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Hybridnt kalcitonin

#lepsony hybridni

kaleitonin obsahuje peptidovy

scqnent | lidského kalcitoninu a peptidovy seygment
kaleilboninu 2Zivedi&ndho piivodu "jindho nel
jidakého, jako lososfiho, dhoffho nebo kuieciho. - ‘

Kozdy » lidskéhuo nebo analogd lidskdho

kaleiboninu a kaleitoniny - 2ivodi&ného phivedu -
jindhe nelZ lidského mohou byt pPrivozengn
alcitoninem nebo jeho analogem. Hybridnf
kaleitonin vykazuje Blologick# aktivity tak silné
jako lososi, dhofl hnhebo kutec{ kalcitonin,
salbimes nepnsobl 2adnd vedle)sd azinky zaheanjfef

zvvaceni, poruchy
antigenicitu.

funkel zaffivaclho Crakbtu nebo
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~7 0 Oblastrtechniky | S H

'  Predlozeny vynélez se tyké novych ‘analogh ‘kalcitoni- .
nu, m33101ch biologickou udinnost.

IR

. ' .
Dosavadni stav techniky

U kelcitoninu je zndm jeho pPirozeny vyskyt v uho-
#1ch, lososech, kufatech, w hovdziho, vepfového, skopového
dobytka, u krys a u lidi. Ze kteréhokoliv zdroje je pfi-
" rozené& se vyskytujici kalcitonin slo%en ze 32 amlnokyse—
lin. Napfiklad lidsky kalcitonin mé nésledujici pepti-

doveou strukturu: e S

G R T

P
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H-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-
1.2 3 4 5 6 7,8 9 10 A o

* Th-Tyr=-Thr-Gln-Asp-Phe-Asn-lys~Phe-His- - S "%
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 - ’ | 8

Thr-Phé-Pro-Gln-Thp-Ala-Ile—Gly-Val-Glyl* | . ' . 8
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 . .
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i1 Ghofi kalcitoninmé nésledujici peptidovou stirukturu: 5

s LY

‘H-Cys-Ser-ssn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Gly- - ’ o g
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 y

Pl

l-Jys—Leu-Ser-Grln—?Glu—Leu---H:'Ls-L},rs—L»ae\Jl-Gln— _ é

Mo12 13 14 15 16 17 18 19 20 I




" tonint. Analogy pPfirozenych kalcitonind zahrnugi. analogyy

“analogy, majici nejménd jeden aminokysellnovy zbytek na-

'asubstltuc1, vynechénl a‘adici- komblnovanych vzéJemne.r

~pavodu Jlne nez 11dsky,‘Jako lososi, uborl a kufeci kal-

- a Jsou poklédény za nadéjné terapeutika pro 1léfeni osteo-

rprpz sl

3
N

Thr-Tyr;Pro—Arg-Thr-Asp-Val—Gly-Ala-Gly- ' \
21 22 23 24 25 26 27 28 2% 30

! _TﬁféPro-NHz
31 32

o e T TR T IC BAE L TE

Kaicitonin pPirozend se vyskytujici u 1idi a zvifat | {
je ddle spole&n¥ oznalovén jako "pfirozeny kalcitonin".

Japonské zvefe jndné popisy patentd &. 277698/1988,
284198/1988, 287800/1988, J.Biochem.Vol. 159, str.125
(1986), Endocrinology, sv.117, str.80 (1987) a J.Biochem.,
sv.162, str.399 (1987) uvéd&ji analogy prirozenych kalei-

majici alespon jeden z aminokyselinovych zbytkd prirozeného
kalcitoninu nahrazen jinym amlnokysellnovym zbytkem (sub-
stitudni typ); enalogy, majici neJme eden z aminokyse-
linovych zbytkd pfirozencho kalc1t (typ s vynechénim);

vic mezi aminokyselinovymi zbytky nebo na konci pPirozeného
kalecitoninu (adléni typ), a analogy, maglcl dvé nebo v1ce

