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(§7) Polypeptidové slouEeniny promotujici uvolioviniristové-
ho hormonu pfi podéni zvifathm, kieré maji obecny vzoree
: . A1-A2-As-Trp-As-Ag-Z, ve kicrém  znamend:* Ay His,
v 3(NMe)His, His-Ala, Ala, Tyr, A.-His ncbo Ao "
4 3(NMe)His, kde A, pfedstavuje libovolnou v piirodé se vy-
skytujici L-aminokyselinu, Met(O), DOPA, Abu nebo
peptidy obccného vzorce L-Ay, kde L znamend H, DOPA,
Lys, 'Phe, Tyr, Cys, Tyr-DAla-Phe-Gly, Tyr-DAla-Gly-
Phe, Tyr-Ala-Gly-Thr nebo Tyr-DAla- -Phe-Sar; Az zna-
mend D" Nal nebo DPhe; A3 znamens Ala, Gly ncbo Ser;
X As znameni DPhe, D/Lh”'(Me)Phc nebo (NMe)DPhe; As .

znamend B-G nebo G, kde B a G maji rhzné vyznamy; Z
enamend koncovou skupinu na koncovém uhliku  poly-
peplidu nebo C-koncovou aminokyselinu nebo kysceliny
plus kancovou skupinu, piitemz Z je -CONR'R?, -COOR'
ncbo -CHZOR!, -Gly-Z', Lys-Z’, -Cys-Z’, -Gly-Tyr-Z’
ncbo -Ala-Tyr-Z’, kde Z’, R" a R? maji rizné vyznamy. Do
rozsuhu rovnéZ nileZi farmaceutickyprostiedek obsahujicl
vyic uvedené peptidy, pouZiti uvedenych peptidd pro pri- o
pravu lé€iv promotujicich uvolfiovéni a zvySovini hladiny
rbstového hormonu v krvi a zplsob pripravy uvedenych
pepiidi. -
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. Polypeptidové slouCeniny se schopnosti uvolfiovat rustovy

hormon.

Oblast techniky

'Vynélez se_tyké novych polypeptidovych sloué&enin, .
které jestliZe jsou poddny zvifatim promotuji uveolsiovani
rustového hormonu. Do rozsahu vyndlezu rovné: nalezi .zplsob
promotovdni uvolfovdni a zvySovani hladiny rustového hormonu
u zvirat jestliZe se jim podd specificka polypeptidova

. sloucenina uvolhujici tento rustovy hormon.

Dosavadni stav techniky

Zvyseni hladiny rustového hormonu {v tomto textu bude
nékdy pouzivana pro oznaéeni rustového hormonu zkratka GH)
u savcd po podéni slougeniny uvolfiujici riistovy hormon vede
ke zvyseni télesné hmotnosti a ke zvySeni produkce mléka,
jestliZe se po podani dosahne dostatedéného zvysenl hladlny
rustoveho hormonu. Kromé toho je treba poznamenat Ze
zvySeni hladiny ristového hormonu u savci miZe byt dosaZeno
pomoci béiné znamych ¢inidel uvolnujicich rﬁstovy,hormoﬁ,
jako jsou napfiklad v pfirodé se vyskytujici hormony

- uvolnujici rustovy hormon. -

Toto zvySeni hladiny ristového hormonu u savcu je
moZno rovnéZ dosdhnout aplikaci peptidd uvolhujicich r&étovy
hormon, které jsou znamy z dosavadniho stavu techniky,
napfiklad z patentll Spojenych statl americkych ¢&. 4 223 019
4 223 020, 4 223 021 4 224 316, 4 226 857, 4 228 155,

4 228 156, 4228 157, 4 228 158, 4 410 512, 4 410 513,




4 411 890 a 4 839 344.

Podle dosavadniho stavu techniky byly ke zvysSeni
hladihy ristového hormonu rovné: pouzity profilétky '
endogenniho inhibitoru uvelnoevani rustového hormonu,
somatostatinu (SRIF)}. Podle téte metody se hladina riastového
hormonu zvy$uje odstrafovénim endogenniho inhibitoru
uvolriovani rdstového hormonu (SRIF) je$té predtim, nei se
dostane do hypof?zi; kde inhibuje uvoliiovani rastového
hormonu.

Kazda z téchto metod, pFi které se promotuje zvySovani

hladiny ristového hormonu, vyZaduje pouziti latek, jejichiz
syntéza a/nebo isolovdni ve stavu dostateéné ¢istém k tomu,
aby tyto latky mohly byt poddvany urcenym zvifatim, je
ndkladné. V této oblasti tedy vyvstava potreba vyvinout
relativné jednoduché polypeptidové sloudeniny s kratkym
fetézcem, které by mély schopnost promotovat uvolﬁoﬁéni
ristového hormonu, nebot takovéto sloudeniny by bylo mozZno
snadno pripravit bez vynalozeni velkych nikladt, dale by
takové SIouéeniny byly snadno modifikovatelné chemicky
a/nebo fyZikélné,'é'rovﬁéi tak by bylo moZno je snadno
vyéistit a formulovat. Dalsim pozadavkem je aby tyto
slouceniny mély vyborné vlastnostl 2 hlediska jejlch
transportovatelnostl
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Vzhledem k dosavadnimu stavu techniky v této oblasti
je zrejme, Ze je potfeba vyvinout k promotovani uvolnovani
‘ a'zvyéovéni‘hladihy rﬁstovéhd hormonu v krvi zvirat takové
polypeptidové‘slouéénihy,'které maji kratky retézec.

2 jlneho hledlska by bylo rovnéi vhodne vyv1nout takové
' polypeptldove sleucenlny, kterych by bylo mozno vyu21t %i-h
k promotovani uvolnovani a zvysovanl hladiny rustoveho '



hormonu v Krvi zvirat.

Podstata vynalezu

ey -

Podle uvedeného vyndlezu bylé zjiéténa skupina novych
polypeptidovych sloucenin, které promotuji uvoliovani
rustového hormonu u zvifat. Tyto polypeptldove slouceniny .
majl obecny vzorec :

Al _Az -A3 'TI'p-AS-AG" A

ve Kterém znamend :
A, His, 3(NMe)His, A -His, A, -3(NMe)His, Ala, Tyr nebo N
His-Ala, : : i ‘ﬁﬂéf
 kde A, predstavuje libovolnou v prfirodé se gu o=
vyskytujici. L-aminokyselinu, Met(0), o Ly
DOPA, Abu nebo peptidy obecného vzorce

3

L-a, ' e

kde L znamend H, DOPA, Lys, Phe, Tyr, ... -
Cys, Tyr-DAla-Phe-Gly, Tyr-DAla-Gly-Phe,
. Tyr-Ala-Gly-Thr nebo Tyr-DAla-Phe=-Sar,
ve vyhodném provedeni predstavuje A, libovolnou
v prirodé se vyskytujici aminokyselinu,
konkrétné A, pfedstavuje Ala, Lys nebo Glu
A, znameni D®Nal nebo DPhe,
A, znamena Ala, Gly nebo Ser,
Ag znamend DPhe, D/L? (Me)Phe nebo (NMe)DPhe,
Ag znamend B-G nebo G,
kde B predstavuje libovolnou v p¥irodé se
vyskytujici aminokyselinu, dipeptidy .
libovolnych v pfirodé se vyskytujicich -
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aminokyselin nebo HoN-(CH, ), -COoH (kde
n = 2-12) a
G znamena Arg, ilLys, Lys nebo Orn,

2 znamena koncovou sKupinu na koncovém uhliku
-cONRIR2, -COOR! nebo -CH,OR! (kde R znamend vodik,
alkylovou skupinu obsahujici 1 aZ asi 6 atomi uhliku, -
cykloalkylovou skupinu obsahujici 3 aZ asi 8 atomd uhliku,
alkenylovou skupinu obsahujici 2 az asi 8 atomi uhliku nebo
arylovou skupinu obsahujici 6 aZ asi 12 atoma uhliku, a R
je definovan jako Rl, pEidem# tyto substituenty mohou byt
stejné nebo rozdilné), -Gly-2', -Met-Z', -Lys-Z', -Cys-Z',
-Gly—Tyr—Z‘ nebo -Ala-Tyr-Z', |

kde 7' pfedstavuje skupiny -CONRIR?, -COOR! nebo
~CH,0R4. (ve kterych r! a R2 maji stejny vyznam-
'jako bylo uvedeno shora),
pridemZ do skupiny téchto slouéenin rovnéz nalezi organické-
a anorganické farmaceuticky prijatelné soli odvozené od

téchto polypeptidu.

Ve vyhodném provedeni podle uvedeného vynalezu maji
uvedené peptidové sloucéeniny obecny vzorec :

‘His-A,-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,
A -His-A,~Ala-Trp-DPhe~Lys-NH,
(napfiklad Ala- His—Az-Ala—Trp-DPhe-Lys—NHZ)
nebo Ala-Az-Ala-Trp-DPhe-Lys-NHz T TR o ma

Podle jesté vyhodnéjsiho provedeni predstavuje A, DPNal.
Tyto peptidové sloudeniny je moZno pouzit k promotovani
uvolfiovéni a zvydeni hladiny rdstového hormonu v 'krvi
' gvifat, ve vyhodném provedeni se tyto peptidy pouZivaji
u 1lidi, pric¢emZ se. témto subjektum podava uc1nne mnozstvi

tohoto peptldu.
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Podstata uvedeného vyndlezu tedy spociva v objeveni
skupiny nékolika polypeptidovych slouc¢enin s kratkym '
retézcem, které promotuji uvoliovani a zvysovani hladiny
ristového hormonu v krvi zvirat. Tyto polypeptidové
slouceniny, které ndlezi do rozsahu uvedeného vynalezu jsou
definovany, jak jiZ byle vyse uvedeno, obecnYm vzorcem :

Al-A2-A3-TrP-A5-A6-Z

ve kterém maji A1, Ay, Aq, Ag, is a Z.shora uvedeny vyznam,
pricemz |
A, predstavuje His, 3(NMe)His (to znamena, ze
imidazolovy kruh je methylovan v poloze 3), His-Ala,
A,-His, Ala, Tyr nebo A,-3(NMe)His, W
kde A, predstavuje libovolnou v prirodé se
vyskytujiéi L-aminokyselinu, Met(0),
DOPA, Abu nebo peptidy obecného vzorce

L-A,

’

kde L znamend H, DOPA, Lys, Phe, Tyr, .»
Cys, Tyr-DAla-Phe-Gly, Tyr-DAla-Gly-Phe,
Tyr-Ala-Gly-Thr nebo Tyr—DAla-Phe-Sar,
pricemZ ve vyhodném provedeni A, 2znamend His, Ala, His-Ala,
A4~His nebo Ala, a jeste vyhodnejl A1 znamend His nebo
....... AS-His L e . S S
| ve vyhodném provedeni pfedstavﬁje A, libovolnou
.V prirodé se vyskytujici L-aminokyselinu,
pficemZ jesté vyhodnéji A, znamend Ala, Lys nebo
Glu a poedle jesté vyhodnéjsiho provedeni A,
znamené Ala, ,
A, znamend D*Nal nebo DPhe, pricem: ve vyhodném
provedeni A, znamend DﬁNal ‘




A, znamend Ala, Gly nebo Ser, priéemZ ve vyhodném
provedeni A, znamena Ala, '
Ag znamena DFPhe, D/L '(Me)Phe nebo (NMe)DPhe, prlcemz
ve vyhodném provedeni Ag znamena DPhe m
Ag znamenad B-G nebo G,
kde B predstavuje libovolnou v pfirodé se
vyskytujici L-aminokyselinu, dipeptidy
libovelnych v pfirodé se vyskytujicich
aminokyselin (jako je napfiklad Ala-Lys,
Ala-Ala, Ala-Leu) nebo HzN-(CHZ)n-Cozﬂ, kde
n=2-12 a
. G znamena Arg, iLys, Lys nebo Orn,
pricemZ ve vyhodnem provedeni B znamena
libovolnou v prfirodé se vyskytujici
L-aminokyselinu nebo H,N(CH,),CO,H, kde n = 4 az
8,
_ pricemZ ve vyhodném provedeni Ag znamena G, Ala-Lys nebo
Ala-Ala-Lys, a .podle jesté vyhodnéjsiho provedeni Ag
pfedstavuje G, nejvyhodnéji Ag pfedstavuje Lys, |
7 znamena koncovou skupinu na koncovém uhliku
polypeptidového Fetézce nebo émiﬁokyselinu nebo
aminokyseliny na kqncovémAuhliku‘bius'koncovou skupinu,
pricemZ Z je -CONRle, -cooR} nebo -CHZORl, kde R znamena
vodik, alkylovou skupinu obsahujici 1 az asi 6 atoﬁﬁ uhliku,
cykloalkylovou skuplnu obsahu31c1 3 az asi 8 atomu uhllku, .
alkenylovou skupinu obsahujici 2 aé asi 8 atomu uhllku nebo'
arylovou skupinu obsahujici 6 aZ asi 12 atomd uhliku, a RZ
je definovan jako Rl pricemz tyto substltuenty mohou byt
stejné nebo rozdllne,

pricemzZ ve vyhodnem provedenl R1 znamend H nebo

_.alkylovou skupinu obsahujlcl 1 az a51 6 atomu uhllku a

P

A = om e

- 2 mhZe. rovnéZ.znamenat -Gly-2', -Met-Z'. -Lys Z‘
-Cys-2', -Gly-Tyr Z' nebo -Ala-Tyr-z‘ R




‘kde z' predstavuje skupiny -CONRle, -COORY nebo
~CH, orR! ve kterych Rl a Rr? maji stejny vyznanm
Jako byle uvedeno shora),

ve vyhodnem provedeni 32 predstavuje skupiny -CONRlR2

- -coor! nebo CH,OR?.

