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1

Predmétem vyndlezu Jsou nové enelogy l-deamino-l-kerbawoxytocinu, modifikované v
poloze 4, a zplisob Jejich v¥roby. Jednd se o enalogy oxyiocinu, mejici specificky galekto-
gogicky (mléko vypuzujici) Gdinek.

Hormon zadniho leloku hypofysy, oxytocin, md dv& hlavni fermekologické ddinnosti:
uterotonickou a galaktogogickou (mléko vypuzujici, "milk-ejecting"); krom& toho se u nZho
uplatfiujf v malé mi¥e 1 typické sktivity vesopressinu: entidiuretickd a presorickd. AZ
dosud byly prakticky vyuZivdny u neurohypofysdrnich hormoni antidiuretické, presorickd
a uterotonickd aktivita. VyuZiti galaktogogické sktivity jek u p¥Firodnich hormond, tak i
u jejich synthetickych enelogl bylo omezeno jednak p#itomnosti zbytkovych vesopressinovych
sktivit, jednak tim, Ze zatim nebyly zndmy ldtky é v¥raznou disociaci hezi uterotonickou
a galektogogickou aktivitou (Neurohypophysial Hormones and Similar Polypeptides (B. Berde,

Ed.). Handbook of Experimentel Pharmacology, Vol. 23; Springer Berlin 1968),

Naizékladé v¥zkumu vziehu mezi chemickou strukiturou a biologickymi ektivitami v qb-
lesti hormoni zadnfho laloku hypofysy bylo nyni zjiSt&no, %e vyhodné biologické a.ktivify
* (ve smyslu kventitativni i kvelitetivni disocilace ve prospdch galsktogogické ektivity)
maji enelogy oxytocinu modifikovené vhodnym zpisobem v postrannim Yet&zci aminokyseliny
v poloze 4 (tzn, misto glutaminu v molekule ffirodniho hormonu oxytocinu), Vyhodn¥j3i neZ

0d oxytocinu samotného je odvozovat,tyto 1l4tky od anslogu oxytocinu, l-deamino-l~karba-
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=oxytooinu;. césteéné zménéné struktura toheto analogu (tzn. vypusteniGﬁf-aminoskupiny
a néhrade diaulfidické vazby ‘skupinou thioetherovou) zpﬁsobuje Jednak zvyseni specifiokych
ektivit, Jednak stabilizaci molekuly v metabolickych dejlch.

Predmétem vynélezu jsou anelogy 1-deamino-l-karba—oxytocinu, JeZ maji obecny vzorec I

CH ' CH.
2 2 (1), -

CH, -CO-(I‘yr-IlefGlu(X)-Aén-Gys-Pro-Leu—-GlyNHz

kde X zneli skupinu élkoxylovou s jednim e dvéma uhliky & kde vSechny aminokyseliny Jjsou
L-tady,

Podstatou zplsobu vyroby novych enalogh obetného vzorce I podle vyndlezu je, e se
l4tka vzorce II -

-CH

2 CHy”
(I1)
CH, -co—Tyr-Ila-Glu(OH)-Aan.-Cye-Pro-Leu—-GlyNH2

nechd reagovet s d;azoalkény & jednim eZ dv¥ma uhliky, nebo s pFfsludnfm alkoholem s Jed= -
nim aZ dvéme uhliky a thiqnylchioridem, nebo s p¥isludnym elkoholem s jednim a3 dvdme
uhliky v pf{tomnosti N,N'-dicyklohexylkerbodiimidu e N~hydroxybenzotriazolu nebo se na
Jeho cesnou sll plsobi elkyljodidy s jednim a¥ dvime uhliky. Z uvedenych ldtek mé vysokou
blologickou ektivitu zejméne [}-methylester glutemové kyselinq] deamino~l-kerbe-oxytocin
(vzorec I, X = OGHB), (v m.j./mg; ektivity p¥irodniho hormonu, oxytocinu, jsou uddny v zd-
vorce): gelektogogickd 1307 (450), uterotonickd 26 (450), presorickd 0,1 (5), entidiure~
tickd 0,045 (5). Ve srovndni s oxytocinem m{ tedy I}-methylester glutemové kyselimﬂ
deamino-l-karba~oxytocin asi 3 x vy33i sktivitu galsktogogickou, asi 5% aktivity uteroto-
nické, 2% presorické e 1% ektivity entidiuretické. Je tedy velmi vhodny pro praktické vyu-
#1t{ jek z ddvodu vysokého galaktogogického udinku, tek proto, Ze ostatni biologické akti-
vity jsou velmi nizké.l . v

Ddle jsou uvedeny piikladyvprovedeni.

