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(54) Anslog lososiho hypothalamického GnRH
a zplsob jeho pripravy

(57) RoSenf se tjkd nového analogu lososi-
ho hypothalamického GnRH vzorce I

PGlu-Hig=Trp~Ser~Tyr~/D~Glu/NH-Ad//<Trp~
-Leu-Pro-GlyNH2 '

kde NH-Ad je adamantyl-l-amid, zplsobu je-
ho pfipravy vychdzejiciho ze synthesy pep-
tidového Fetézce na polymernim nosili v
pevné fdzi, ndsledném uvolnéni chrdnicich
skupin, odStdpeni noside kapalnym fluoro-
vodikem & pFedéidténim produkiu, Tento a-
nalog lososiho spoustéciho faktoru gonado-
tropinu je moZno poufit pro indukovanou
ovulaci jikernadek lina v ddvce 5 - 25 ,ug
/kg hmotnosti jikernalky pPi jednorézové
aplikaci injekcénim poddnim intramuskulér-
ne'
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Vyndlez se tykd analogu lososiho hypothalamického GnRH, zplsobu jeho pFipravy a

pouziti.

Pro indukovany vytdr jiker z ndkterych druhd ryb se b8#n8 pouzivaji kap¥i hypofy-
sy nebo v posledni dobé také luliberin, co¥ je spoudtdei faktor pro luteisaéni a foli~
xuly stimulujfci hormon savdiho pivedu (viz 8s. autorské osvédSeni ¥. 214369). S ohle~
dem na to, ¥e byly postupnd izolovény gpoudtdci faktory z riznych druhi Zivodichi
(N, Sherwood: Trends in Neurosciences 10, 129 /1987/) a ukdzalo se, Ze v Jednotlivych
vyvojovych Faddeh existuji gtrukturnd odli¥né faktory (strukiura lososfho LH-RH je od-
1i%nd od saviiho), zamd¥ila se pozornost na gtrukturni obmdny rybiho faktoru, V rémei
atudia zdvislosti struktura G&inek se ukdzalo jiZ v Yad¥ analogd saviiho IH~RH, Ze
zména v poloze 6, tj. substifuce glycinu rdznymi neproteinogennimi aminokyselinami kon-
figurace D a jejich zejména lipofilndj8imi a stericky silnd nédrodnymi derivdty vede k
14tk4m vysoce aktivnim & vysokou sgonistickou a tedy gonadotropni aktivitou,

Z4minou glycinu v poloze 6 pomoci adamantylamidového derivétu D-glutamové kyseli-
ny, ktery byl nové pFipraven a vyuZit mimo jiné také p¥i p¥ipravd peptidu s adjuvantni-
mi USinky (8s. autorské osvdddeni &, 231221) byl zigkdn novy analog spouStdciho fakto-
ru pro luteisa®ni hormon podle vyndlezu pigobicl pii indukovaném vytdru nékterych druhd

ryb obecného vzorce I

pGlu~-His-Trp-Ser-Tyr-D-Glu(NH-Ad) -Trp~Leu~Pro-Gly~NH, ) (1),

kde znadi NH-Ad adamantylel-amid, Zkratkové symboly pro aminokyseliny maji tento vyznam:

pGlu pyroglutamovd kyselina ,

His histidin

Trp tryptofan

Ser gerin .

Tyr tyrogin

P-CGlu/NH-Ad/ . adamantylelesmid vdzany na karboxylovou skupinu v poloze § ~D-glu-
tamové kyseliny

Leu leucin

Pro prolin

GlyNH2 glycinamid

Tato novd ldatka - biologicky vysoce 1&inny¥ dekapeptid -~ je synthetickym analogem
p¥{rodniho, tzv, spoustSciho faktoru pro luteinisa&ni hormon,

