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(54) Analogy enkefalinu a zphsob jejich ptipravy

Nové derivdty enkefalinovych analogt
obecného vzorce I
Tyr-D-Ala—Gly—Phe—N? (I).

X-NH
kde X je zbytek Pro-Leu-Gly, kyseliny
Y —~aminomdselné, kyseliny nikotinové,
nebo Tyr-D-Arg. Derivét opioidniho pepti-
du enkefalinu Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH,
byl pouzZit k p¥ipravé bifunk&nich derivatd
vzorce I s cilem ziskat l4tky s pozm&n&-
nym spektrem G&inkd a distribudnich
vlastnosti. Zpusob p¥ipravy létek vzorce
I se provaddi tak, Ze se kondenzuje
hydrazid chrdnéného tetrapeptidu vzorce
Tyr-D-~Ala-Gly-Phe-NHNH, s komponentami
obsahujicimi X, odstrani se chrénfcf
skupiny a koneény produkt se &isti
chromatograficky.

0

247791




247791 2

Vyndlez se tyk4 analogl enkefalinu. Po objevu a izolaci opoidnich peptidd enkefalinu
z mozku (Hughes et al. 1976) bylo pfipraveno mnoho syntetickych analogl enkefalinli, zejména
Fada analogl se zna&né pozm&nénou afinitou k riznym populacim receptorl s jinymi bioclogickymi
G¢inky a v&tS{ metabolickou stabilitou. Pozitivni vysledky p¥inesla zejména z&ména L-amino-
kyselin za D-stereoisomery (Coy D. H. et al. Biochim Biophys. Res Commun. 83, 977-983, 1978,
Hughes J. et al., Nature 258, 577-579, 1975), synthesa sloudenin s vlastnostmi prohormonu
(Lewis R. V., Stern A. S., Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol 23, 353-72, 1983} a pfiprava diméert
(Lipkowski A, W. et al., Proc. of the 17th Peptide Symposium, Prague 1982, Walter de Gruyrer,
Berlin, New York 1983,Str. 481-484).

Podstatou vyndlezu jsou dal${ nové analogy enkefalinu obecného vzorce I

Tyr-D—Ala—Gly—Phe—N?

X-NH (1.

kde X je zbytek Pro-Leu~Gly, kyselina Y-aminomdselné, kyseliny nikotinové, nebo Tyr-D-Arg.

Ddle je predm&tem vyndlezu zplsob p¥ipravy téchto latek, jehoZ podstatou je, %e se pro-
vede fragmentovd kondenzace hydrazidu chrédnéného tetrapeptidu vzorce Tyr-D-Ala~Gly=-Phe-NHNH,
s komponentami ve vyznamu uvedeném pro X ve vzorci I, potom se odstrani chrénici skupiny a
koneény produkt se &isti chromatograficky. Analogy enkefalinu maji bifunkéni charakter,
podminény kovalentnim spojenim jednoho z velmi uGéinnych analogl p¥irozeného enkefalinu

Tyr-D-Ala-Gly- Phe-Met
se zndmymi neurotransmittery a neuromodulétory.

Dimerisace molekuly analogu enkefalinu vede k ¥4dovému zvySeni biologické aktivity.
Spojenf dvou ldtek s biologicky odliSnymi aktivitami vytvoFilo dimer se zachovanou biologickou
aktivitou, a rovndZ se zménédmyni distribulnimi vlastnostmi, jeZ jsou podmin&ny charakterem

kombinovanych l&atek.

Biologické vlastnosti latek byly stanoveny testem na mordecim ileu, my3im vas deferens
a stanovenim vazebné afinity %k membrénové frakci p¥ipravené z mozku (Paton, 1955; Hutchinson
et al., 1975; Lord et al., 1977; Lipkowski, 1982).

Latky byly synthetisovdny fragmentovou kondensaci Boc~Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH, v dimetyl-
formamidu s chrédnénymi formami &ty¥ zndmych neuromoduldtorl nebo neurotransmitterd, tj.
Pro-Lue-Gly-NH, (MIF), kys: Y -~aminomdselnd (GABA}. D—Argz-kyotorfin (tyrosyl-D-arginin)

a kyseliny nikotinové. Detailni synthesa je uvedena v p¥ikladech provedeni, biologické
vlastnosti pFipravenych latek jsou uvedeny v tabulce I.

P¥{iklad 1

0,01 molu hydrazidu tercbutyloxykarbonyl-tyrosyl-alanyl-glycyl-fenylalaninu (Boc-Tyr-
~D-Ala-Gly-Phe- NH-NH,) bylo rozpu$téno v 50 ml dimetylformamidu a postupné k tomuto roztoku
pf¥iddno 0,01 molu tercbhutyloxykarbonyl-prolyl-leucyl-glycinu (Boc-Pro-Leu-GlyOH) a 0,05 molu
N-hydroxybenztriazolu (HOBt). Sm&s byla ochlazena na 0 °C a poté k ni p¥iddno 0,011 molu
dicyklohexylkarbodiimidu {(DCC). P¥i této teploté byla sm&s michdna 2 hodiny a poté pti
teplot® mistnosti dalsich 12 hodin. Utvo¥end sraZenina dicyklohexylmoloviny byla odsdta
a promyta 10 ml dimetylformamidu. Filtrdt byl doplnén do 250 ml 0,1M Na,COj3.