P¥ikled 1

,,K roztoku [@-glutamové kyseliné[ deamino-l-karbe~oxytocinu vzorce II (Lebl M., Jo¥t
K.: Collect, Czech, chem,.commun; 43, 523 (1978) ) (23 mg) a fenolu (10 mg) v methenolu
(0,4 nd) byl phikepdn Serstve pfipravenj roztok diszomethanu v etheru a¥ do vzniku ¥luté-
ho zsbarveni, stdlého po dobu 1 min, Pak byle reakdni smés odbervens p¥idavkem koncentrova-
né kyseliny octové = produkt byl vysrédZen etherem. Po preerézenl z methanolu & etheru a
vysuSeni byl produkt rozpuétén v methanolu (0,3 nd) & 3 M kyselind octové (3 nd) a nene-
sen na slbupec, obsahujici meterifl vhodnf pro gelovou filtraci (nap¥., Bio-Gel P-4).
Lyofilizeoi piku obsahujiciho peptidicky materidl (detekce UV svitlem p¥i 280 nm) byla zi-
skdne &istd ldtke (19 mg); chromatografie v tenké vrstvs gilikagelus RF 0,32 (2=-butanol-
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~ 98% kyselina mravendi - voda; 75,0 : 13,5 : 11,5), Ry = 0,29 (2-butanol - 25% emoniak -
~ voda; 85,0 : 7,5 : 7;5), Rp = 0,41 (1-butenol - kyselina octovd - voda; 4 i 1 : 1);

Rp = 0,67 (pyridin ~ l-butenol - kyselina octovd ~ voda; 10 : 15 : 3 : 6). Aminokyselinovd
enalyze (po 20 hod. kyselé hydrolyze) : Asp 1,03, Glu 1,00, Pro 1,02, Gly 0,98, Ile 1,00,
Leu 1,02, Tyro0,98, Cys (CBHGCOZH) 0,97. Pro C4SH68NIOOIBS'BHZQ'CHBCOZH (1103) vypodteno:
51,15 % C, 7,12 % H, 12,70 % N; nslezeno:51,23 % C, 6,84 % H, 12,90 % N. V§sledny produkt
byl [4—methylester gluﬁamové kyselinj] deamino~l-karbe-oxytocin (vzorec I, X =,OCH3).
P¥{kled 2 ﬁ

Roztok 14tky vzorce II (5 mg) e N-hydroxybenzotriazolu (13,5 mg) v ebsolutnim methano-
lu (0,3 n&) byl ochlazen na 0 °C a po pfidéni N,N’~dicyklohexylkarbodiimidu (20,6 mg)
étél 1 hod. p¥i 0 °C a 20 hod. p¥i teploté mistnosti, Roztok byl filtrovén, zfedén 3 M
kyselinou octovou (2 m#) a &iZtén gelovou filtraci. Byly ziskdny 4 mg 14tky chrometogra-
ficky totoZné s produktem p¥ipravenym jako v pFikladu 1, obsshujici asi 10°% vedlejsiho

v s

produktu & ni%3i chrometografickou pohyblivosti.
P¥iklad 3

Létke vzorce II (5 mg) byls rozpudténa ve smési methanolu (0,2 mAz) 8 vody (0,1 n.&)
a roztok byl titrovdn na pH asi 7 0,16 M hydroxidém cesnym (31.ﬂdh. Po odpefeni byl pro-
dukt je3t& dvakrdt rozpusStén v dimethylformemidu (0,2 nd)e odpafen. K roztoku cesné soli
v dimethylformemidu (0,25 m) byl potom priddvdn dimethylformamidovy roztok methyljodidﬁ
(71 mg v 1 nd) po Lab v t¥Iminutovych intervelech (celkem 10,«£’) e reakéni smds stdle
potom jeSt& 90 min. p#i teploté mistnosti. Po odpabeni a piresrd¥eni z methanolu e stheru

byl produkt &iSt&n -gelovou filtraci. Byle ziskdna létka vzorce I jJeko v p¥ikladu 1.
Priklad 4

