvapkanim 10 M roztoku hydroxidu sodného.
Pokial sa uZ odfarbovanie indikatora nepozoruje, nastavi sa
roztok na hodnotu pH 2 10 % roztokom hydrogensiranu
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draselného, metanol sa odstrani a produkt sa extrahuje
MTBE. Po vysuSeni siranom sodnym sa sol' CHA z filtratu
vyzréZa pridanim 2,9 ml CHA. Ziska sa Z-DPhe-NMeVal-
-OH x CHA v 90 % vytazku.

4. Mie3a sa 16,4 g Z-DPhe-NMeVal-OH x CHA (cyk-
lohexylaméniovej soli) v 250 ml MTBE a 100 ml kyseliny
fosforecnej (10 %) aZ do uplného rozpustenia. Po odstrane-
ni vodnej fazy sa organicka faza premyje vodou a nasyte-
nym roztokom chloridu sodného a vysusi sa. Rozpastadlo
sa odstrani a zvySok sa vyberie do 15,2 ml 2N roztoku hyd-
roxidu sodného a 150 ml THF a po pridani vi&iny kataly-
zétora (1 g 10 % paladia na uhli) sa hydrogenuje v mier-
nom pride vodika. Katalyzator sa odfiltruje a iry roztok sa
spracuje 12,1 g Boc-Asp(OBsl)-OSu a 4,5 ml trietylaminu
a mieSa sa cez noc pri teplote miestnosti. Po odstraneni
rozpustadla sa zvySok vyberie do MTBE a premyje sa ky-
selinou fosfore¢nou (10 %), vodou a nasytenym roztokom
chloridu sodného. Organicka faza sa spracuje 3,3 ml CHA.
Vysledna sol' Boc-Asp(OBzl)-DPhe-NMe-Val-OH x CHA
sa odfiltruje a vysusi sa vo vakuu. Vytazok je 93 %.

Priklad 2
Syntéza H- Arg(Pbf)-Gly-OtBu

1. Miesa sa 33,0 g Z-Arg(Pbf)-OH x CHA v 300 ml
octovej kyseliny a 300 ml kyseliny fosforeénej aZ do roz-
pustenia. Po odstraneni vodnej fazy sa organicka faza pre-
myje vodou a nasytenym roztokom chloridu sodného a vy-
susi sa. Rozpist'adlo sa odstrani a zvySok sa rozpusti v 250
ml dichlormetanu s 8,38 g H-Gly-OtBu x HCI a ochladi sa
na teplotu 0 °C. Prida sa 17, 12 ml diizopropyletylaminu a
16,05 g TBTU a zmes sa mieSa 60 minit pri teplote 0 °C a
cez noc pri teplote miestnosti. Rozpustadlo sa odstrani a
nahradi sa 250 m! etylacetatu. Po premyti roztokom uhlici-
tanu sodného (5 %), vodou a nasytenym roztokom chloridu
sodného sa rozpustadlo odstrani. Ziska sa Z-Arg(Pbf)-Gly-
-OtBu v 86 % vyt'azku.

2. Roztok 30 g Z-Arg(Pbf)-Gly-OtBu v 350 ml THF sa
zmieSa s 3 g vodou navihéeného 10 % paladia na uhli a Z-
-skupina sa odstrani hydrogenaciou miernym pridom vodi-
ka. Katalyzator sa odfiltruje a rozpust'adlo sa odstrani. Zvy-
Sok sa vyberie do etylacetdtu a spracuje sa d’alej ako v pri-
klade 2.1. Ziska sa Z-Arg(Pbf)-Gly-OtBu v 86 % vyt'azku.

Priklad 3
Syntéza H-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-OH

Premeni sa 1,23 g Boc-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-OH
x CHA obvyklym spdsobom na volnd kyselinu, ktora sa
rozpusti v 12,5 ml dichléormetanu s 0,81 g H-Arg(Pbf)-Gly-
-OtBu a 0,22 g DMAP. Roztok sa ochladi na 0 az 5 °C a
spracuje sa 0,345 g EDCI. Miesa sa dve hodiny pri teplote
0,5 °C a cez noc pri teplote miestnosti. Rozpust'adlo sa od-
strani, zvySok sa vyberie do MTBE a spracuje sa d’alej ako
v priklade 2.1. Ziska sa Boc-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-
-Arg(Pbf)-Gly-OtBu v 82 % vytazku.

Rozpusti sa 2,3 g Boc-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg-
(Pbf)-Gly-OtBu v 23 ml 95 % mravéej kyseliny na odstra-
nenie koncovych chraniacich skupin a skoncentruje sa vo
vakuu po€as 30 minit. Produkt sa trituruje s éterom, odfil-
truje sa a vysusi sa vo vakuu. Ziska sa Boc-Asp(OBzl)-
-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-OH x HCOOH v 95 % vy-
t'azku.