Vysrédfeny produkt byl odsédt, promyt 2x 50 ml vody, 50 ml 0,5M kyseliny citronové a opét
50 ml vody. Produkt byl vysu$en v exsikdtoru nad prdskovym P,0g. Po vysuSeni byla latka
vozpuSténa v 25 ml konceutrované kyseliny octové obsahujici 2N HCl a 0,5 wl anisolu. Po

30 minutdcell bylo do roziokue pliddanc 100 wml eiylethera. Vysrdzeny produkt byl odsdt a promyt
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dvakrédt 20 ml etyletheru. Produkt byl ziskdn ve vyté&Zku 71 %. Pro dfely dal¥fho &iSté&ni

byla latka rozpuit&na v metanolu a chromatografovdna na sloupci Sephadexu LH-20 za poufiti
metanolu. Vyté¥ek této operace byl 92 %. Létka byla charakterizovéna [@ D25 (c = 0,2, metanol).
Rp (silikagel) v butanol-kyselina octovd-voda (4:1:5 obj. %) aminokyselinovou analyzou a

elementdrni analyzou. Ziskan& sloudenina vzorce II

(HC1) 5.Tyr~D-Ala-Gly~Phe-NH
II
Pro~Leu-Gly-NH (Im
mé nésledujici charakteristiku:[@] D25= -16,89, Rp = 0,45, aminokyselinova analyza:Ala:Gly:
Leu:Phe:Tyr, 1,01:1,98:1,01:1,00:0,95:0,92. Pro C36H530gNgCl, (810,87) vypodteno: 53,32 % C:
6,60 % H: 15,55 % N: nalezeno: 53,26 % C. 6,87 % H: 15,31 % N.

pt{L{klad 2

0,01 molu hydrazidu tercbutyloxykarbonyl-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-fenylalaninu (Boc-Tyr-
-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH,) bylo rozpust&no v 50 ml dimetylformamidu (DMF) a postupné p¥idédno
do roztoku 0,011 molu 2,4,5-trichlorfenylesteru kyseliny tercbutyloxykarbonyl- y -aminomdselné
(kyselina Yy -aminoméselnd-GABA) spolu s 0,03 molu N-hydroxybenztriazolu. Smés byla michdna
pti teplot& mistnosi 18 h a surovy produkt vysrdZen p¥iddnim 200ml 0,1M Na,COj. SraZenina
byla odséta a promyta 2x 50 ml vody, 0,5M kyselinou citronovou a opé&t 50 ml vody. Latka byla
vysuSena ve vakuu nad P,0g. Po vysuSeni byl produkt rozpuSt&n v 25 ml koncentrované kyseliny

octové obsahujici 2N HCl1l a 0,5 ml anisolu.

Pa 30 min byl do roztoku p¥idén etylether v mnoZstvi 100 ml. Vyt&Zek reakce byl 82 %.
Pro dal&f{ &istén Lsla 1l4tka rozpudté&na v metanolu a chromatografovdna na koloné Sephadexu
LH-20 za pouZiti metano:. - T ¥ 4w~ ginidla. Latka byla ziskdna ve vyt&Zku 89 %. Charakte-

ristika slouceniny vzorce III

(HC1), . Tyr-D—Ala—Gly-Phe—N% (I1I)
NHZ-CH2-CH2—CH2—CO—NH

je nésledujici:[dj D25= 26°, Rp= 0,44, aminokyselinov4 analyza:Ala:Gly:GABA:Pher:Tyr, 1,00:
0,97: 0,97: 1,10: 0,95. Pro C,,H3904N;Cl, (628,63) vypodteno: 51,58 % C; 6,27 % H; 15,60 8 N,
nalezeno: 51,71 % C; 6,45 % H; 15,48 % N.

P¥{klad 3

0,01 molu hydragidu tercbutyloxykarbonyl-tyrosyl-D-alanyl-glycyl-phenylalaninu (Boc-Tyr-D-
~-Ala-Gly-Phe-NH-NH,) bylo rozpudt&no v 30 ml dimetylformamidu a postupn& pfiddno 0,01 molu
2,4,5-trichlorfenylesteru kyseliny nikotinové spolu s 0,0l molu hydroxybenztriazolu. Sm&s
byla michdna p¥i teplot® mistnosti po 18 h a poté byl produkt vysrd¥en p¥idédnim 100 ml
etylesteru kyseliny octové a 100 ml etyletheru. Srafenina byla odsdta a rozpuité&na ve 30 ml
kyseliny octové obgahujfci 4N HCl a 0,5 ml anisolu. Po 20 min bylo p¥iddno 100 ml etyletheru.
VysrdZeny produkt byl &isté&n chromatografii na kolon& Sephadexu LH-20 v metanolu, za pouZiti
metanolu jako elu&nfho &inidla. VytéZek &inil 65 %. Charakteristika sloudeniny vzorce IV