Do rozsahu uvedeného vynalezu rovné:z ndlezi ‘
farmaceuticky prijatelné organické nebo anorganické adiéni
soli odvozené od libovolnych vyde uvedenych polypeptidul.

Pouzité zkratky pro zbytky aminokyselin odpovidaji
standardnimu oznaéeni podle peptidové nomenklatury :
Gly = glycin

Tyr = L-tyrosin L -
Ile = L-isoleucin )
Glu = L-glutamova kyselina
Thr = L-threonin
Phe = L-fenylalanin
Ala = L-alanin
Lys = L-lysin ‘ .
Asp = L-aspartovd kyselina ' L .
Cys = L-cystein
Arg = L-arginin
Gln = L-glutamin
Pro = L-prolin _
- Lew ~v= L=ieucin - TSI I T, Y s bt
Met = L-methionin
Ser = L-serin
Asn = L-asparagin
His = L-histidin
Trp = L-tryptofan
Val = L-valin _
.DOPA = 3,4-dih?droxyfenylalahin.




Met(0) = methioninsulfoxid
Abu = g-aminomdselna kyselina
iLys = N‘—lsopropyl -L-lysin.
4-Abu = 4- amlnomaselna kysellna
Orn = L-ornlthln

" D%Nal = q-naftyl-D-alanin
DANal = B?naftyl-D—alahin.
Sar = sarkosin.

Uvedend tfi pismena oznaéujici zkratku aminokyseliny,
pred kterymi je uvedeno pismeno “D"; znamenaji Ze se jedna
o D-konfiguraci zbytku aminokyseliny, a zkfatky, pred
“kterymi je uvedeno oznaéeni "D/L” oznacuji smés D- ,
a L-konfigurace uvedené aminokyseliny. Pro ucely uvedeného
vynadlezu se pfedpokldda, Ze glycin je zahrnut pﬁd oznac¢enim
"y prirodé se vyskytujici L-aminokyseliny". '

, 'Bazické, neutralni nebo kyselé zbytky amihokyseliny,
které'je moZno pouZit pro aminokyseliny A;, A5, Ag & Ag
pfedstavuji zbytky se znacénou moZnosti kontrolovéni
fyzikdlné-chemickych vlastnosti poZadovaného konecneho
peptidu. Tato flexibilita poskytuje vyznamnou vyhodu pri
formulovani a apl;kovanl pozadovaného peptidu ;1bovolnemu
subjektu. Daléiho'rozéifeni flexibility je mozno rovné:
dosahnout vhodnym vyberem zbytkd R a Z, ¢imZ se dosahne

mwww"mww#wmwawnwﬁ--sw Lo e w A L AR T T - s -

da151ho zlepseni kontroly fy21kalne-chemlckych vlastnost1

] . 2

pozadované slouceniny.

Ve vyhodném provedeni podle vynélezu se bfi praktiéké‘

aplikaci jako sloucenin uvolnu]1c1ch rustovy hormon pouZiva
Anasledu31c1ch latek :

prp——




Al-Az-Ala-Trp-DPhe-AG-Z, jako
Ao-His-A2-Ala-Trp-DPhe-As-Z,
His-Ala-A2-Ala—Trp-DPhe-AG-Z,
Ala-Az —Ala-Trp-DPhe-As -Z ’ a
His-Az-Ala-Trp—DPhe-AG—z, a

organické nebo anorganické adiéni soli odvozené od téchto
slouCenin. Ve vyhodném provedeni podle vynalezu predstavuje
A, DANal. Jesté vyhodnéjs$imi slouéeninami jsou

AO-His-D“Nal-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH2 (zejména
(Ala-His—D“Nal-Ala—Trp-DPhe—LYs-NHz), a
His-D”Nal-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH2, a

organické nebo anorganické adiéni soli odvozené od , R
libovolného z uvedenych peptidu.

Tyto sloueniny podle uvedeného vynilezu se obvykle
snadno pripravuji, projevuji schopnost promotovat zvyseni
hladiny rustového hormonu v séru a jsou vhodné pro béiné
komeréni vyuziti a vyrobu v primyslovém méritku. Kromé toho::
Je nutno uvést, Ze tyto sloudeniny podle vyndlezu jsou'
vyhodné rovnéz i z toho hlediska, :ze jejich
fyzikd1lné-chemické vlastnosti jsou vhodné pro G&inné
aplikovani na Siroky okruh riznych zvifat v disledku

o N i TN W

TFE18kibility-téchto” polypeptidovych sloudenin, Které jo
dosahovano fﬁanmi'substitdcemi na ruznych polohdch téchto
polypeptidovych slouéenin, vybérem N-koncovych,.C—koncoyYCh
a centralnich éasti téchto polypeptidovych sloudenin, které
mohou byt polarni, neutralni nebo nepolarni povahy, takovym
zpusobem, aby byly kompatibilni s pozadovanou metodou
aplikace. ' ’
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Tyto peptidy obvykle projevuji vysoky stupern uc¢innosti
pri promotovani zvpéeni hladiny rustového hormonu v séru v
porovnani s vétsinou ekvivalentnich peptidid s ruznymi zbytky
aminokyselin na A,-poloze. Uvedené DeNal peptidy obvykle
predstavuji nejvyhodnéjsi slouéeniny vzhledem k jejich
vysoké ucéinnosti.

Nejvyhodnéjsimi peptidy podle uvedeného vynalezu jsou

His-DPNal-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH, a

Ay -His- -DPNal- Ala-Trp-DPhe~Lys-NH, (jako je
Ala—Hls-DﬁNal Ala-Trp-DPhe-Lys-NHz) a
AoaHls-DPhe-Ala-Trp-DPhe-Lys—NH2, jako je
Ala-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,, a

organické nebo anorganické adiéni soli odvozené od uvedenych

sloucenin. ‘ .

U téchto sloudenin bylo prokdzdno, zZe projevuji
vysokou ucinnost pokud se tyce promotovani zvyseni hladiny
ristového hormonu v séru. '

Slouceniny podle uvedeneho vynalezu je moZno pouZit ke
zvyseni hladlny rustoveho hormenu v krvi u zv1rat pricemzi .
se dosdhne zvyseni produkce mléka i u Krav, :zvysenlﬁtelesne
hmotnosti u zvifat, jako napriklad u savcl (to znamena
u 1idi, ovei, hovéziho dobytka a vepfu) a rovnéz tak
i u ryb, dribee a dalsich obratlovct a koryst,. a dale
zvysSeni produkce vlny a/nebo srsti u dal$ich zvirat. Rozsah

y'pfirﬁstku télesné hmotnosti zdvisi na pohlavi a stafi daného

o druhu zv1rete, na mnozstvi a. charakteru podavane sloucenlny

-"—»'p‘-l!- » -

uvolnujlc1 rustovy hormon, na zpusobu podavan1 a podobne.

P
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THteploté mistnosti Po*odstranénitehranici” ‘skupiny ”
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Tyto nové polypeptidové slouéeniny podle uvedengho
vyndlezu je moZno pripravit obvyklymi metodami znamymi
z dosavadniho stavu techniky, které se pouzivaji pro
pripravu peptidd v roztoku nebo v pevné fazi, nebo jinymi
klasickymi metodami podle desavadniho stavu techniky.
Syntéza téchto sloucenin v pevné fizi se provadi od
C-koncové dasti ?eptidu. Vhodné vychozi latky je mozZno
nap¥iklad pripravit pripojenim pozadcvané
alfa-aminokyseliny na chlormethylovanou pryskyfici,
hydroxyﬁethylovou pryskyrici, benzhydrylaminovou (BHA)
prysky¥ici nebo na para-methyl-benzhydrylaminovoﬁ
(p-Me-BHA) pryskyfici. Jedna z téchto chlormethylovfdh
pryskyric se prodava pod ochrannou inémkou Biobeads SX-1,
coZ je produkt firmy Bio Rad Laboratories, Richmond, )
Kalifornie. Postup pfipravy hydroxymethylové pryskyrfice jet
popsan v Chem. Ind. (Londyn) 38, 1597 (1966), autor Bodansky
a kol., pfi¢emZ postup zde uvedeny je moZno pro primyslovou
aplikaci ziskat od firmy Peninsula Laboratories, Inc.,
Belmont, Kalifornie.

Po pocatecnim pripojeni je moZno chranici . skupinu
alfa -aminoskupiny odstranlt pouZitim vhodného acidického
reakéniho ¢éinidla, Jako je napriklad roztok kyseliny
triflucroctové (TFA) nebo kyseliny chlorovodikové (HCl) v
organickém rozpoustedle pficemZ zpracovavani se provad1 pr1
alfa-aminoskupiny se postupné napoji zbyvajici chrinéné
aminokyseliny v poZadovaném poradi. Kazdia chranéna
aminokyselina se obvykle uvddi do reakce v asi trojnasobném
pPfebytku, pricemZ se pouZivd vhodného aktivatoru karboxylové
skupiny, jako je napfiklad dicyklohexylkarbodiimid (DcCC)
nebo. diisopropylkarbodiimid (DIC), coZ se provadi v roztoku,
jako napfiklad v roztoku méthylenchloridu (CH,C1,) nebo

I S o
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dimethylformamidu (DMF) nebo ve smésich téchto latek.

_Po dokonéeni poZadované sekvence aminokyselin je mozno
pozadovany peptid odstépit od pryskyficového nosice
zpracovanim s takovym reakénim ¢inidlem jako je napriklad
fluorovodik (HF), €imZ se dosahne nejencm odstépeni peptidu
od pryskyrice, alé rovnéz 1 odbouréni obvykle pouZivanych
chranicich skupin boéniho fetézce. V pripadé pouziti
chlormethylové pryskyfice nebo hydroxymethylové pr}skyfice
se po fluorovodikovém zpracovdni ziska volnd peptidova ‘
kyselina. V pripadé, Ze se pouiije BHA nebo p-Me-BHA
pryskyfice, potom se po fluorovodikovém zpracovani ziska
pfimo volny peptidamid. |

Postup provadény v pevné fazi, Xtery byl popsén ve
shora uVédeném textu, je velice dobre znam z dosavadniﬁo'
stavu techniky, viz. Stewart a Young, Solid Phase Peptide
Synthesis : Second Edn..(Pierce Chemical Co., Rockford, Il.
1984). | - o

Nékteré z metod probihajiéich v roztoku, ktérych je
‘moZno pouZit K syntetické.pfipravé‘peptidov?ch léték pedle
uvedeného vynélezu;,jspu uvedeny v pﬁblikaci Peptide ,
Synthesis, and Editién: John Wiléyméméons, New York, N.Y.
1976, autori %Edqnggy;qﬁgqlzﬁiJr;héﬁﬁwr” ;_;**“H,ﬁ:%ﬂﬁ“%“?”

Pfedpoklddad se, Ze je vyhodnéjsi provddét synteticky
postup pripravy uvedén?ch'pgptid& metodou Vv rozpouétédlqvé
_fé;i,~pfi které probiha kondenzaéni reakcé prinejmensim dvou
. peptidovych fragmenth. R o '

ot e eed - -

Tato vyse uvedenid metoda zahrnuje kondenzaci |
peptidového fragmentu

- - A B - w o=a T e e v, e
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X-A)-Y
s peptidovym fragmentem
U=-V-W

kde vsechny bo&ni Fetézce aminokyselin s vyjimkou Al‘jsou
neutralni nebo chrénéné,
a ve kterych znamend :
X Prot. nebo Prot.-A,, kde Prot. je N-koncovd chranici
skupina,
Y znamena A,-Q, Ala-A5-Q, Ay-A4-Q, Ala-A,~A3-Q,
Ay=Ay-2,-Q, Ala-AZ-A3—A4-Q, Ala-Q nebo -Q, pricéemz
jestliZe Y je Q, potom U je J-Az-A3—A4 nebo
J-Ala-Ay-A3-3,, .
jestliZe Y je Ala-Q, potom U je J=Ry=Aq-A,,
jestliZe Y je Ay~Q nebo Ala-A,-Q, potom U je-J-A3-A4:

Dok

jestlize Y je Az—A3-Q nebo Ala-Az—A3 -Q, potom U je

J-A4 r ' N ! w oA
jestlizZe Y je A2-A3-A4-Q nebo Ala-AZ-A3-A4-Q, potom U

i i

je Jf
V je A5 nebo 2, pricemi -
jestliZe V je Ay, potom W je A,~Z nebo 2,
jestliZe V je Z, potom W neni pfitomen, a )
Ay, Ag, A6 a 2 maji stejny vyznam Jako bylo shora
UV EAENE e s e AT A3t g o v b om0 e 5+ e e apirapee st

V uvedeném pfipa@é A, znamend DﬂNal nebo DPhe a A, je Trp.

Q je koncova karboxyskupina peptidového fragmentu,
pfifemi prfedstavuje -OR® nebo -M, kde M je zbytek, ktery je
schopen nahraZeni nukleofilni ¢asti obsahujici dusik, a R>
je vodik, alkylovd skupina obsahujici jeden aZ asi 10 atomi
uhliku, ‘arylova skupina obsahujici 6 a% asi 12 atomd uhliku
nebo aralkylova skupina obsahujici 7 az asi 12 atomd uhliku,
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J znamend aminové zakonéeni uvazZovaného fragmentu,
pricdemz predstavuje vodik nebo chranici skupinu, ktera
nebrani kondenzaéni reakci, jako je napriklad benzylova

skupina.

