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(54) Analogy enkefalinu’a zpﬁsob'jejich'pfipravy

(57) Pfedm&tem FeSeni jsod noVé analogy en-
kefalinu - odvozené -od Dalarginu, s nekodo-
you aminokyselinou se stericky ndro&nym po—;
strannim retézcem vzorce I '

L-Tyr-D-Ala-Gly-L-Phe-X-L-Arg (D,
kde X = L-necpentylglycin ' (L-Neo)
nebo X = D-neopentylglycin (D-Neo)

a zpusob pfipravy té&chte l4tek. Ten spo&fvé
v tom, Ze koncovy chrdnény tripeptid se kon-
denzuje s C-koncovym tripeptidem obsahujicim
D, L neptirozenou aminokyselinu.. Hexapeptid
se po odstranéni chrdnici skupiny rozdél{
vysokqdéinnou chrbmatografii na své diaste-
reoizomery. Tyto latky -majf vy$3{ opioidnf .
Géinky nez Dalérgin a derivdt s D-Neo v po-
zici 5 mé protrahovany G&inek.
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Reseni se tykd syntetickych analogl enkefalinu, opioidniho pentapeptidu, ktery byl
poprvé izolovdn a charakterizovdn Hugesem v roce 1975 (Huges J. et al., Nature 258, 577,
1975).

Do goutasné ddby byly ptipraveny rddové tisiée analogﬁ enkefalinu, Rada syntéz by-
la motivovéna pfipravou analogd se' zvy$enou aflnitou k rznym populaofm receptorl, zvy-
8enou selektivitou ud&inku a v&t3{ metabolickou stabilitou

Jednim z pfistupl k syntéze je zdména ﬁtirozenych aminokyselin stericky nédroé&nymi
aminokyselinami, at ji¥ D- nebo L-formy, jeZ md za nédsledek snifeni podtu konformaci

pEipravovaného peptidu.

V rémci tohoto vyzkumu byly p¥ipraveny téké analogy enkefalinu modifikované'v poloze
5. Do polohy 5 byl zaveden L-terc-leucin, ktery mé objemovy terc. butylovy ppétranni
tfetézec (Pospisek J. a kol., Collection Czechoslov. Chem. Commun. 52, 1867, 1987).

Pouziti této nekodové aminokyseliny mélo za ndsledek vy831 stabilitu k enzymovému
$tépeni a 2 aZ 3x vy35{ aktivitu pFi sledovéni opidtové aktivity neZ m&l D- A1a , Leus-

-enkefalin (Fauchere J.L., Petermann C., Chim. Acta 63, 824, 1980).

Prdce byla zamé&fena na obménu poz1ce 5 ve zndmém U&inném analogu enkefallnu Dalar-
glnu, L-Tyr-D-Ala-Gly-L-Phe~L-Leu-L-Arg (Titov M.L, et al., Bull. Vsesoyuz. kardiolog.
nauch. tsentr AMN SSSR 2, 72, 1985) V této prdci je ptinédZena syntéza analogu Dalargi-
nu, (L-Neo )Dalarginu a (D~ Neo JDalarginu s uvedenim struktury, ve kterych byl L-leucin
nahrazen L-¢i D-neopantylglycinem.

Ptedmé&tem vyndlezu jsou nové

analogy enkefalinu odvozené od Dalarginu s nekodovou aminokyselinou se stéricky ndroénym
postrannim fetézcem vzorce I

L-Tyr-D-Ala-Gly-L~-Phe-X-L-Arg, (D

kde X = D-neopentylglycin nebo L-neopentylglycin, a ddle zpdsob vyroby analogt enkefalinu
odvozenych od Dalarginu obecného vzorce I, vyznadujic{ se tim, %e N-koncovy tripeptid
L-tyrosyl-D-alanyl-glycin chrédnsny tercbutyloxykarbonylovou skupinoh se kondenzuje s C-
-koncovym iripeptidem L-fenylalanyl-D, L-neopehtylglycyl-L-argininam a chrénény hexapep-
tid se po od3t&peni chrédnicl skupiny trifluoroctovou kyselinou rozdél{ vysokou&innou ka-
palinovou chromatografif na své diastereoizomery.

Létky ptipravené fragmentovou kondenzaci tripeptidt byly nejprve &i%tény chromato-
grafif{ pfes kolonu silikagelu. Po od&t#penl chrénicf skupiny pomoci TFA byl vysledny pro-
dukt rozd&len preparativni chromatografif na C-18 na své diastereoizomery. Obsg 1l4tky jsou
opioidné potentn&js{ ne% Dalargin, prfifemZ D-forma vykazuje protrahovany G&inek.

PE1iklad 1

(L-Neos)-Dalargin a (D-Neos)-oalargin

K roztoku 0,72 g (1,13mmol) p-nitrofenylesteru (o-terchbutyloxykarbonyl)-L-tyrosyl-
-D-alanyl-glycinu v 10 ml dimetylformamidu bylo za michén{ ptidédno 0,48 g (1,13 mmol)
L-fenylalanyl-D, L-neopentylglycyl-L-argininu. Reak&ni sm&s byla michdna 24 hodin pfi la-
boratorn{ teploté. Potom byl dimetylformamid odpafen ve vakuu a zbytek byl rozpustén v
chloroformu a chromatografovén pres kolonu silikagelu v soustavé chloroform-metanol (7:3).
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Hlavni frakce byla odpafena ve vakuu k suchu a pevnd l4tka byla ptekrystalovdna ze sm&si
etanol-eter: Ziské&no bylo 0,86 g latky, tj. 73 %, b.t. 180 - 182 °C. Aminokyselinovéd ana-
lyza: Tyr: 1,06; Ala: 1,07; Gly: 1,06; Phe: 1,01; Neo: 1,00; Arg: 0,98.