[

(HC!)Z- Tyr - D -Ala ~Gly —Phe - NH

\ / CO— NH

N
3 , dujici:}« 25 10,8°, Rp= 0,27, aminokyselinov& analyza: Ala:Gly:Phe:Tyr, 1,00: 1,02:
» S g O] D. F

1,01: 0,94. pro C29H3506N7C12 (648,61) vypodteno: 53,70 % C; 5,45 % H; 15,12 % N; nalezeno:
53,70 % C; 5,58 % H; 14,98 % N.
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P¥r{f{klagda 4

0,01 molu hydrazidu tercbutyloxykarbonyl-tyrosyl-D-~alanyl-glycyl-fenylalaninu {Boc-Tyr-
-D-Ala-Gly-Phe~NH-NH;) bylo rozpusténo ve 40 ml dimetylformamidu a postupné k tomuto roztoku
pridéno 0,01 molu Boc=Tyr-D~Arg (NOj) a 0,05 molu hydrobenztriazolu. Po ochlazeni na 0 °C
bylo do roztoku p¥iddno 0,01 molu dicyklohexylkarbodiimidu. Po 1 hodin& miché&ni p¥i 0 °C
byl roztok oh¥ét na teplotu mistnosti a mich&n dal3ich 12 hodin. VysrdZend dicyklohexyl-
-moovina byla odsidta a z filtrdtu byl vysrdZfen surovy produkt p¥idénim 150 ml 1M NaHCO5.

Produkt byl odsédt a rozpustén ve 20 ml kyseliny octové obsahujic{ 4N HCl a 0,2 ml anisolu.
Po 20 min bylo p¥idéno 100 ml metanolu a roztok byl redukovdn vodikem v p¥itomnosti 10 %
Pd/C katalysédtoru. Po Sesti hodindch redukce byl roztok zahu$té&n na 20 ml a bylo p¥id&no 100 ml
etylesteru kyseliny octové. Surovy produkt byl &i&t&n chromatografif na Sephadexu LH-20
v metanolu p¥i vyté&Znosti 43 %. Ziskand sloudenina vzorce V

(HC1) 5. Tyr-D-Ala~Gly-Phe-NH
Tyr-D-Arg-NH

V)

mé& nésledujici charakteristiku:[a]D25= 8,8°, Rp= 0,15, aminokyselinovad analyza:Ala:Arg:Gly:Phe:
Tyr, 1,00:0,92:0,95:1,03:1,92. Pro CygHs,4OgN;CL3CH;0H (931,45) vypoSteno: 50,29 % C; 6,29 % H,
16,55 % N; nalezeno: 50,11 % C; 6,39 % H; 16,81 % N. V ndsledujic{ tabulce I jsou uvedeny
nékteré biologické d&inky &ty¥ nové synthetisovanych analogt.

Tabulka I
Biologické d&inky novych analogl enkefalinu

My&{ vas deferens Mordecf{ ileum vazba na receptory
Létka -1 -1 -1
ICgq,n molu.l IC54.n molu.l ICgp.n molu.l
I 4,5 84,8 3,2
II 520,0 50,1 1,1
III 140,0 25,0 2,8
v 35,0 - 1,7

Ilgy = koncentrace (n molu.l'l) latky vedouci k 50% inhibici stimulovanédho biol. efektu.

Bifunk&ni peptidy umoZfiujil novy p¥istup ke studiu ruznych interakci na trovni receptort:
a samoreguladnich mechanismi jednotlivych peptidl (Lipkowski et al., 1982, 1983). Struktura
peptidl I - IV byla zvolena pro p¥ipravu bifunk&nfch l&tek, ze kterych se mohou uvolhovat
dvé biologicky aktivni sloZky v p¥itomnosti specificky pusobicich peptidas.

[l
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PREDMET VYNALEGZU

1. Analogy enkefalinu obecného vzorce I
Tyr-D-Ala-Gly—Phe-SH (1)
X-NH
kde X je zbytek Pro-Leu-Gly, kyseliny ¥ -aminomdselné, kyseliny nikotinové, nebo Tyr-D-Arg.

2. Zpusob p¥ipravy analogl enkefalinu vzorce I podle bodu 1, vyznaleny tim, Ze se pro-
vede fragmentovd kondenzace hydrazidu chrén&ného tetrapeptidu vzorce Tyr—D—Gly—Phe—NHNH2
s komponentami ve vyznamu uvedeném pro X ve vzorci I, potom se odstrani chrdnici skupiny
a konedny produkt se &istf chromatograficky.
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