V dalsim postupu se odstrani chranici skupiny. V
alternativnim provedeni je moZno pro dalsi kondenzaéni
reakci za dcelem pripravy vétéiho peptidu pouZit chranény
ﬁeptid, ziskany shora uvedenym postupen. '

Tato vyhodnd metoda je podrobnéji popsdna v patentové
prihlédsce Spojenych statd americkych.¢. , podané
24. c¢ervence 1990,'autqfi John C. Hubbs a.S.W. Parker, o
ndzvu "Process for Synthesizing Peptides"”, uvedené zde jako
cdkazovy material.

Do rozsahu uvedengého vyndlezu rovnéz naleii postup
promotovéni uvolfovani a/nebo zvyseni hladiny rustového |
hormonu v krvi zvifat. Podstata‘tohoto postupu spociva
v tom, Ze se zviratim podavd Uc¢inné mnoistvi prinejmensim
jednoho vyse uvedeného polypeptidu. |

SLOuéeginy‘podle uvedeného vynéiezu je mozZno pédévat
oralne, parentérélné (iﬁtramuskulérné, i.m.),
1ntraper1tonealne {i.p.), intravendzné (1.v.),nebo .. smis
subkutdnné (s.c.) pomoci injekci, dale nazdlné, vaginalné,
rektidlné nebo sublingudlné, pricemZz tyto slouéenihy je moino
fdrmulovat do davkovych forem, které jsou vhodné pro kazdou
jednotlivou metodu pqdé#éni. Ve vyhodném provedenl podle

uvedeného vyndlezu se pouZiva parenteralniho podavani.

-2 S L. . P O

L e

Me21 pevne davkove formy pro oralni podavanl nale21
kapsle, tablety, pllulky, prasky a granule: Pri prlprave
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téchto pevnych davkovych forem se u¢inna latka smichava s
pfinejmensim jednim inertnim nosiéovym materidlem, jako je
napfiklad sachardza, laktéza nebo Skrob. Tyto ddvkové formy
mohou roﬁnéi‘obsahovat, jak je to béziné v .obdobnych jinych
pripadech v tomto oboru, dalsi latky kromé uvedenych
inertnich nosic¢ovych latek, jako jsou napriklad maziva,
napfiklad stearat horecénaty. V pripadé kapsli, tablet a
pilulek mize dévkova forma rovnéZ obsahovat tlumici ¢inidla..
Tablety a pilulky je moino formulovat spoleéné s obdukety
(coZ jsou latky napomdhajici uvolfiovdni Géinné latky ve
stfevech). |

Mezi kapalné davkové formy pro oralni podavani je
moZno zaradit emulze, rozéoky, suspenze, sirupy, elixiry
obsahujici inertni redidla vSeobecné zndmd a pouZivanid v
tomto oboru, jako je napriklad voda. Kromé vySe uvedenych
redicich latek mohou tyto prostfedky obsahovat rovnéz
pomocné latky, jako jsou napfiklad smddeci &inidla,
emulgaéni a suspendaéni ¢inidla a sladidla, esence a vonné
prisady.

Prostfedky podle uvedeného vynalezu pro paienterélni
podavani zahrnuji sterilni vodné nebo nevodné roztoky,
suspenze nebo emulze. Jako priklad nevodnych rozpoustédel
nebo vehikuld je moZno uvést propylenglykol,
'561§EEH§TEHBI§E3TT”§3§£15333”8T€?ET*3EKE*jé*ﬁépfiklad“““'““ T

olivovy olej a kukufiény olej, ddle Zelatina a organické

o]
Tadh e m g e

estery pouZivané pro injekce, jako je naprfiklad ethylester
kyseliny olejové. Tyto ddvkové formy mchou rovnéi obsahovat
pfidavné ldtky, jako jsou napfiklad konzervaéni prisady,
smaéeci, emulgacéni a dispergac¢ni éinidla. Tyto prostfedky je
moZno sterilizovat, napfiklad filtraci pres filtr
zachycujici bakterie, vpravenim sterilizaénich éinidel do
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téchto prostfedki, ozafovanim téchto prostfedki nebo
zahfivanim téchto prostiedkd. Rovnéz je mozZno tyto
prostredky bezprostfedné pred pouzitim pfipravovat _
v prostfedi sterilni vody nebo v jiném sterilnim médiu

vhodném pro injekce.

Tfto nové slouc¢eniny podle uvedeného vynalezu jsou
rovnéz vhodné k podavani v kombinaci s hormony uvelnujicimi
rustovy hormon (jako Jjsou napfiklad v pfirodé se vyskytujici
hormony uvolnujici rﬁstoﬁy hormon, anaiogy a funkéni |
derivaty téchto latek) a rovndZ v kombinaci s jinymi .
slouéeninami, které promotuji uvolnovani rdstového hormonu,
jako jsou napfiklad peptidy uvolfiujici ristovy hormon (viz
napfiklad patent Spojenych stdtd americkych ¢.4 880 778,
ktery je zde uveden jako oékazovy materidl). Tyto kombinace
pfedétavuji zejména v?hodné formy, pomoci kterych se
podavaji peptidy k uvolfovdni rustového hormonu podle
uvedeného vynalezu, nebot tyto kombinace promotuji
uvolfiovani mnohem vétsiho mnozstvi ristového hormonu neZ by
odpovidalo souétu jednotlivych u¢inkd pro kazdou jednotlivou
sloZku pfitomnou v uvedené kombinaci, to znamené, Ze tato
kombinace poskytujé synergicky u¢inek vzhledem'f jednotlivym
slozkam. Da151 detally tykajici se podavanl komb1nac1 )
obsahujlc1ch peptidy uvolnu]1c1 rustovy hormon 3sou popsany
ve vyse uvedenem patentu. Témito synerglcky pusob1c1m1
sloucenlnaml jsou ve vyhodnem provedeni slouceniny, ktere
u01nkujl jako agonisty receptoru hormonu uvolnujlc1ho
rustovy hormon, nebo'inhibuﬂi iéinek somatostatinu. Tento
synerglsmus muze byt blnarnl, to znamena miZe kK nému
dochdzet mezi sloucenlnou podle uvedeneho vynalezu a ]ednou
,;synerglcky uc1nnou .latkou, nebo muZe byt prltomna vice neZ

jedna. synerglcky uc1nna slouéenina.
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Mnozstvi poddvaného polypeptidu nebo kombinace
polypeptida podlé uvedeného vyndlezu se pohybuje v §irokych
"mezich v zdvislosti na riznych faktorech, jako napriklad na
konkrétnim zvifeti, které je osetrFovano pomoci téchto
peptidi, na stari a pohlavi; na poZadovaném terapeutickém.
u¢inku, na zpUsobu poddvéni a na tom, jaky konkrétni
polypeptid nebo kombinace polypeptidi se pouzivd. Ve vdech
téchto pripadech se ovéem pouzivd takové davky, ktera je
U¢inna k -promotovani uvolfiovdni nebo zvyseni hladiny
rustového hormonu v krvi zvifete, kterému je podavana tato
latka. Obvykle se tato ddvka celkové podavaného peptidu .
pohybuje v rozmezi od 0,1 pg do 10 mg na kilogram télesné
hmotnosti. Vyhodné pouZivané mnoZstvi je mozno snadnym
zpisobem urc¢it empiricky, coz miZe provést kazdy odbornik .
pracujici v daném oboru na zdkladé informaci uvedenych
v tomto popisu.

Napriklad v pfipadé poddvani. uvedenych latek lidem,
jestliZe se pouzije intravenézniho podavani, se vyhodné
mnoZstvi pohybuje v rozmezi od asi 0,1 Hg do 10 ug celkového .
mnoistvifbolypeptidu na kilogram télesné hmotnosti, podle
jesté vyhodnéjsiho provedeni je toto mnoZstvi v rozmezi od
asi 0,5 ug do asi 5 pg celkového mnoZstvi polypeptidu na
kKilogram télesné hmotnosti a jesté vyhodnéjsi je toto
mnozstv1 v, rozmezl od a51 9,7 I K9 do a51 3 0 ug celkového -

Y
-‘-’M..;-nfﬂgg—vfo- s ” S it b A A At (A Ty

mnozstv1 polypeptldu na kllogram telesne hmotnostl

v prlpadé, Ze se pouZivd Kombinaci obsahujicich peptidy
uvolfiujici rustovy hormon, potom je moZno pouZit nizsich
mnoZstvi tohoto peptidu. Napfiklad je moZno uvést, Ze

v pripadé kombinovani peptidu podle uvedeného vynalezu
napriklad se synergicky pusobici sloudeninou ze skupiny

I podle patentu Spo;enych statu americkych &. 4 880 778,
jako je napriklad GHRH, potom se vyhodné mnozstv1 peptldu
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podle uvedeného vynélezu pohybuje v rozmezi od asi 0,1 ug do

asi 5 ug {jako je napriklad

Ala-His- DBNal Ala- Trp-DPhe AG-Z
Ala-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-A,-Z nebo
His-DBNal-Ala-Trp-DPhe-Ag-Z) na kilogram télesné hmotnosti,
pricemz mnozstvi synergicky pusobici sloucéeniny (jako je
napriklad GHRH) 'se pohybuje v rozmezi od asi 0,5 ug do asi
15,0 pg na kilogram télesné hmotnosti, podle jeste
vyhodnéjsiho provedeni je toto mnoistvi peptidu podle
uvedeného vynalezu v rozmezi od aéi 0,1 pg do asi 3 Hg

a mnoistvi synergicky pusobici slouceniny je v rozmezi od

asi 1,0 pg do asi 3,0 pg na kilogram télesné hmotnostl.

Vv pripadé pouZiti oralniho zpusobu poddvadni je
zapotiebi obvykle pouZit vétiiho mnozstvi polypeptidu.
Naptiklad v pfipadé ordlniho zpusobu podavani u .lidi se
davkové mnozistvi obvykle pohybuje Vv rozmezi od asi 30 ug do
asi 600 ug polypeptidu na kilogram télesné hmotnosti, podle
jesté vyhodnéjsiho provedeni je toto mnoistvi v rozmezi od
asi 70 qg do asi 500 pg celkového podilu'polxpeptidu na
kilograﬁ télesné hmotnosti, podle jesté vyhodnéjsiho
provedeni je toto mnoistvi v rozmezi od asi 100 ug do asi
350 ug,ceikového'ﬁbdilu polypeptidu na kilogram télesné
hmotnosti a podle jesté vyhodnéjsiho provedeni je toto .
mnoZstvi od asi 200 ug do asi 300 ug_ celkoveho podllu
el PR e e o e, R v .
polypeptldu na kllogram telesne hmotnostl U krav Ye treba
pouzit pribliziné stejného ddavkovaného mnozstvi polypeptidu
jako u lidi, zatimco u Kkrys jsou zapotfebi davky vyssi.
Presné davkované mnoistvi je‘moiﬁo snadno uréit empirickym

.zpﬁsbbem na zakladé informaci uvedenych v tomto popisu.

~Obecné_je_moin6'ﬁvééﬁ;'jak jiz rovnédz byle uvedeno

vyse, Ze pri podavani kombinace obsahujicl peptidy
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uvolnujici ristovy hormon je moino pouzit nizsich davek
Jednotlivych sloucenin uveolfiujicich rustovy hormon v
porovnani s davkami nutnymi v pripadé jednotlivé pouzZitych
sloucenin uvolfiujicich ristovy hormon za tcelem dosazen1
stejného d¢inku vzhledem k synerglckemu pisobeni
dosahovanému v pfipadé pouziti uvedené kombinace.

Do rozsahu uvedeného vynalezu rovnéz nalezi prostredky
obsahujici jako tGéinnou latku organickou nebo anorganickou
adiéni sul odvozenou od vyse uvedenych polypeptidd a
kombinace téchto litek, popiipadé spolecne S nosicovym
materidlem, redldlem, matrici s pomalym uvolnovanim nebo
povlakem.

Do skupiny'organickich nebo anorganickych adiénich

- soli odvozenych od sloudenin uvelnujicich rdstovy hormon
podle uvedeného vyndlezu, které héleéi do rozsahu tohoto
vynalezu, je moZno zaradit soli organickych casti jako je
napfiklad acetat, trifluoracetat, oxalat, valerat, oleat,
laurat, benzoat, laktat, tosylat, citrdat, maleinan, fumarat,
sukcindt, vinan, naftenit a podobné dalsi zbytky, a dale =
anorganickych &asti, jako jsou prvky ze skupiny I'(to
znamena soli alkalickych kowvi), skupiny II (to znamena soli
kovu alkalickych zemin), amonné a protaminové soli, zinek,
Zelezo a podobné dalgi prvky, s opaénymi lonty, jako je
-napfiklad chlorid; bromid; siran, fosforecnan a podobné
dalsi ionty, a rovnéz tak i s organickymi cdstmi uvedenymi
vyse.

Farmaceuticky pfijatelné soli pfedstavuji vyhodné
slouéeniny v pfipadech, kdy se tyto latky podle'uvedenéﬂo
vynalezu podévaji'lidem. Mezi tyto soli je moZno zaradit
netoxické soli alkalickych kovi, kova alkalickych zemin a
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amonné soli, které jsou bééné‘pduZivéqy a.pfipfavovény ve
farmacii, priéemz témito solemi jsou'ﬁapfiklad sodné soli,
_ draselne SOll, lithneé SOll, vapenate SOll, hofeénaté solil,
barnaté Soll, émonne soli a protamlnove soll, prlpravovane
metodami béziné znadmymi z dosavadniho stavu techniky. V

rozsahu tohoto terminu jsou rovneéi zahrnuty netoxické adiéni

soli s kyselinami, které se obvykle pripravi reakci
slouéeninlpodle uvedeného vynalezu se vhodnou organickou
nebo. anorganickou slouéeninou. Jako reprezentativni priklad
téchto soli je mozZno uvést hydrochloridy,‘hydrobromidy,
sulfaty, hydrogensulfaty, acetaty, oxalaty, valeraty,
oleaty, laurdty, boraty, benzoaty, laktaty, fosfaty,
tosylaty, citrdty, maleinany, fumaraty, sukcinaty, vinany,
naf?yléty a podobné dalsi latky.