Tercbutyloxykarbonylovd skupina byla odétép?nq cbvyklym zplsobem pomoci trifluor-
octové kyseliny a po vyizolovdn{ bylo ziskdno 0,6 g, tj. 96 % 1&tky, kterd byla prepara-
tivni chromatografif{ (HPLC) na kolon#& silasorbu c-18 za vyu2it{ gradientu (0 - 100%) me-
tanol-voda rozdé&lena na dv& diastereoizomernf l&tky: (L-Neos)-Ualargin a (D-Neos)-Dalar—
gin. '

Aminokyselinové analyzy: -

(F-Neos)rﬂalérgin: Tyr: 1,00; Ala: 1,10; Gly: 1,19;
Phe: 0,99; Neo: 1,00; Arg: 0,92.
(D-Neo”)-Dalargin: Tyr: 1,01; Ala: 1,02; Gly: 1,02;
Phe: 1,01; Neo: 1,00; Arg: O0,98.

Pr{i{klad 2

K testovdni deriv4dtd Dalarginu byli pouZiti samci mor&at o hmotnosti 200 - 300 g. Ze
zvitat omrddenych a zabitych zlomenim vazu bylo ve vzddlenosti asi 7 cm od slepého stfeva
vyoperovéno asi 8 cm ilea. Ze stfeva byla opatrn® odd&lena vrchni mukozni vrstva a upevné-
na do testovaci nddobky se Zivnym roztokem provzdusifiovanym pneumoxidem, ktery obsahoval v
1 litru: 120 mmol/l NaCl, 5,9 mmol/l KCl, 15,4 mmol/l'NaHCO3, 1,2 mmol/1 NaHzPOA, 2,5 mmoV1
,CaClz, 1,2 mmol/1 MgCl2 a 2.g glukozy. Teplota’média byla udrZovédna na 33 OC. Mukézni vrst
va ilea byla ptipevné&na chirurgickou nitf k magnetoelektrickému snimadi kontrakci, ktery
byl pfipojen k registra&nimu zafizenf. Po 20 minutdch bylo na platinové elektrody v néddob-
ce ptivedeno nap&tfi o frekvenci 1 puls/10 s a amplitud& 8 V/1 cm vzddlenosti mezi elektro-
dami.

P¥i testovani (L-nebpentylglycins)—Dalarginu a (D-neopentylglycins)-Dalarginu byl ja-
ko standard pouzit Dalargin. Z roztoku 1 mg/ml byly Ffed&nim 2ivnym médiem pPipraveny Fady
fedéni 10-l az ll]'-3 mg/ml. Zmen3eni kontrakci ilea bylo m&feno v takovém rozmezi divek,
aby alespofi jedna dédvka odpov{dala v&t3{ a jedna men3{ inhibici neZ 50 %. Po kaZdé dévce
byla nadobka 3x vyplachnuta Zivnym roztokem a dal3{ ddvka byla poddna aZ po ustdlen{ kon-
trakc{ na plvodni hladin& pfed ddvkou. Z vynesen{ zdvislosti velikosti kontrakeci na log
dédvky (mg) byla zjist&na dévka odpovidajfcf 50 % inhibici, kterd byla pfepo&tena na p¥is-
ludnou koncentraci létky oznadovanou jako IC50 (mol/1). Nésledujici Tabulka I shrnuje
IC50 zjisténé pro Dalargin a’jeho neopentylglycinové derivdty ze 6 nezdvislych méfeni.

Tabulka I

llodnoty IC¢q*pro Dalargin, (L-Neos)-Dalargin a (D-Neos)—Dalargln
L4tka ) : ICs, (nmol/1)
Dalargin . B 380 T 30
(L-Neos)-Dalargin ’ ’ 20 I 7
(D-Neo?)-Dalargin 85 % 10
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Vysledky : ukazu3i na asi 4ndsobnd vy33{ biologickou aktivitu (D- Neo”)- -Dalarginu a 20 X
vy&sL aktivitu (L- Neo’ )-Dalarginu oproti Dalarginu. Krom& toho se pfi testovéni (D- Neo” )-
-Dalarginu projevil protrahovany d&inek 14tky. Pfi stejné dévce 2 x 10 -3 mg byla doba ode-

znivéni d&inku "D-formy" dvojnésobnd oproti "L -fonma".
i 1

PREDMET VYNALEZU

1. Analogy enkefalinu odvozené od Dalarginu s nekddovou aminokyselinou se stéricky nédrod-

nym postrannim feté&zcem vzorce I
L-Tyr-D-Aka-Gly-L-Phe-X-L-Arg, . (1)
kde X = D-deopentylglycin nebo L-neopentylglycin ' '

. 2. Zplusob vyroby analegl obecného vzorce I, podle' bodu 1, vyznatuj)ici se tim, Ze N-konco-
vy tripeptid L-tyrosyl-D-alanyl-glycin. chrénény tercbutyloxykatbdnylovou skupinou se kon-
denzuje s C-koncovym tripeptidem L-fenylalanyl-D, L-naobentylglycyl-L-argininem a chrané-
ny hexapeptid se po od3t&peni chrénic! skupiny trifluoroctovou- kyaelinou rozdél{ vysoko-
déinnou kapalinovou chromatografi{ na své diastereoizomaty.-
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