Zplisob p¥ipravy tohoto analogu lososiho hypothalamického GnRH vzorce I spodivd v
postupné vystavbd peptidového Fetdzce z vhodn® chrénényeh aminokyselin na polymernim
nosidi v pevné fdzi, ndsledném uvolnSni chrdnicich skupin a od#tEpeni Fetzce od no-
gife kapalnym fluorovodilkem,

Pro synthesu peptidu podle vyndlezu byla vyuZita metoda v pevné fdzi (J,M, Ste-
wart, J.D. Young, Pierce Chem, Comp. 1984), VyuZili jeme methyl-benzhydrylaminovy po-
lymern? nosi& /substituce aminoskupinami 0,51 mmol/g, Jako dofasnd chrénici skupina
byl pouZit zbytek tercbutyloxykarbonyl a ddle byly pouZity tyto defivéty:

BOC-Trp/For/, BOC-D-Glu/NH-Ad/, BOC~Tyr/Z/, BOC-Ser/Bzl/, BOC~His/BOC/,

!
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Kondensace byly provédény ve smési dimethylformamidu a dichlormethanu 1 : 1,

Vo/Vo pomoci dicyklohexylkarbodiimidu a N-hydroxybenztriazolu v tzv, pritokovém uspo-
Péddni (V, Krehndk a spol.: Tetrahedron Letters 28, 4469 /1987/ . St&peni tercbutyloxy-
karbonylové skupiny bylo provddéno 35% roztokem trifluoroctové kyseliny v dichlormetha-
nu, neutralizace 3% roztokem diisopropylethylaminu v dichlormethanu, Po ukondeni synthe-
sy byl peptidovy Petd3zec od3tépen z polymerniho noside kapalnym fluorovodikem metodou
"Lowhing" Tem, J.P, & spol,, J. Am,Chem. Soc. 105, /442/1983)., Analog lososiho hypotha~
lamického GnRH byl Sistdn metodou gelové chromstografie na dextranovém gelu a nak vyso~
koti&innou kapalinovou chromatografii,

Ddle bylo nalezeno pouZiti analogu vzorce I pro indukovanou ovulaci jikernidek 1i-
na, kdy se tento analog v ddvce 5 aZ 25 /ug/kg hmotnosti jikernalky aplikuje jednordzo-
vim injek&nim poddnim intramuskuldrné.

PFi zji8%ovdni biologické aktivity byl pozorovén vyznamné vy331 vytéZek p¥i niie
8ich ddvkdch tohoto peptidu ve srovnéni s jinym analogem lososiho spoudtdciho faktoru
gonadotropinu, V¥sledky jsou ukdzdny v tabulce 1 a 2.

PFiklad 1

Piiprave a 8isténi peptidu:

struktura peptidu: ldtka I

pGlu-His—Trp—Ser-Tyr-D-Glu(NH-Ad)-Trp-Leu-Pro-Gly-NH2

polymerni nosi&: metylbenzhydrylamin,polymer substituce 0,51 mmol/g—NH2 mnoZgtvi no-
gide v reaktoru: 0,5 g

derivdt aminokyseliny mol., hmotnost . navdZka (g)
BOC-Gly 175,19 0,13
BOC~Pro 215,2 0,16
BOC-Leu.HZO 249,3 0,19
BOC~Trp (For) 333,4 0,25
BOC~D=Glu(NE-Ad) 380,5 0,28
BOC~Tyr(2) 415,5 0,32
BOC-Ser(Bzl) 295,13 0,22
BOC-Trp(For) 333,4 0,25
BOC~Hig (BOC)DCHA 536,72 0,40
pGlu 111,1 0,10

VSechny kondensace probdhly bdhem 45 min (negativni, ninhydrinovy test)