[

pfiklady provedeni vvnélezu

Polypeptldove sloucenlny podle uvedeneho vynalezu a
postup jejich prlpravy pudou v dalsim 1lustrovany s pomoc1
konkrétnich prlkladu, Xteré oviem nijak neomezuji rozsah

3

tohoto vynalezu.

ikxlad 1

. . oa
- ow T e et e L R W oo AU

Postup syntezy peptidd uvolnu]1c1ch rustovy hormon

Podle tohoto provedeni se postupovalo tak, Ze se
hydrochlorid paramethylbenzhydrylaminové (pMe-BHA. HCl)
pryskyrlce umistil do reakéni nadoby bézné obchodné -
dostupneho automatlcky pracu31c1ho zarlzenl ‘na syntetlckou

pripravu peptldu ‘Tato pryskyfice byla “substituovéna volnyml" :

aminovymi skup1nam1 v rozsahu az asi 5 mmold na gram.
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Slouceniny byly pfipraveny nakondenzovanim jednotlivych

aminokyselin, pric¢emZ se vychazelo od konce peptidové

sekvence s karboxyskupinou, za pouziti vhodného aktivaéniho

¢inidla, jako je naptiklad N,N'-dicyklohexylkarbodiimid

(DCC). Alfa-aminoskupina jednotlivych aminokyselin byla

chrénéna naprlklad t-butoxykarbonylovym zbytkem (t- Boc),

pricemZ reakéni funkéni skupiny boéniho retezce byly

chranény zpusobem uvedenym v ndsledujici ‘tabulce &. 1.

TABULKA &. 1

Chranici skupiny bocnlho retezce vhodné pro syntezu peptidu

v pevné fazi

arginin

kyselina asparto&é-

cystein

glutamova kyselina
histidin.

lysin
methionin-

serin

threonin
tryptofan

" tyrosin’’

N9-tosyl

O-benzyl
S-para-methylbenzyl
O-benzyl . ;
Nim-tosyl o %
N€-2,4- dlchlorbenzyloxykarbonyl ‘

S-sulfoxid

O-benzyl
O-benzyl

N formyl

. 0-2,6-dichlorbenzyl

Jesté pred pridanim poditeéni aminokyseliny bYla

Pryskyfice promichdna ve tfech cyklech (v kazdém cyklu po

dobu asi jednu minutu) s dxchlormethanem (CH2C12, asi

10 ml/gram pryskyrlcel, ‘potom byla neutrallzovana

N,N-diisopropylethylaminem (DIEA). promichinim ve tfech
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cyklech (v kaZdém cyklﬁ po dobu asi dvou minut) v
dichlormethanu (v poméru 10 : 90; asi 10 ml/gram pryékyfice)
- a potom byl tento podil promichan vé trech cyklech (pokazdé
asi jednu miﬁutu) s dichiofméthaném (v mnoiétvi asi
10 ml/gram pryskyrice). Pcéateéni aminokyselina a kazda )
dalsi aminokyselina byla nakondenzovdna na pryskyrici za
pouziti predem pripraveného symetrického anhydriduh za
pouziti asi trojndsobku vhodné chranéneé aminokyseliny
vzhledem k celkové vazebné kapacité pryskyrice a asi
1,5-nasobku DCC vzhledem k celkové vazebné kapacite
pryskyfice ve vhodném mnoistvi dichlormethanu. V pripadé
aminokyselin s malou rozpustnosti v dichlérmethanu byl
pridan N,N-dimethylformamid .(DMF) za ucelem dosaZeni
homogenniho roztoku. Obecné je moZno uvést, Ze 5ymetricky
anhydridlbyl pripraven az 30 minut pred zavedenim do reakéni
‘nadoby pfi teploté mistnosti nebo pfi teploté nizsi.
Dicyklohexylmocdovina, kterd se tvoFila béhem pripravy
symetrického anhydridu bylé odstranéna odfiltrovanim roztoku
pri gravitaénim spadu do reakéni nadoby. Prubéh kondenzace
aminokyseliny na pryskyfici byl monitorovédn obvyklym
zpﬁsobém'za'pouéiti bézné pouZivaného barevného testu
a reakénich c¢inidel, jako je napriklad ninhydrin (ktery
reaguje s primdrnimi a sekunddrnimi aminy). Po dokonc¢eni
kxondenzace chranéné aminokyseliny na pryskyfici ( >§9‘%)
byla chran1c1 skupiny alfa= amlnoskuplny odstranéna, -

4 e A A i Al Ll A 2 wdr. Lo

zpracovanlm s acidickym reakénim 01n1dlem (nebo c1n1dly)

Véeobecné pouZivané reakéni c¢inidlo sestavalo Zz roztoku

trifluoroctové kyselina (TFA) a anisolu v dichlormethanu
(v poméru 45 : 2 : 53). Uplny postup pfipojovéni.kazdého
3ednotllveho zbytku amlnokysellny na pryskyrlc1 je uveden
A nasledu31c1 tabulce c 2:

L I T N o :
™ A B gl T
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TABULKA ¢. 2
Postup pripojovani jednotlivych aminckyselin na pryskyfici

Reakéni éinidlo . Michaci  Doba michéni
- cykly Vv jednom cyklu
1. Dichlormethan 3 1 minuta
2. TFA, anisol,
dichlormethan ' 1 2 minuty
3. TFA, anisol, | .
dichlormethan (45:2:53) 1 20 minut ¥
4. Dichlormethan 3 1 minuta
5. DIEA, dichlormethan
(10 :90) .3 2 minuty
6. Dichlormethan 3 1 minuta
7. Predem pripraveny _
symetricky anhydrid 1 15-120 minut® .
8. Dichlormethan 3 1 minuta
9. Iso-propanol 3 1 minuta
10. Dichlormethan . ‘3 1 minuta
11.'Monitorovéni prubéhu
kondenzacni reakce#* IR

12. Opakovani stupid 1-12
- pro kazdou jednotlivou
aminokyselinu




_2'4...

%* P . fox
Doba kondenzace zavisi na jednotlivé aminokyseline

** Miru kondenzace je -moZno obecné monitorovat barevnym
testem. V pripadé, .Ze je kondenzace neuplna, muZe byt
tato stejna émindkyseiiné épétnéukéndénidééna tak, Ze se
opakuje postup podle stupni 7-11. V pfipadé, Ze je
kondenzace uplnd, je moino kondenzovat dalsi

aminokyselinu.

?omoci této vySe uvedené metody syntézy peptidu je
moino podle uvedeného vyndlezu pripravit noveé pplypéptidy
vazané na pryskyfici, kterymi jsou polypeptidy obecného

vzorce

A,~DPNal-A,-Trp-Ag-Ag~ R 2
Al-DPhe-Aa-Trp-As-As’ R

(ve kterych maji A, Ay, Ag a Ag stejﬁy vyznam jako bylo'
uvedeno shora a R predstavuje polymerni pryskyfici, pricemz
funkéni skupiny zakladnich aminokyselin jsou popripadé
chrinény vhodnymi chrénicimi skupinami). Jako priklad
specifickych sekvenci (ve vhodnych chranénych fofméch),
které byly takto podle\u&edeného vynalezu pfipraveny, je
moZno uvést nasledujici sekvence : D

-

Hi3TbMal-Ria rrp oPRe-tyes R T
Ala~His-DﬂNal-Ala-Trp-DPhe-Lys?'R‘ ‘
Ala-His-DTrp-Ala-Trp-DPhe-Lys- R
His-Ala-DTrp~Ala-Trp-DPhe~-Lys- R

' His-D"Nal-Ala-Trp-DPhe-Lys- R
Hié-DAsp-Ala-Trp-DPhe-Lyé; R
His-DCys(SMe)-Ala-Trp-DPhe~Lys- R*
His-DTrp-Ala~Trp-DPhe~Ala-Lys- R
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* His-DPNal-Ala-Trp-DPhe-Ala-Lys- R
Ala~His-DPNal-Ala-Trp-DPhe-Ala-Lys- R
Try-DArg-Phe-Gly- R
Ala-His-DPhe-Ala~Trp-DPhe-Lys- R
Ala-His-DHis-Ala=Trp-DPhe-Lys- R a
Ala-His-DPro-Ala-Trp-DPhe-Lys- R

P¥iklad 2 , '
- Uvolnovani ristového hormonu in vivo u krys.

- K tomuto testu byly pouzity nedospélé samicky krys
Sprague-Dawley, které byly ziskény od firmy Charles River -
Laboratories (Wilmington, MA). Po ziskani byly tyto krysy
umistény do kleci o teploté 25 °C, ve kterych pomér cykla
svétlo : tma byl 14 : 10 hodin. Témto krysam byla k
dispozici voda a potrava Purina podle libosti.” Mladata byla s
umisténa spoleéné s jejich matkami po dobu 21 dni,

-

Potom byly krysy o stari 26 dnu,.ve skupinach po
Sesti, anestetizovany intraperitonealné podanim 50 mg/kg
pentobarbitalu, coZ bylo provedeno 20 minut pred _
intravenéznim poddnim peptidu. Pro tyto intravenézni injekce
(i.v.) obsahujici peptidy bylo pouzito jako vehikula
‘normdlniho slaného roztoku obsahujiciho 0;1 & Zfelatiny.
Témto anestetizovanym krysam o hmotnosti v rozmezi od 55 do
65 grami byly potom pomoci i.v. injekci poddny slouéeniny
- uvelnujici ristovy hormon vV mnoZstvi podle dale;uvedenych
tabulek ¢. 3, 4 a 5. Injekce byly provedeny do jugularni
Zily, pficemZ mnoZstvi injekéniho roztoku odpovidalo 0,2
mililitru. |
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Viechna zvirata byla potom usmrcena na tonzilotomu 10
minut po podani posledni injekce (viz tabulky ¢. 3 a 4). Po
dekapitaci byla odebrana krev z trupu pro stanoveni hladiny
rustového hormonu v krvi. Potom byla ponechdna krev '
zkoagulovat, dile byla odstfedéna a sérum bylo oddéleno od
srazeniny. Toto sérum bylo potom uchovavano ve zmrazenenm
stavu aZ do provedeni radioimunologického stanoveni (RIA)
hladiny rﬁstového‘hormonu, co? bylo provedeno podle dale
popsané metody, kterda byla vyvinuta National Institute of
Arthritis, Diabetes and Digestive and Kidney Diseases
" (NIADDK). | | |

Reakéni ¢inidla byla obvyklym zpuscbem pridana do
trubic pro RIA stanoveni najednou o teploté, pri které byly
uchovavany v mrazniéce (asi 4 °C), pficemZ postup provadéni
byl nasledujici :

(a) pufr '
(b) "studeny” (to znamena neradioaktivni)} standard nebo e
neznamy vzorek séra, ktery md byt analyzovan,
(c) radiocoznadeny joédovany antigen rustového hormonu, a
(d) antisérum ristového hormonu.
PF¥idani reakénich éinidel se obvykle provede tak, aby bylo
dosazeno zfedéni-asi 1 : 30 000 (t. zn. pomér antiséra k
celkovému objemu kapaiiny, v jednotkdch objem/objem).-
"“W"Hﬁ%%éggugﬁf&ﬂéﬁ%ffeéﬁéﬁzuéiﬁidi&nbyla potom obvyklym
zpusobemn inkubovéna'pfi teploté mistnosti (asi 25 °C) po
dobu asi. 24 hodin, 'pridemZ potom byla ptfiddna druhd
protilatka (t. zn. kozi nebo krdlic¢i anti-opic¢i gama
globulinové sérum),” ktera se vaZe na antisérum rustového
hormonu a zpusobuje vysrazeni takto vzniklého kompiexu.
Vyéréieny-godilfv*iruBICIch'pro”RIK-Stanbveni byl potom:’

analyzovan na pocet pulzi ve specifickych &asovych
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periodach, coZ bylo provedeno v gama-scintilaénim &itadi.
Potom byla vytvofena standardni kfivka vynesenim poétu
radicaktivnich pulzd proti irovni ristového hormonu (GH).
Hladina rustového hormenu u neznamych vzorkl byla potom
stanovena podle této standardni kfivky.

Hladina rustového hormonu v séru byla zjistovana
metodou RIA za pomoci reakénich ¢inidel dodanych National
Hormone and Pituitary Program.

Hladiny séra v tabulkéch 3, 4, 5 a 6 jsou uvadény
v ng/ml pfi GH-standardu 0,61 mezindrodnich jednotek/mg
(t. zn. IU/mg). Hodnoty jsou uvddény se stredni +/- _
standardni odchylkou od primérné hodnoty (SEM). Statisticka
- analyza byla provedena pomoci Studentova t-testu. Oznaéeni,‘
NS znamend to, Ze odchylka nebyla statisticky vyznamna.
Vysledky uvedené v tabulkach 3, 4, 5 a 6 predstavuji prumér
testi se Sesti krysami. |
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TABULKA &. 3

Uvolnovani rdstového hormonu in vivo (ng/ml) promotovane
slouceninami uvolnujicimi rustovy hormon u krys
anestetlzovanych pentobarbltalem. ‘

(Zvifata usmrcena 10 minut po posledni injekci)

Sloupec A: Celkovd GH u kon- GH uvol- p-
Slouc¢eniny davka trolniho  nény slou- hodnota
uvolnujici (ng) vzorku éeninou ve
rﬁétovy hormon (ng/ml) sloupci A
' | (ng/ml)*SEM

His=DTrp-Ala- 0,1 15116 24639 - J
Trp-DPhe-Lys- 0,3 15116 670£75 -
NH, 1,0 151+16  1000£276 -

3,0 151#16 2106%216 = -
His-DANal-Ala- 0,1 151+16 9384255 <0,02
Trp-DPhe-Lys- 0,3 151£16 1716258 <0,02
NH, 1,0 151%16 3728691 <0,01

3,0 151£16 32384273 <0,01
His-DTrp-Ala- 0,1 .  138%12 226331 -
Trp-DPhe-Lys- 0,3 138+12  613%73 -
NH, 1,0 138+%12 1581%228 -

3,0 138£12 2875+393 -
Ala~His~DTrp-' 0,1 138412 254+78 NS -
Ala-Trp-DPhe- 0,3 138£12 809£59 NS -.