Priklad 4

Syntéza cyklo(Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal)
Roztok 11,9 g H-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-

-Gly-OH x HCOOH v 60 ml MNMP sa prikvapka do mie-

aného roztoku 7,25 g TBTU a 7,45 ml N-metylmorfolinu

v 180 ml N-metylpyrolidénu. Reakény roztok sa miesa 20
hodin, potom sa prikvapka do roztoku 47,5 g hydrogenuhli-
¢itanu sodného v 1800 ml vody. Zrazenina sa odfiltruje a
vysusi sa vo vakuu. Ziska sa cyklo-(Arg(Pbf)-Gly-Asp-
(OBzl)-DPhe-NMeVal) v 73,4 % vytrazku.

Priklad 5

Syntéza cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal)

1. Roztok 2 g cyklo(Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBzl)-DPhe-
-NMeVal) v 26 ml THF sa zmieda s 0,5 g 10 % palédia na
uhli. Necha sa prebublavat’ dve hodiny vodik, zmes sa zba-
vi katalyzatora a rozpuitadlo sa odstrani vo vakuu. Produkt
vykrystalizuje po pridani 32 ml acetonu, odfiltruje sa a vy-
sui. Ziska sa cyklo-(Arg(Pbf)-Gly-Asp-DPhe-NMeVal) v
83 % vytazku.

2. Rozpusti sa 1,5 g cyklo(Arg(Pbf)-Gly-Asp-DPhe-
-NMeVal) v 15 ml 95 % TFA. Po jednej hodine sa roztok
prikvapka do 150 ml izopropyléteru a pevné latka sa odfil-
truje a vysusi. VysuSeny produkt sa rozpusti v 30 ml zmesi
izopropanol/voda 1 : 2 a spracuje sa iénomenic¢om III (a-
cetatové forma; Merck KGaA). Sfiltrovany roztok sa skon-
centruje a vysuSi sa vymrazovanim. Ziska sa cyklo(Arg-
-Gly-Asp-DPhe-NMeVal) v podobe vniitornej soli v 96 %
vytazku.

Priemyselna vyuZitePnost’

Spodsob pripravy cyklického pentapeptidu cyklo(Arg-
-Gly-Asp-DPhe-NMeVal) v daleko vé¢Som vytazku ako
dosial’ znamymi sposobmi.

PATENTOVE NAROKY
1. Spdsob pripravy cyklického pentapeptidu
cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal)

cyklizaciou linedmeho pentapeptidu voleného so suboru
zahriiajiiceho
H-Arg(Pbf)-Gly-ASp(OBzl)-DPhe-NMeVal-OH,
H-Gly-Asp(OBsl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-OH,
H-Asp(OBsl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-OH,
H-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBs)-OH a
H-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBsl)-DPhe-OH,
naslednym odstrancnim chréniacej skupiny a pripadne d’al-
Sou konverziou na fyziologicky prijatelné soli.

2. Sposob pripravy cyklického pentapeptidu

cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal)

podlanaroku I, vyznadujici sa tym,Zesa
cyklizuje pentapetid H-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg-
(Pbf)-Gly-OH.

3. Spbsob podl'a naroku 1 alebo 2, vyzna&uji-
ci sa tym, Ze sasyntéza linedrneho peptidu H-Asp-
(OBsl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-OH  vykonéva kon-
vergentne fragmentovou kondenzaciou tripeptidu R'-Asp-
(OBsl)-DPhe-NMeVal-OH, kde znamena R' skupinu chra-
niacu aminoskupinu, s dipeptidom H-Arg-(Pbf)-Gly-R?,
kde znamend R? skupinu chraniacu karboxylovu skupinu a
chraniace skupiny R' a R? sa odstrénia.

4. Sposob podl'a naroku 1 az 3, vyznadujuci
sa tym, Ze tripeptid R'-Asp(OBsl)-DPhe-NMcVal-
-OH, kde znameni R' skupinu chraniacu aminoskupinu, sa
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pripravi linearnou syntézou reagovanim Z-DPhe-OH s H-
-NMeVal-OMe sa ziskania H-DPhe-NMeVal-OMe, ktory
sa nechava reagovat' s aktivovanym derivatom R'-Asp-
(OBsl)-OH a metylester sa Stiepi.

5. Sposob podla naroku 1 a7 3, vyznalujlci
sa tym,Ze dipeptid H-Arg(Pbf)-Gly-R’, kde znamena
R? skupinu chréaniacu karboxylovti skupinu, sa pripravi li-
nearnou syntézou reagovanim Z-Arg(Pbf)-OH s H-Gly-R?
a odstranenim chraniacej skupiny Z.

6. Linearne pentapeptidy volené zo siboru zahffiajice-
ho
H-Arg(Pbf)-Gly-ASp(OBzl)-DPhe-NMeVal-OH,
H-Gly-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-OH,
H-Asp(OBzl)-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Cly-OH,
H-DPhe-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBz)-OH a
H-NMeVal-Arg(Pbf)-Gly-Asp(OBzl)-DPhe-OH
ako medziprodukty na syntézu cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-
-NMeVal).

Koniec dokumentu
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