Stépend tercbutyloxykarbonyl, skupiny bylo provddéno 30 min.
neutralisace 5 min,

Ve v3ech stupnich bylo pouZito 3 ekvivalentd aktivovanych derivétd aminokyselin

(0,75 mmol), Bylo pou¥ito methodiky protok. uspodddéni (citace uvedena v textu), Ja-

ko ochranné 1l4tky p¥i &t€peni peptidu z nosile byl pou3it p~kresol a thiokresol v mnod-
stvi odpovidajicim shora uvedené publikaci, Po odsoleni na sloupci dextran, gelu (eluce
50% kys. octovou) a lyofilisaci bylo ziskdno 55 mg sur., peptidu, ktery byl ddle Sistén
na sloupci silikagelu modifikovaného oktadecylovymi skupinami v soustavd - mobilni fdzi
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% 0,1% trifluoroctové kyseliny ve vodd, Bylo ziskéno

(pro provedeni ¥ontrolni kapal. chromatografie & chromatografie na tenké vretvd sili-
kagelu) celkem 10 mg peptidu o odpovidajici aminokyselinové a elementérni analyse.
Podle analytické vysokoiinné chromatografie na kolon® s obrdcenou fdzi typu ODS v mo-
bilnim systému obsahujicim stejné glo¥ky jako p¥i preparaci 14tky obsahoval analog

spoudtéciho faktoru 97% peptidu o aminokys. sloZeni:

»Glu 1,0, His 1,1, Trp 1,7, Ser 0,9 Tyr 1,2, Glu 1,0, Teu 1,2,

obsahujici 50 % methanolu a 50

Pro 1,0, Gly 1,1.

Phiklad 2

Indukee ovulace jikernadek lina

Vylovené ryby rybniéniho chovu VORH-Vodnany byly rozt¥idiny, zvéZeny, oznaleny
jednotlivych experimentdlnich podminek (rGzné ddvky ldtky I) do lami-
nétovfch nddr¥i o objemu vody 70 1 s p¥itokem recirkulované vody. Teplota vody byla do
zaldtku injikace zvySena na 22 ~ 24 8a, Tdtks I byla rozpudténa ve fyziologickém rozio-
ku a naPeddna tak, aby viem jikernaSkém byl injikovdn roztok o objemu 1 ml/kg hmotriosti
ryby. Rozmezi ddvek se pohybovalo od 0,2 /ug az 125 /ug ns kg hmotnosti ryby. Kontrol-
ni skupina jikernadek nebyle injikovdna, Srovndvaci pokus byl proveden s jinym, d¥ive
popsanym derivdtem losostho GnRH - D-Tle GnRH - Kou¥il J., a spol, ZivodiSnd vyroba

10,901 (1987).

Wekolik hodin pFed pfedpoklddanym terminem ovulace bylo zapodato s kontrolou ji-
kernadek, kterd probihala v 1 a¥ 2 hodinovych intervalech, PFi zjiSténi ovulace byly
jikernadky umSle vyt¥eny, byla zji§téna hmotnost vytFenych jiker (s pFesnosti na 1 kg)
a odebrdn vzorek jiker pro sianovené primdrné hmotnosti jikry. Na zékladé zjiSténych
Gdej& byla vypcStena relativni hmotnost vyt¥enyech jiker a relativni plodnost pro podéd-

ni 18tky I a ldtky II (viz tabulka 1 a 2).

a rozmigtény dle

ldtka II

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Tle-Trp-Leu-Pro--GlyNH2 ,

kde D~Tle = D - tercidlni leucin .
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PREDMET VYNAKLEGZU

Analog lososiho hypothalamického GnRH vzorce I
pGlu-Hie-Trp-Scr-Tyr-/D-Glu/NH-Ad//—Trp-Leu-Pro-GlyNH2 ,
kde NH-Ad Je adamantyl-l-amid,

Zphnol pifpravy annlogu vzorea T, vyznafand tim, %e nn poatupnd vymtavy z vhodnd
chrdnénych aminokyselin peptidovy retdzec na polymernim nosidl v pevné fdzi, naded
e chrdnici ekupiny uvolni, Fetdzec se oddtépi od nosile kapalnym fluorovodikem a
vysledny produkt se predisti kombinaci gelové a vysoce dinné kapalinové chromato-
grafie,
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