) TLys-NH, 7 100 7 13s#12 1516+215 =~ NS -

3,0 138%12 3095£473 NS -
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TABULKA ¢. 3 (pokracovani)

ar

WY

Sloupec A: Celkova GH u kon- GH uvol- p-
Slouceniny déavka trolniho nény slou- hodnota
uvoliujici  (ng) vzorku éeninou ve
ristovy (ng/ml) sloupci A
hormon (ng/ml)*SEM
Ala-His- 0,1 138412 - 1128+309 <0,02 <0,02
DPNal-Ala- 0,3 138+12 24794389 <0,001 <0,001
Trp-DPhe- 1,0 138+12 38994514 0,001 0,001
Lys-NH, 3,0 13812 42024369 <0,05 NS

k]
Ala-His- 0,1 111%25 360435 -
DTrp-Ala- 0,3 111#25 903+217 -
Trp-DPhe- 1,0 111425 2957+427 -
Lys-NH, 3,0 111+25 39564485 -
Ala-His- 0,1 111425 970+169 <0,01
DANal-Ala- 0,3 111#25 28984247 <0,001 "
Trp-DPhe- 1,0 111425 3908£327 NS
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TABULKA &. 4

Uvolnovanli rustoveho hormonu in vivq (ng/ml) promotované
slouéeninou uveolnujici rustovy hormon u krys
anestetizovanych pentobarbitalem.

(zZvifata usmrcend 10 minut po posledni injekci)

Sloupec A: ' GH u kon- Celkova GH uvol-

Slouceniny - trelniho davka nény slou-

uvolﬁujici vzorku {(rg) éeninou ve

rustovy hormon - (ng/ml) sloupci A
(ng/ml)+SEM

Ala—His-DTrp-Ala-Trp-'
DPhe~Lys-NH, 111%25 0,3 901%21

Ala-His-DPhe-Ala-Trp-~ _
DPhe-Lys-NH, 181%69 0,3 ) 616%74

Ala-His-DHis-Ala~Trp- ,
DPhe-Lys-NH2 117%19 0,3 268154

"Ala-His-DPro-Ala-Trp- - ,
DPhe-Lys-NH, 11719 0,3 262151

e e AL AL e tThe ke e m e e
A R . hod 3

at
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TABULKA ¢C. 5

Peptid ‘ Celkova GH u kon-  Uvolnény
' davka trolniho GH
(ng) vzorku (ng/ml)
(ng/ml)

His-DAsp-~Ala-Trp- 1,0 150120 154+63

DPhe-Lys-NH, 3,0 150420 15534

‘ 10,0 150420 163144

30,0 150%20 224%62

100,0 150+20 178+83

His-DCys~(SMe)-Ala 0,3 181469 178+28

Trp-DPhe-Lys-NH, 1,0 18169 193+28

' , 181169 180+34

His-D*Nal-Ala- . 0,1 151+16 28070
Trp-DPhe-Lys-NH, 0,3 151+16 439+122
, 151+16 1130+179
. 151+16 2319$139

His-Trp-Ala-Trp- 0,1 181%69 512443
DPhe-Lys~NH, 0,3 181+69 566+114
. S w0 1,0 0 181%69. . 1531303
. 181#69 2349%267
His-DTrp-Ala-Trp- 0,1 22029 420%105
DPhe~Ala-Lys-NH, 0,3 220429 900£163
| , 220%29 1965+366

1220%29

45531670




-

TABULKA ¢. 5 (pokracovani)

Peptid Celkova GH u kon- Uvolnény
'  davka "trolniho GH
(ng) vzorku (ng/ml)
(ng/ml)
His-DO0Nal-Ala-Trp- 0,1 111425 484+89
DPhe-Ala-Lys-NH, ,: 107416 971%241
1,0 107%16 1593+359
3,0 107416 13337£583
His-Ala-DTrp-Ala- 0,1 111+25 -
Trp-DPhe-Lys-NH, ) 151+16 261%32
1,0 151+16 830£103
, 151416 2588+341
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Z vysledki uvedenych v tabulkadch &. 3, 4, 5 a 6 je
patrneé, Ze slouceniny podle uvedeného vynalezu promotuji
uvoliovdni ristového hormonu a zvySovani hladiny tohoto
rustového hormonu v krvi krys, kterym byly tyto slouceniny
podany. Peptidy podle uvedeného vynalezu vykazﬁji tuto
aktivitu, priéemZ ekvivalentni sloudeniny se substituci na
Aj-poloze (to znamend napfiklad s DAsp, DCys(SMe), DHis
a DPro] neprojevuji tuto aktivitu. Z vyse uvedenych tabulek
- je rovnéZ patrné, iZe | |

His-D®Nal-Ala-Trp-DPhe-Lys ~NH,

je aktivnéjsi neZ slouceniny, které maji DTrp, D*Nal, DAsp a
DCys{SMe) na A,-poloze. Podobné je moZno uvést, Ze

Ala-His-DﬂNal-Ala—Trp-DPhe-Lys-NH2

je aktivnéjsi nez ekvivalentni DTrp-sloucenina.

Priklad 3

Podavani kombinace obsahujici slouceniny uvoliujici ristovy
hormon (GH).

-Postup podlerpfikladu-é byl opakovdn s tou vyjimkou,
Ze krysy nebyly anestetizovény ani nebyly predem oSetfeny
pentobarbitalem, pridemi témto krysam byla"podéna kombinace
obsahujici peptidy podle vyndlezu. Podané slouceniny,
dévkované mnoZstvi a ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce
¢. 6. ' ' ' '
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Uvolhovani ristového hormonu in vive iniciované

slou¢eninami uvolnujicimi rustovy hormon u Krys

anestetizovanych pentobarbitalem.

=

(zvifata usmrcena 10 minut po aplikaci posledni injekce)

Sloupec A: Celkova GH v kon- Uvolnény GH,
Peptid uvolnu- davka trolnim GH v séru
jici ristovy (ng} séru (ng/ml) (ng/ml)
hormon SEM (N=6) +SEM (N=6)
Ala-His-DPNal- 0,1 337£51 610+90
DPhe-Lys-NH, , 337+51 1140+187
1,0 337%51 2909%257
3, 337+51 3686%436
Ala-DfNal-Ala- 0,3 167+46 363+73
Trp-DPhe-Lys-NH, 1,0 167+46 14560£294
3,0 167+46 2072208
10,0 "167+46 2698%369
Ala-His-DPNal-Ala- 0,3 . 160%51 1418+302
Trp-DPhe-Lys-NH, 1,0 160%51 22014269
e it e B DR TERITY LT AT T TR T
Ala-His-DPNal-ala- 0, 22823 1746%318
Trp-DPhe-Lys=-NH, 1,0 228423 2610%176
Ala-His-DANal-ala- ' o, 160136 ‘8224243
Trp-DPhe-Lys~NH, 0, 160%36 1549292
T 1 "160%#36 | 21804284
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TABULKA &. 7

Synergicky uc¢inek sloucenin podle vynalezu v kombinaci se
slou¢eninami ze skupiny 1 a/nebo ze skupiny 3. in vivo

u neanestetizovanych krys. ‘

Podand slouéenina Davka (ug) Uvolnény GH
(ng/ml) *SEM

Kontrolni - - - 12+3
175-12 - - 1 58+13
175-1 - - 3 240%32
cP - - 10 204+50
GHRH® - - 3 ‘ 131150
rpd - - 10 79429
175=-1 GHRH - + 3 . 2014+224
175-1 TP - 1+ 10 987+204
175-1 GHRH TP +.3 + 10 4150+555
175-1 . GHRH. =~ . . 3 +-3. ©1994+249
175-1 TP - 3+ 10 2149451
175-1 GHRH TP 343+ 10 29224384
GHRH - 10 + 3 . 2525+453
C TP - 10 + 10 1597+387

c .- "GHRH TP 10 + 3 + 10 4344374
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* Slouc¢eniny ze skupin 1 a 3 jsou popsany detailné v patentu

Spojenych stdtu americkych &. 4 880 778

a : 175-1 = His-DBNal-Ala-Trp-DPhe—Lys4NH2'(slduéeninéhpodié

uvedeného vynalezu},

5

b:C= His—DTfp-Ala-Tfp-DPhé—Lys—NH2 (porovnavaci

slouéenina),

¢ : GHRH Tyr Ala-Asp~Ala-Ile-Phe~
Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg~Lys-
Val-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-
Ala-Arg-Lys-Leu-Leu~Gln-

- Asp-Ile~Nle=-Ser-Arg-NH,
(slouéenina ze skupiny 1)

d : TP = Tyr-DArg-Phe-Gly-NH2‘(slouéenina ze skupiny 3)

¥

Z vysledku uvedenych v tabulce 7 je patrné, Ze
slouceniny podle uvedeného vynalezu projevuji synergicky
W¢inek pri podéni spoleéné s prikladnymi slouéeninami
vybran?mi’zé skupiny 1 a/nebo 3. Z téchto uvedenych vysledkl
v tabulce &. 7 je rovnéZ patrné, zZe sloudeniny podle
vynalezu progevu31 51lne351 synerglcky u¢inek neZ je uéinek

,‘- r\-.....o.‘n..n...--.......- ot o e ——

~"dosazeny s porovnavac1 sloucenlnou (C), ktera - Je uvadena

podle dosavadniho stavu techniky jako slouc¢enina se
synergickym uéinkem. '
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Priklad 4

Kondenzadni reakce peptidovych fragmentl pro pripravu
peptidu.

Obecny postup :

Teplotu tani je moZno stanovit na pristroji Thomas
Hoover pro stanoveni teploty tani kapildrni metodou.
Infracervend spektra (IR} je moZno zaznamenat na
spektrofotometru Perkin-Elmer Model 137 nebo Nicolet Model
5DX, pricdemZ hodnoty se uvadi v poctu vin (cm‘l). Hmotové
spektrum (MS) se stanovi na pfistroji VG Analytical Ltd.
Model ZAB-1F Mass Spektrometer metodou EI (elektronového
narazu), FD (desorpce pole) nebo FAB (bombardovani rychlymi
atomy). GCMS je moZno zméfit na pristroji Finnigan 4023 GCMS
vybaveném 30-ti metrovou DB5 kapilarni kolonou (J & W
Scientific) za pouziti helia jako nosneho plynu. Optlckou
~rotaci je moino Zméfit na polarimetru Autopol ITII, vyrabéném
firmou Rudolph Research.

14 NMR spektra je moZno namérit na pfistroji JEOL
GX-400 NMR pracujicim pfi 400 MHz nebo na prlstrOJl JEOL
GX-270 NMR pracu31c1m prl 270 MHz. Tyto prlstrOJe jsou
schopny pracovat s béZnym dlgltalnlm rozlisenim men$im nez
0,7 Hz. Chemicky posun je vyjddfen v dilech na milion dilq
vzhledem*kewvnitfnimu~stahdarduwmktetYmnje :
3-(trimethylsilyl)tetradeuteropropionat sodny (TSP).

Vysokouc1nna kapalinova ch;omatografle (HPLC) byla
provedena 2a pou21t1 systemu Hltachl, sestavajlc1ho
Z gradientového reguldtoru L-500 a Eerpadla 655A,
pripojeného na semipreparativni kolonu 218TP1010. Jako
eluéniho rozpoustédla je moZno pouzit kombinaci vody
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obsahujici 0,2 % kyseliny trifluoroctové a methanolu.

V obvyklém provedéni jsou pozadované slouceniny eluovany
prutokovou rychlosti Sest mililitry za minutu se stoupajicim
gradientem organické sloZky rychlosti pribliZné 1-2 % .za’
minutu. Slbuéeniny se potom stanovi p¥i vhodnych vlnovych
délkach za pouziti U,V. detektoru LKB 2140 s diodovym
usporadianim. Integraci je potom moino provést pomocil

programu Nelson Analytical Software (verse 3.6).

Reakce byl? provedeny pod inértni atmosférou dusiku
nebo argénu, pokud nebﬁde uvedeno jinak. Bezvody
tetrahydrofuran (THF, jakost U.V.) a dimethylformamid (DMF)
byly dodany flrmou Burdlck and Jackson pricemsz tyto latky
byly p¥rimo odeblrany z nadoby

A. Postup pripravy tripeptidového fragmentu
- HN-Trp-DPhe-Lys(Boc}-NH,

N“-benzyloxykarbonyl-(NEt~butoxykarbonyl)lysin-amid, 4.