K roztoku 1ldtky vzorce II (5 mg) v absolutnim methanolu (0,3 mA). byl p¥L - 60 %
pPikepdn thionylehlorid (0,1 mA&) a roztok byl bShem 30 min. oh¥dt na teplotu mistnos-
ti, odpafen a pfesrdfen z methanolického roztoku etherem. V¥sledny produkt Jeko v pFikladu-
3. ' '

P¥iklad 5

K roztoku létky vzorce II (7 mg) a fenolu (10 mg) v methanolu (0,4 m£) byl priddn
roziok diazoethanu v etheru do vzniku ¥lutého zaberveni stdlého 1 min. Potom byl roztok
odbarven kyselinou octovou a produkt byl vysrden efherem. Po presrdZeni z methanolu
etherem byl produkt Iist&n gelovou filtraci. Chromatografické enslyze v tenké vrstvd
silikagelu: Rp = 0,43 (2-butenol - 98% kyselina mravendi - vodas 75,0.: 13,5 : 11,5),

Rp = 0,35 (2-butanol - 25% emonisk - voda ; 85 : 7,5 : 7,5), Rp = 0,45 (1-butanol - ky=
selina octovd - voda; 4 s+ 1 : 1), RF = 0,68 (pyridin - l-butanol - kyeeliné octovd -

- voda; 10 : 15 : 3 : 6). Aminokyselinovd enslyza (po 20 hodinové kyselé hydrolyze) :

: Asp 1,05, Glu 1,03, Pro 0,98, Gly 1,03, Ile 1,01, Leu 1,06, Tyr 0,91, Cys (C3HECO,H) 0,96,
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Vyeledny produkt byl [ﬁ-ethylester kyseliny glutamové) deamino~l-kerba=cxytocin (vzorce
I, X = ocans)

4

PREDMET VYNALRZU

1. Anelogy oxytocinu [}-methylester glutamové kyeelini] deamino-l-karba~oxytocin,

vzorce I

cfd . . i ?Hz - ( I) 9

| v | .
CH, -CO-Tyr-IlE-Glu(X)-Aan—Cya-Pro-Leu-GlyNH2

kde X je skupina alkoxylovd & jednim a¥ dvime uhliky a kde vSechny aminokyseliny jsou
I~¥eady. ' -

2. Zplisob viroby enelogl oxytocinu podle bodu 1, vyznaleny tim, %e se 14tka vzorce II

CH, CH,

_ (1I1),
CH, -co-!l‘yr-Ile-Glu(OH)-Asn-cys-Pro--Leu—GlyNH2

nechd reagovat s diazoelkdny s jednim e dvima uhl{iky.

3. Zplsob viroby analogl oxytoocinu podle bodu 1, vyznedeny tim, Ze se 14tka vzorce II,

nechd reagovat s p¥isludnym alkoholem s Jednim aZ dv&me uhliky a thionylchloridem,

4. Zpisob vyroby analogh oxytocinu podle bodu 1, vyznadeny tim, %e se ldtka vzorce II,
nechd reagovat & p¥{sludnym alkoholem s Jednim eZ dvéme uhliky v pFitomnosti N,N'=
-~diocylklohexylkarbodiimidu e N-hydroxybenzotriazolu,

5. Zpisob vyroby enalogl oxytocinu podle bodu 1, vyzneleny tim, %e se na cesnou sdl 14tky
vzorce II pidsobi alkyljodidy s jednim a¥ dvdme uhliky .

Cena 2,40 Kés TZ 6/70
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