Podle tohoto provedenl byl k roztoku obsahu]lclmu
karbonyldllmldazol (cpI, 2, 88,24 gramu, O, 544 molu) a suchy
tetrahydrofuran (THF, 1500 mllllltru) o) teplote 10 °C pomalu
ﬁfidévén'N“-benzyloxykafbonyl-(N‘—t-ﬁhtoxykarbonyl)lyéin
(1, v mnoZstvi lsolgramu 0,474 molu) Béhem tohoto prldavku

—W‘r‘wwk-q"ﬂl‘q— b Lol R 2

‘unu.';v;

bylo pozorovano uvolnovanl plynu Zatimco se tvorll
meziprodukt 3, kterym je Nf-benzyloxykarbonyl-
(NE-t-butoxykarbonyl}lysinimidazolin, byl pfipraven nasycény
roztok amoniaku a THF (2000 mililitru), coZ bylo provadeno
tak, Ze plynny amoniak byl veden tetrahydrofuranem pri
teploté v rozmezi od 5 do 10 °C.'Poté, co_bylo‘odhadnuto, ze

vznik meziproduktu 3 probéhl dplné (to znamend, Ze Vyvoj’

plynu ustal, coz trvalo pfibliiné 2 hoainy), byla jedna

L2
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polovina THF-roztoku obsahujici meziprodukt 3 pridéana
k roztoku.amoniaku. Zbytek roztoku obsahujici meziprodukt
3 byl pridén po 30 minutach. Béhem tohoto pridavku byl
udrZovan kontinudlni proud plynného amoniaku, pridemZ tento
proud byl udrZovdn po dobu dal$ich 45 minut po tomto
 pfidavku. Béhem pEiddvani téchto dvou podild roztoku
obsahujiciho meéiprodukt 3 se vytvorila bila sraZenina.
Takto ziskand reakéni smés byla potom ponechana ohfat na
teplotu mistnosti a potom byla promichavédna po dobu 15 . .
hodin. PouZité rozpoustédlo bylo odstranéno od suspenze
aplikaci vékua, Ziskany zbytek byl suspendovdn ve vodé,
pfic¢emZ vysledna pevna latka byla oddélena vakuovou
filtraci.

Nf-t-§utoxykarbonylflysin-amid, 5.

Podle tohoto provedeni byl roztok obsahujici lysinamid
4 (v mnoZstvi 181,48 gramu, coZ je 0,479 molu) v methanolu
(MeOH, v mnozstvi 1000 mililitrd) priddvan ke katalytické
suspenzi obsahujici 5 % Pd/C (v mnoistvi 5 grami) v
methanolu (250 mililitrud) pod atmosférou argonu. Touto 5 Y
reakéni smési byl potom probublavian vodik (po dobu asi 15
minut), prifemZ tato reakéni smés byla potom promichavana
pod étmosférou vodiku tak dlouho, dokud nebylo HPLC-metodou
zjisténo, Ze reakce probéhla uplné (36 hodin). Vodikova
- atmosféra byla potom vyménéna argonem. Reakéni roztok byl
potom pre¢istén prichodem pres vrstvu Celitu a rozpoustédlo
bylo odstranénc za pouziti vdkua, é&imZ byla ziskina pevna
latka.
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z horkého EtCAc, ¢imZ byl ziskan druhy podil vzorku 8.
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N“—Benzyloxykarbényi-D-fenylalanyl-(Ne-t—butoxykarbonyi)—
lysin-amid, 8. h

Podle tohotd provedeni byl N¥- benzyloxykarbonyl D—"”
fenylalanln (6, v mnoistvi 126,39 gramu, coZ odpovida 0,423
molu) pomalu pridavan k roztoku CDI (2, v mnoZstvi 66,03
gramu, coz je 0,409 molu) v THF (500 mililitrd) o tepioté
10 °C. Béhem tohoto p¥idavani byl pozorovan vyvoj plynu.
Poté co vyvo) plynu ustal, byl ptidan lysinamid 3 (v
mnoZstvi 110,75 gramu, coZ odpovidad 0,452 holﬁ)'ve formé
roztoku v THF (500 mililitrﬁ) Po asi 48 hodinach byla takto

ziskani smés zfiltrovdha za ucelem odstranéni pevnych latek

' Oddeleny filtrat byl zkoncentrovan za pouziti vakua.

Takto ziskany zbytek byl potom vloZen do ethylesteru
kyseliny octové (EtOAc, v mnoZstvi 500 mililitru) a tento
podil byl potom promyt v délicce nasledujicim zpisobem :

1. vodny' roztok kyseliny chlorovodikové (1N, 3 x 500

mllllltru), pH promytého podilu 1 bylo asi 8, prlcemz
nasledujici promyvac1 podily mely pH 1;

2. voda (500 mllllltru),

3. vodny roztok uhliéitanu sodneho Na2c03 (polovicné’ ,
nasyceny roztok, podily 2 x 500 mililitrd) byl zflltrovan

T za ucelem Oddélénl vznlkleho‘krystallckeho pevneho podilu
(8): ' ' C T

Organicka vrstva byla potom usugena za pomoci siranu

hofeénatého MgSO,. Po vyéisténi bylo rozpoustédlo odstranéno
gSQy. P

za pOUthl vakua. Ziskany zbytek byl potom rekrystalovan

NI

- . e
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D-Fenylalanyl-(Nt-t-butoxykarbonyl)—lysin-amid, 9.

Podle tohoto provedeni byl methanolicky roztok (v
mnoZstvi 1500 mililitrd) amidu 8 (v mnozstvi 120,53 gramu,
coZ je 0,229 molu) pridédn ke katalytické suspenzi ohsahu;wnw
5 % PAd/C (50 grami) v methanolu MeOH (200 mililitru).
Argonova atmosfera byla potom nahrazena vodikem. Poté, co
bylo HPLC analyzou zjiiténo, Ze reakce probéhla.ﬁplné
(reakce,probihala'po dobu asi 4 hodin), byla vodikova _
atmosféra vyménéna argonem. Ziskany reakéni roztok byl potém
vycistén prlchodem pfes vrstvu Celitu, prlcemz filtrat byl
potom zkoncentrovdn za pouziti vdkua, éimZ byl 21skan
zbytek. Tento dipeptidovy. produkt byl potom pouzit pfimo pro
prlpravu tripeptidu 12.

N*- Benzyloxykarhonyl tryptofyl D-fenylalanyl- (N‘-t butoxy=.
karbonyl)IYSLn-amld 12.

Podle tohoto provedeni byl roztok ohsahujici
N“-benzyloxykarbonyl—tryptofan (10, v mnoZstvi 67,60 yramu,
coZ je 0,200 molu), THF (v mnoistvi 500 mililitrd) a ¢DI (2
v mnoZstvi 33,05 gramu, coZ je 0,104 molu) 6 teploté 10 °C
promichavan tak dlouho, dokud neustal vyvoj plynu. K této
reakéni smési byl potom pridan roztok obsahujici sloué¢eninu
2 (v mnoZstvi 40,8 gramu, coz je'o 103 molu) v THF (asi 200
-mililitrd):. Takto vznikly roztok.byl: ‘potom.ponechan reagovat
po dobu 15 hodin, pfidemZ se tento roztok ohfal na teplotu
mistnosti. Timto zpusobem se vytvofila pevna latka, ktera
byla oddélena vakuovou filtraci. Ziskany filtrat byl potom
zkoncentrovan za pouziti vakua, &imi byl ziskdn zbytek.
Takto ziskany.zbytek a pevny podil byly potom opét spojeny
a vlozeny do ethylesteru kyseliny octové EtOAc (v mnoZstvi
4000 mililitra) .za mirného ohrlvanl Po,ochlazeql tcohoto
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roztoku na teplotu mistnosti vznikla pevny podil.'Tentb
pevny podil byl potom oddélen vakuovou filtraci. Ziskana
pevna latka byla potom rekrystalovana z horkeho methanolu
MeOH, ¢imz- byl ziskan c1sty trlpeptldovy produkt 12.
Ethylacetatovy filtrat (z prvni krystalizace) byl potom
promyt v délicce ndsledujicim zplisoben : '

1. vodny roztok kyseliny dhlorévodikové (1N, 2 x 500

mllllltru),
2. voda (1 x 500 mllllltru),
3. vodny roztok uhlié¢itanu sodného Na2C03 {polov1cne s

nasyceny roztok, 2 x 500 mililitrd),

L]

4. vodny roztok chlorldu sodného (1 x 500 mllllltru)

organickd vrstva byla potom usuéeﬁ%.pomoci'siiahu
hofeénatého MgSO, a potom byl tento podil pfec¢istén vakuovou
flltrac1. Rozpoustédlo z tohoto filtrdtu bylo potom
odstranéno za pouziti vakua. Takto ziskany vysledny zbytek
byl potom opét pridan do ethylesteru-kysellny octové, éimZ
vznikl suchy pevny podil. Tento pevna material byl potom
podroben rgkrystalovani z horkeho methanolu MeOH ¢imz byl
_ziskan druhy vytezek sloucenlny 12 ve forme blle pevne
latky.
TEthofylfD4fenyldlahy14tNe-t4ﬁutOXYK5rbonyl)lysin-ahid, 13,

o s it : it sra i e s e e m ey e R
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Podle tohoto provedeni byl methanollcky roztok (v N
‘mnoistvi 1500 mllllltru) trlpeptldove slouceniny 12 (v |
mnozstvi 64 59 gramu coz je 0,091 molu) prldan ke
katalytlcke suspenzi obsahujici 5 % Pd/C (5 gramu)'

a methanol MeOH (250 mllllltru) pod atmosférou. argonu. Potom
byl prldan da151 podll methanolu MeOH {2250 mllllltru)

Argonova atmosfera byla potom hahrazena vodiken a “reak&ni

smés byla ponechana zreagovat (reakce problhala po dobu asi.
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24 hodin). Po dokoncéeni reakce byla vodikova atmosféra
nahraZena argonem. Takto ziskany roztok byl potom vycistén
pres vrstvu Celitu a ziskany filtrat byl zkoncentrovan za
pouziti vakua, ¢imZ byl ziskdn tripeptid 13 ve formé bilé
pevné latky.

B. Priprava tripeptidového fragmentu -K-His-DPNal-Ala-OMe.

Mgthylester‘H“—benzyloxykarbonyl-histidyl-D-beta-naftyl—

alaninu.

A Podle tohoto provedeni byl roztok obsahujici
ethylester kyseliny octové EFOAC (v mnozZstvi 400 mililitxr)
a hydrochlorid methylesteru D-beta-naftylalaninu (22, v
mnoZstvi 0,62 molu) promyt nasycenym roztokem uhliditanu § y
sodného (400 mililitrd) a 0,8 N vodnym roztokem hydroxidu :
sodného (asi 500 mililitrG). Ziskanad vodna faze byla |
odstranéna (pH 8,5) a organickd faze byla postupné promyta
poloviéné nasycenym vodnym roztokem uhliéitanp sodného
Na,CO4 (150 mililitrd) a potom vodou (50 mililitrd). Volnd
bazicka forma slouceniny 22 byla potom odd&lena prfi .
zkoncentrovavani ethylacetitové vrstvy ve vakuu. | h

Dicyklohexylkarbodiimid (DCC, v mnoZstvi asi 95 grama,
coz je 0,46 molu) byl pZiddn k roztoku obsahujicimu
.Nﬁﬁbenzyloxykarbonyl—histidin (19,~v mnoZstvi- 143,5 gramﬁ,
coz je 0,50 molu), N-hydroxysukcinimid (HONSu, 23,

v mnoZstvi 0,62 molu) a &erstvé pripravenou volnou bazickou
formu slouéeniny 22 (v mnoZstvi asi 0,52 molu) v DMF (asi 3
litry) o teploté -5 °C (roztok chlazen na lazni ledu a
ethanolu). Takto ziskany vysledny reakéni roztok byl potom
pqnechén_promichévat po dobu 24 hodin, pricemz se tento
roztok ohrfdl na teplotu mistnosti. Ke zjisténi, zda reakce
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probéhla Uplné, je moZno pouiit HPLC-analyzu (vysokouéinna
kapalinova chromatografie) reakcniho produktu. V pfipadé, Ze
reakce neprobehla uplne, byl reakcnl roztok ochlazen na asi
-5 °C a k reakcnl smési byl priddn daldi podil =~ T '
dicyklohexylkarbodllmldu (asi 0,17 molu) Tato reakcnl smes
byla potom opet ponechana promichdvat po dobu dalsich 24
hodin pri soucasném ohfati na tepleotu mlstnostll Takto
ziskana smés byla potom zfiltrovdna za Uéelem odstranéni
dicyklohexylmodoviny (DCU). K takto ziskanému f£iltratu byla
potom pfiddna voda (1 litr) a tento roztok byl potoem .
zkoncentrovan ve vakuu. Zbytek byl potom zpracovavan vodnym
roztoku 1N kysellny chlorovodikové (asi 1 litr dokud hodpoté
pH vodng_faze ngdosahla 1)._Vodnalﬁ§ze byla potom
extrahovana dvéma podiiy ethYlestEru kyseiiny octovéhfkézdy
podil o objemu 1 litr). Takto ziskané ethylacetdtové vrstvy
pyly potom oddéleny. Hodnota pH vodné faze byla potom
upravena prldavkem chladného 2N roztoku hydroxidu sodneho _
{500 mllllltru) a peletami hydrox1du sodného. B&hem
provadéni neutralizace byl roztok udrZovan v chlqdnem stavu
pridavkem ethylesteru kyseliny oétové {1 litr). Po upravé
hodnoty pH této vodné faze na pribliZné 7 nastane obvykle
velice intenzivni vysraZeni bilé pevné latky nebo oleje.
lekana srazenlna byla oddélena vakuovou filtraci nebo
dekantovanlm a potom promyta polov1cne nasycenym roztokem
uhli¢itanu sodného (2 x 1500 mllllltru),ﬁyodou (6 x 1500 ;

o o o g-_.- <H-c'- A, gy T el

mllllltru) a ethylesterem kysellny octove (3 x 1505 L ' -

mililitra). lekany pod11 byl potom usugen za vysokeho vakua
na konstantnl hmotnost. Tento produkt byl potom hydrolyzovan
primo bez dalsiho precistovani.’ | ' '

DPhe- peptld je mozZno pr1prav1t pouzitim hydrochlorldu

methylesteru D—fenylalanlnu ]ako sloucenlny 22 ‘misto
hydrochloridu methylesteru D- beta,naftylalanlnu.
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N¥-Benzyloxykarbonyl-histidyl-B-naftyl-D-alanin, 26.

‘Podle tohoto provedeni byl vodny roztok hydroxidu
sodnéhe (v mnosstvi 192 mililitra, 0,08 g/ml roztoku, 0,38
molu) pridan k roztok obséhujicimu dipeptid 25 (asi 0,38
molu), vodu (360 mililitrd) a methanol MeOH (asi 6 litru). .
Takto ziskany roztok byl potom pfomichévén pri teploté
mistnosti tak dlouho, dokud hydrolyza neprobéhla dplné (asi
24 hodin). Spotrebovani chhoz}ho peptidu bylo potvrzeno
HPLC analyzou. Potom byl tento roztok zkoncentrovan za
pouziti vakua, éimé vznikl zbytek, ktery byl rozpustén ve
vodé (asi 1 litr). Vodnd vrstva byla potom extrahovéna

ethylesterem kyseliny octové EtOAc (2 x 500 mllllltru)
v déliéce. Ethylacetatova vrstva byla potom oddelena.’ +
Ziskand vodna féze byla potom upravena.na pH priblizné 5
ptidavkem koncentrované kyseliny chlorovodlkove,, prlcemz

v tomto okamZiku nastalo vysrdzZeni bilé pevné 1atky nebo

oleje. Produkt byl oddélen a usuden za pouziti vakua..

Methylester N“-Benzyloxykarbonyl ~histidyl- D—beta—
naftyl- alanyl-alanlnu, 20.

Podle tohoto'provedeni‘byl shora uvedeny dipeptid
N“-benzyloxykarbonyl-histidyi—D?beta-haftylalanin‘(;g, v
mnoZstvi 0,253 molu) pridan k roztoku HONSu (23, v mnosstvi

-0 ,505.molu)...v. DMF. (800 Mmililitras)-pod atmosferou~argonu K
tomuto roztoku byla potom ptidana smés obsahujici
hydrochlorld methylesteru‘alanlnu (15, v mnozstvi 0,303
molu), N¥methylmorfolip (16, v mnoistvi 0,303 molu)

a dimethylformamid DMF (200 mililitrd). Takto ziskany

koneény. roztok byl potom ochlazen na teplotu 10 °C, pricemsz
'soucasné byl pridan dicyklohexylkarbodiimid (24, v mnozstvi
0,265"molu) v methylenchloridu (273 mililitrid). Reakéni
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pribéh byl monitorovan metodou HPLC, pricemZ re;kéni teplota
byla udrZovana na 10 °C az do dokonceni reakce. Jestlize po
nekollka dnech (asi 4 dny) neprobéhne reakce Uplné, prida se
kK reakéni’ smési ‘dalsi’ podll slouceniny 24 (v mnozstvi 0, 080
melu) a tato reakéni smés se potom ponechda promichavat po
dobu dalidiho dne, coZ se provede pri teploté 10 °C. Reakce
se znovu monltoru]e metodou HPLC dokud neni zaznamenan uplny
priubéh reakce (obvykle asi 5 dni). Pevny podll ktery béhen
této reakce vznikl, byl oddelen vakuovou f11trac1. Ziskany
filtrat byl potom zkoncentrovan za pou21t1 vakua, éimz
vznikl zbytek Tento zbytek byl potom pridan do ethylesteru
‘kysellny octové a extrahovan poloviéné nasycenym roztokem
uhlicitanu sodneho Na2CO3 (2 x 500 mililitru). Potom byla
ethylacetatova faze usugena 51ranem horecnatym MgS0, .

Ziskany roztok byl pre01sten a zkoncentrovan za pou21t1.
vdkua za vzniku zbytku '

C. Priprava tetrapeptidovéhO”fraghentu/Ala—His-DaNal-Ala;OH

Methylestér histidyi—D-beta?naftyl-afanyl—aianind, 30.
Podle tohoto provedenl bylo 5 % paladia na uhliku (v

mnoZstvi 3 gramy) opatrne prldano k roztoku methylesteru

N¥ - benzyloxykarbonyl hlStldyl D- beta- naftylalanyl-alanlnu 20

(v mnoistvi 71 mmolu) v’ methanolu (SOO mllllltru) pod

g BT RTT -Luq«\ .mg.- 45
[
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atmosferou argonu. Potom byl argon probublavan reakcnl éme51
po dobu 15 mlnut a v dalsi fazi byla pridana kysellna octova
(v mnozstvi 15 mllllltru 0, 26 molu}. Takto 21skanou reakcnl
smési byl potom podpovrchove probublavan vodlk po dobu 15
minut a potom byla tato reakéni smés ponechana promlchavat
pri teplote mistnosti a pod ochrannou vrstvou vediku

(0,1 MPa). Ke z;1sten1 pripadné prltomne vychozi” latky bylo

X monitorovani tetoAreakcn; smési pouzlto metody
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HPLC-analyzy (vysokoucinna kapalinova chromatografie).

V pfipadé, kdy byla zjisténa pritomnost urditého podilu
vych021 latky, byl reakéni smési opatrné probublavan argon
(podpovrchovym privadénin po dobu 30 minut) a v dalsi fazi
byl pridan dalsi podil 5 % palddia na uhliku (v mnoZstvi
2,5 graﬁu). Potom byl znowvu zaveden vedik. Touto reakéni
smési byl znovu probubldvan argon, pfidems vysledny reakéni
roztok byl vy¢istén filtraci pres vfstvu kfemeliny. Takto
ziskany vysledny roztok byl potom zkoncentrovan za pouZiti
vakua, ¢imZ byl ziskdn poZadovany produkt. Cést tohoto
produktu byla rozpusténa nebo suspendovdna ve vodé (500
mililitrd)., K zlskanemu vyslednemu materidlu byl potom
pridan ethylester kyseliny octové a nasyceny vodny roztok
uhli€itanu sodného. Oddélenim ethylacetitové vrstvy nebo
vzniklych pevnych latek byla 21skana poZadovana sloucenina
(30) ve forme volného acetatu.

N-hydroxysukcinimidester Boc-alanin, 31.

Podle tohoto provedeni byl dicyklohexylkarbodiimid (v.
mnoZstvi 43 mmoly) priddn pfi teplotd mistnosti k roztoku
obsahujicimu Boc-alanin (v mnoistvi 43 mmold)

a N—hydroxysukcxnlmld (v mnoZstvi 48 mmold)

v methylenchloridu (250 mililitra). Takto ziskany roztok b&l
potom ponechdn promichivat po dobu pres noc. Ziskana reakéni
;. SMES. byla potom .zfiltrovéna. za Gcelem-odstranéni -
dicyklohexylmoéoviny a vycistény filtrat byl zkoncentrovén
za pouZiti Vékua, &imz byl ziskdn poZadovany produkt, ktery
byl pred pouzitim skladovan prl teploté -20 °C pod
atmosferou argonu.
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Boc-Ala-His-DfNal-Ala-OMe, 32.
Vys$e uvedeny ester alaninu (v mnoZstvi 23,9 gramu)
ziskany shora uvedenym postupem byl podle tohoto provedenl
pridan do roztoku obsahujlc1mu His-DBNal-Ala-OMe " (30)
(v mnozstvi 20,1 mmolu) v bezvodém dimethylformamidu (DMF,
500 mililitra). Takto ziskany homogenni roztok byl potom
ponechan promichévap po dobu pfes vikend pri teplote
mistnosti a potom bfl analyzoﬁén; V ptipadé, Ze se pri
HPLC-analyze ukazalo, Ze v reakéni smési nebyl pfitomen

téméf zAdny tripeptid (to znamend po intervalu asi 3 dni),
byla pfidéna k reakéni smési veda (v mnoZstvi 50 mililitra).
Takto ziskand reakéni smés byla potom ponechdna promidhévat
po dobu dalsiho jednoho dhe, ziskany roztok byl potom
zkoncentrovan za pouziti vakua. Vznikl zbytek, ktery byl
rozpustén v ethylesteru kyseliny octové.a potom byl
extrahovdn poloviéné nasycenym vodnym roztokem uhlicitanu
sodného (v mnozstvi 2 x 300 mililitra). Ziskanid organicka’
faze byla potom susena za pomoci 51ranu horeé¢natého MgSO,

a siranu sodného Na,S0, a potom byla zkoncentrovana za
pouZItl vakua, &im byl ziskan pozadovany tetrapeptld Tato

Boc-Ala-His- D—ﬂNal Ala-OH.

+ . . ER . L

Boc-Ala-His- D-FNal ~Ala- -OH, 33.
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Podle tohoto provedenl byl vodny roztok 2N hydroxldu
sodného (v mnoistvi 7,5 mililitru, coz je 15 mlllmolu)
pridan k roztoku methanolu (Vv mnozstvi 500 mililitrd) a vody
(200 mililitra) obsahujicimu Boc—Ala-His-D-@N&i-hla«OMe '
(v mnoZstvi 13,7 mmolu). Po probéhnuti reakce byla ziskana
'fEékEﬁi“sﬁés“pohedhéna’promichéVat“pO'dobﬁ“pfés"noc pri-
- - teploté mistnosti, pfiéemz potom bylo HPLC-analyzou '
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(vysokouiéinnd kapalinova chromatografie) zjisténo, Ze v této
reakéni smési zbyvd jesté urdity podil vychozi latky. Po
témé¥ udplném dokondeni reakce (coz trvalo asi po dobu pres
noc) byl ziskany vysledny roztok zkoncentrovan ve vakuu na
objem pribliZné 200 mililitrd. K tomuto roztoku byla pfidana
voda (100 mililitrd) a hodnota pH byla upravena na pribliZné
12 pridavkem 2N hydroxidu sodného (1 mililitr). Tento
vysledny roztok byl extrahovan ethylesterem kyseliny octové
(2 x 500 mililitra). Vznikla ethylacetatova vrstva byla
potom odstranéna. Hodnota pH vodﬂé faze byla potom upravena
na pribliZné 5 pr¥idavkem vodného roztoku kyseliny
chlorovodikové, coZ obvykle zpusobi vysréaZeni produktu.

V této fazi je ditlezité minimalizovat objem vodné fize za
u¢elem urychleni vysrééeﬁi produktu. Vodna faze byla potom .
dekantovanim oddélena od ziskaného produktu a tento produkt
byl opléchnut vodou (2 x 50 mililitrd). oddeleny produkt byl
potom ususSen na konstantni hmotnost ve vakuu.

D. Kondenzace peptidovych fragmentu za ucéelem prlpravy
heptapeptidu Boc-Ala-Hls*D-ﬂNal -Ala~Trp-D-Phe- )
Lys(ch)}NHz,.34. A

Podle tohotorﬁrovedeni byly dva peptidy, to znamena
Boc-Ala-His-D-ANal-Ala-OH (33, v mnoZstvi 2,6 mmolu)
a Trp-D-Phe-Lys(Boc)-NH2 (13, v mnoZstvi 2,8 mmolu)
rozpustény-v bezvodém-DMF; - pfiéeméwziskany vysledny roztok
byl zkoncentrovan za pouZiti vakua. Toto predbéiné
zkoncentrovan1 bylo provedeno z toho davodu, aby bylo
odstranéno jakekollv stopové mnoZstvi methanolu, které by
mohlo byt prltomno -Takto ziskand peptidovd smés byla potom
opét rozpustena v DMF a ddle byl pridan N-hydroxysukcinimid
(v mnozstv1 5,1 mmolu) Takto zlskany vysledny roztok byl
potom ochlazen na teplotu -2 °C a, potom byl prldan




probehla reakce uplne, bylo pouzito metody HPLC

dicyklohexylkarbodiimid (v mnoZstvi 3,4 mmolu) ve formé
roztoku v methylenchloridu (3,5 mililitru). Takto ziskana
reakcn1 smés byla potom ponechana promichavat pri teplote

roztoku -2 °C po dobu tFi dni. K analyzovanl roztoku, zda

(vysobouc1nna kapa11nova chromatografxe). Po tomto uvedeném
¢asovém intervalu a v prlpade, ze bylo zaznamenano, 2Ze
reakce neprobéhla uplné, byl pfiddn dalsi pOdll
dlcyklohexylkarbodllmldu a takto ziskana reakcnl smés byla
ponechéna promichavat po dobu dals$iho jednoho dne pri .

teploté =2 °C. V pripadé, Ze v nasledujicim dni (to znamend

o~

celkové po ¢tyfech dnech) bylo metodou HPLC-analyzy _
(vysokoucinna kapalinova chromatografle) znovu 231steno, ie
reakce neprobéhla uplné, bylo ochlazenlm reakéni smési

dosazeno ukoncéeni reakce. Teplota reakéniho roztoku byla

potom ponechana mirné vzrist na teplotu mlstnostl (25 °C),
coZ bylo provadéno po dobu nékolika hodln (asi 8 hodln)
Takto ziskanad reakéni smés byla potom ponechéna promichavat
po dobu pres noc pr1 teplote mistnosti. Tento postup byl -
potom opakovan dokud reakce neprobéhla plné. K vysledne
reakéni smési byla potom p¥idana voda (50 mililitra)

a vysledna reakéni smés byla potom ponechana promichdvat po
~dobu ‘dalsiho jednoho dne Potom byl reakéni roztok '

zflltrovan za dcelem odstranéni dlcyklohexylmoéov1ny

a zlskany flltrat byl zkoncentrovan ve vakuu na v1skozn1 ‘
-wv-w- e A g et won e - -“" ' i, i bl T LT - oo

Vim - et ol

'0193 K takto zlskanemu vyslednemu zbytku byl potom prldan

ethylester kysellny octové a polov1cne nasyceny vodny ‘roztok
uhliéitanu sodného (200 mllll;tru)._Tlmto zpusobem vznikla
dvoufazova reakéni smés, kterad byla intenzivné promichavana
na rbtéénim bdpafovéku'po dobu ptibliZné jedné hodiny.
Veskery podll pevnych latek byl potom oddelen flltrac1 na
frlte za ucelem 21skan1 produktu Organlcka faze byla

promyta vodou a potem byla susena na konstantn1 hmotnost za
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pouZiti vdkua, ¢imZ byl ziskan dalsi podil produktu.

Ala-His-D-ﬁNal-Ala—Trp-D-Phe-Lys—NH2, 35.

Podle .tohoto provedeni byl heptapeptid éiskany shora
uvedenym postupen, t. zn.
Boc-Ala~His-D~ANal-Ala-Trp-D-Phe-Lys (Boc )-NH, (34, v
mnozstvi 1,02 mmolu) pridan p#i teploté nistnosti kX roztoku
obsahujicimu trifluoroctovou kyselinu (v mnoZstvi 30
mililitrd), dimethylsulfid (v mnoZstvi 14 mililitrd),
1,2-ethandithiol (7 mililitrd) a anisol (2,2 mililitru) v
methylenchloridu (15 mililitru). Takto ziskana homogenni
reakéni smés byla potom ponechana promichavat po dobu 15
minut. Po tomto Gasovém intervalu byl pridan bezvody éter (v
mnoZstvi 450 mililitrd) za udelem dosazeni vysrazZeni
surového biologicky aktivniho peptidového produktu 35. Tento
produkt byl potom isolovan filtraci na frité nebo
dekantovdnim. Takto ziskany vysledny produkt byl potom
rozpustén ve vodé a potom byl lyofilizovén. Takto z2iskany
lyofilizovany produkt byl potom dale prec¢istén .
chromatografickou metodou za stfedniho tlaku ve sklenéné .
koloné 26 x 460 milimetru naplnéné materidlem Lichroprep
RP-18 (C-18, 25-40 nm, nepravidelnd hodnota mesh, neboli
rozdéleni velikosti zrn). po pPEivedeni peptidu ve forme
roztoku ve vodé byla tato kolona eluovina prutokovou
rychlosti 9 mililitrd za minutu pfi malém gradientu

.V rozmezi 0 aZ 25 % methanolu po dobu 5 az 20 hodin a potom

Pri gradientu 25 a3 55 % methanolu pe dobu 48 hodin.
Koncentrace methanolu pri pouziti tohoto gradientu vzristala
rychlosti 2 % za hodinu. Béhem provadéni tohoto eluovani byl
zbytek rozpoustédlové smési upraven vodou obsahujici 0,2 %
kyseliny chlorovodlkove Produkt ziskany timto postupem

(35) byl potom analyzovan metodou. HPLC (vysokouc1nna

.
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kapalinova chromatografie), pricemz byl oddélen

zkoncentrovanim vhodnych podild ziskanych eluovanim.

Uvedeny.vynéiéz byl detailné bopsén pomoci jednoho P
vyhodnych provedeni nalezicich do rozsahu obecného resenil
podle vynalezu. Je ovéem tfeba poznamenat, Ze odkornikim
pracu31c1m v daném oboru budou na zakladé vyse uvedeneho
popisu zfejma i dalsi provedeni, alternativy a modlflkace

tohoto postupu, které vsechny nale21 do rozsahu uvedeneho

vynalezu.

-
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PATENTOVE NAROKY £6 X 7|
' . 01500
1. Peptid obecného vzorce -
' | CLRYGN
A1-Ay-A3-Trp-Ag-A4-Z | | R

ve kterém znamena
Ay His, 3(NMe)Hi§, His-Ala, Ala, Tyr, Ay-His nebo
Ay-3(NMe)His '

kde A, predstavuje libovolnou v pfirodé ‘se

-

) " vyskytujici L-aminokyselinu, Met(0O),
DOPA, Abu nebo peptidy obecného vzorce

L-A,
kde L znamend H, DOPA, Lys, Phe, Tyr,
Cys, Tyr—DAla-Phe-Gly, Tyr-DAla-Gly-Phe,
Tyr-Ala-Gly-Thr nebo Tyr-DAla-Phe-Sar,
A5 znamena DﬂNal nebo DPhe,
A3 znamen&d Ala, Gly nebo Ser, v
As znamend DPhe, D/Lﬁ(ﬂe)Phe nebo (NMe)DPhe,
Ag znamend B-G nebo G,
kde B predstavuje llbovolnou v pfirodé se
vyskytujici L-aminokyselinu, dipeptidy
-libovolnych v pfirodé se vyskytujicich
aminokyselin nebo HoN-(CHy),-CO,H, kde
=2-12 a |
.G znamenéd Arg, ilys, Lys nebo Orn,

" Z znamena koncovou skupinu na koncovém uhliku
polypeptidu nebo C-koncovou ‘aminokyselinu . nebo kyseliny plus
koncovou skup1nu, pricem2 Z je -CONRlR2 -coor! nebo
-CHy0RY, _Gly-z', -Met-z', -Lys-Z', ~Cys-Z', -Gly-Tyr-Z'
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nebo -Ala-Tyr-Z',

kde Z' pfedstavuje skupiny -CONR'RZ, -COOR! nebo

-CH,0R!, a |
Rl'znamené vodik, alkylovou skupinu

obsahujici 1 az asi 6 atomi uhliku,
cykloalkylovou skupinu obsahujici 3 az
asi 8 atoma uhliku, alkenylovou skupinu
obsahujici 2 a% asi 8 atomQ uhliku nebo
arylovou skupinu obsahujici 6 az asi 12
atomi uhliku, a R? je definovan jako r1,
inéemg ;ytplsgbstitugnty mohou byt
stéjné nebo rozdiiné,' | ‘

a oxganické'nebo anofganické farmaceuticky prijatelné soli

odvozené od téchto sloudenin.

2. ‘Peptid podle naroku 1, ve kterém A, je DANal.

4 .

" 3. Peptid podle ndroku 2, ve kierém A; znameni His,
Ala, His-Ala nebo A -His. | |

4. Peptid podle narcku 2, ve kterém 33 znamena Ala.

5. Peptid podle naroku 3, ve kterém A, je Ala, Lys
nebo Glu; A3 je Ala: ‘Ag 'je Lys, iLys, Ala-lys, Ala-Ala-lys
nebo H,N(CH,),+CO-Lys, kde n' je 4 aZ 8. ‘

R A S _‘M“‘.ﬂﬁ e 4 o
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6. Peptid-podlc-nérdku 1. ktery ma obecny vzorec
. His-DPNal-Ala-Trp-DPhe-Ag-Z

7. Peptid podle naroku 1, ve kterém A, je DPhe.

. e e - = = - - -
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.
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8. Peptid podle niaroku 6, ktery ma obecny vzorec :
_ His-DBNaI-Ala-Trp;DPhe-Lys-NHz. ‘

9. Peptid podle ndroku 1, ktery md obecny vzorec :

Ay-His-DPNal-Ala-Trp-DPhe-A4-Z nebo
AO—His-DPhc—Ala-Trp—DPhe—A6-Z.

10. Peptid podle naroku 9, ve kterém Ag je Ala.

e

; 11. Peptid podle narokt 6, 9, 18 nebo 20, ve kterém Z
znamena -CONHz. ' '

12. Peptid podle ndroku 12, ktery ma obechy vzorec :

vAlaQHis-DPhe-Ala-Trﬁ-DPﬁc-Lys;NHZ,
Ala-His-nﬁNal-Ala-Trp-nphe-Lys-NHz,
Ala-His-DANal-Ala-Trp-DPhe-Ala-Lys-NH,,
Ala-His-DPNal-A1a-Trp-DPhe-A1a~A1a-Lys-NH2,
Lys-His-DpNhl-Ala-Trp—DPhegAg-Nﬂz_nebo
Glu-His-DANal-Ala-Trp-DPhe-Ag-NH,.

s 4

G 13. Peptid podle narokt 3, 6, 9, 18 nebo 20, ve kterém
Ag znamena G. ' .

. .. .. . P L
- A A e B LT o PR A

14. Peptid podle niroku 8, ktery ma obecny vzorec :

Ala-His-DPhe—Ala-Trp-DPhc-Ala-Lys-NH2.
Ala-His-DPhe-Ala-Trp-DPhe-Ala—Ala—Lys—NHz,_
Lys-His-DPhe-Ala-Trp-DPhé-AG-Nﬂz, nebo
Glu-His-DPhe-Ala-Tfp-DPhe-A6—NH2.
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Peptid podle naroku 1, ktery ma obecny vzorec

15.
His-Ala-DFNal-Ala-frp-nphe-Aﬁ-z.

16. Peptid_podlé naroku 15,‘ve kterém Z znamena

-CONH, . o

17. Peptid podle néroku 16, kterj ma obeény vzorec
ﬁis-Ala—DﬂNal-Ala-Trp—DPbe;Lys-NHé.

18. beptid'podle nér;ku-l, ktegj mé obecnylvzdrec
HistPhe-Ala-Trp-DPhe-éﬁfZi

19. Pepﬁid podle né;oku 18, ktery ma obecﬁ? vzoréc
His-DPhe-Ala-Trp-DPhé-Lys-Nuzﬂ'

20: Peptid podlenérokuil. ktery mérobegni vZOrec
'Ala-DPNal-Ala-Trp-DPhe-Ag4-Z nebo

f r‘__Ala.-:D‘Phe-l-Ala-'l'l:'p--DPl'u:—Aﬁ—Z.__ ,
21.‘Peptig_pqq1e Eéroku 20, kteriﬁmé obegnf vzbrec

B me e A S MRS

it -
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Ala-DBNal-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH, nebo
Ala-DPhe-Ala-Trp-DPhe-Lys-NH,.

22. Peptid podle naroku 3, ve kterém A pfedstavuje

¥
i

libovolnou v prirodé se vjskytujici aminokyselinu.

]
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23. Farmaceuticky prostfedek k promotovédni uvolfovani
a zvy$ovani hladiny rastového hormonu u zvifat, vyznacujici
se tim, Ze obsahuje pfinejmensim jeden z peptidt podle
naroku 1._4, 5, 7, 9, 12, 14 nebo 15 a farmaceuticky

pfijatelnou nosigovou latku nebo fedidlo.

24 Farmaceuticky prostfedek podle naroku 23,

vyznadujici se tim, Ze dale obsahuje druhou sloudeninu,

" ktera pusobi jako agonista receptoru hormonu uvolnujiciho

ristovy hormon nebo ktera inhibuje tdinek somatostatinu.

25. Pouziti peptidu podle narcku 1 v synergicky,
G&inném mnoZstvi v kombinaci se sloud¢eninou, ktera pisobi
jako agonista receptoru hormonu uvoliujiciho ristovy hormon
nebo kterd inhibuje Géinek somatostatinu, pro pfipravu lédiva
k promotovani uvolfiovéni a zvySovani hladiny rtistového

hormonu v krvi.
26. PouzZiti sloudeniny obecného vzorce
Al-Az-AB-Trp-AS-A6~Z

ve kterém znameni : . .
A, His, 3(NMe)His, His-Ala, Ala, Tyr, A,-His nebo
A;-3(NMe)His
‘kde A, pfedstavuje libovolnou v pfirodé se
vyskytujici L-aminokyselinu, Met(0),
DOPA, Abu nebo peptidy obecného vzorce

L-Ag

kde L znamena H, DOPA, Lys, Phe, Tyr,
.Cys,. Tyr-DAla-Phe-Gly, Tyr-DAla-Gly-Phe,
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Tyr-Ala-Gly-Thr nebo Tyr-DAla-Phe-Sar,
A, znamena DANal nebo DPhe,
A znamena Ala. Gly nebo Ser,
As znamena DPhe, D/L® (Me) Phe nebo (NMe)DPhe,
Ag znamena B-G nebo G,
pro pfipravu 1léciva k‘p;omotovéni uvolnovéani a zvys$ovani

hladiny r@stového hormonu v krvi.
27. Zpisob pfipravy slohéeniny obecného vzorce
Al-AZ-A3-Trp-A5-A6~Z

ve kterém znamena, : - N
A4 His, _3(NMe)His, His-Ala, Ala, Tyr Ay-His nebo
AO-B(NMe)His_ _ ,
kde A, pfedstavuje libovolnou v pfirodé se
vyskytujici L-aminokyselinu} Met(0),
DOPA, Abu nebo peptidy obecného vzorce
L-A, : o
kde L znamena H, DOPA, Lys, Phe, Tyr;
Cys, Tyr-DAla-Phe-Gly, Tyr-DAla-Gly-Phe,
Tyr-Ala-Gly-Thr nebb Tyr-DAla-Phe-Sar,
A, znamend DﬁNai nebo DPhe,
As. znamené Ala, Gly nebo Ser,
As znamena DPhe, D/L? (Me)Phe nebo (NMe) DPhe.
Ag znamend B-G nebo G,
vyznadujici se tim, Ze se konaenzﬁji aminokyseliny nebo

derivaty aminokyselin za vzniku uvedené slouceniny.
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28. Zpusob piipravy peptidu podle naroku 1,
vyznacCujici se tim, Ze se kondenzuji peptidové fragmenty za

vzniku uvedeného peptidu.

Zastupuje :
Dr. Pavel Zeleny
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