Jestlize dva nebo vice amlnokysellnovych zbytkd je nahra-
zeno, vynechéno nebo pridéno, mohou tyto zbytky ne sebe
navazovat nebo mohou byt umisteng tak, Ze JSOU od sebe
odd&leny v peptidové struktube. ‘yto typy neprirozenych
kalcitcnind jsou déle oznadovény Jjako analogy kalc1ton1nﬁ“.,
fferZEny 1idsky kxaleitonin, vyskytu31c1 se pflrozené
u lldl, véak vykazuje nizkou biologickou u¥innost pro &lo-
v&ka. Na druhé strand, phirozené kalcitoniny zivodisného

citonin, meji vysoke blologlcke W¢innosti- pro cloveke

poroz, neoplastlcké hyperkalcemie a Pagetovy choroby. Mimo-
to byly Jjiz pro terapeutické ulely vyrobeny obchodné dostup-




né thori- kalc1ton1nové -analogy.- Bohuiel pfirozené kalci-
- tonlny élvoéléného pivodu Jlného nei lldského a JEchh -
uf;wii@w—anaiogy magi u-1idi” nezédouci uélnky Jako je tééké nevol— .
R nost, poruchy funkei trévics soustavy a antlgenicita. - '

|
i

Nevolnost zpﬁsobené prlrozenyml k3101ton1ny zlvoéléné— B ' ':ﬁ

ho pﬁvody Jiného ne# lidského a Jjejich enalogy Je popsé— :

,na v nésleduJicich publikacich: : v

1) K.Takshashi a spol., "Gan to Kagaku Ryoho (Cancer and

| Chemotherapy)", sv.12,8,10, 2004- -2010(1985); |
A#M,mgi_VQ) Ja Egawa -a- spol~*4”Gan no Rinsho (Clinical . Aspects of
- Cancer)", sv.30, &. 3, 251-258 (1984) a .

;
3) G.F.Mazzuoli a spol., Calcif., Tissue Inte, 38, ' . %
3-8 (1986). | | :

YT R K &

i
e e e
T —

*orucny funkc? trévzc; soustavy, vyvolané piiroze-
nyml kalcitoniny Zivo&i3néno pivodu jiného ne# 1lidského -
a Jjejich analogy, Jsou popsény v nésleduglc1ch publika-

R IR

cich'

1) K. Jonderko, Gut (Englend),. 30, 430-435 (1989),.
'. 2) K. Jonderko a’ spol., J, Clln Gastroenterol 12,22#28:ﬁjh.'
(1990) a N o

C -3) Jtﬂotz a spol., Digestion, 20, 180-L89 (1980).
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Antlgenlclta pr%rozenych kalcitonintd z1v061éného pﬁ—_
vodu Jlného neZ lidského g Jeglch analogd, je. 'popséna v
nésledu31c1ch publikacich:

1) F.R.Singer a spol., J.Clinical Tnvest., 51, 2331-2338
(1978),

2) J.G,Haddagd a spol., dJ. Cllnlcal Invest., 51, 3133-3141
(1972) a

R RSV J—— =

i) A, Grauer a spol . J Fone and Mlneral Res., 5, 387—391
1990)

T




Podstata vynélezu

f:;f{?fzamétem-pfedloéenéhb vynélezu Je poskytnuti no-
N dich'analoéﬁ,kalcitoninu,.které dosud v oboru nebyly. zné-
‘;1]mygﬁ5truéné;feéen6,,tento-#ynélei poskytuje kalcitonin,
kfermeé bioldgiCKé Ginky u 1idf a ktérylmé u 1idi jeh '
malé vedlejsi ucinky. Tento‘kalcitonin podle vynélezu jé
' _hybridem lidského kalcitoninu a kalcitoninu Zivogisného
"~ pavodu jiného nei lidského, tedy hybridni kalcitonin slo-
teny z peptidového segmentu 1idského kalcitoninu a pepti-
dového segmentuiiivoéiéného kalcitoninu jiného pivodu
ne lidského. ' |

Autopbi predloieného vynélezu zjistili, Ze plsobnost
vedlejsich uddinkd vyvolanyeh u.1idi kalcitoninem Zivo&i3-
ného pivodu jiného ne¥ lidského je lokelizovéna phedevdim
na aminokonec, zejména v peptidovém segmentu, obsahuji-
cim ]——16 xoncovych eminokyselinovych zbytkd. raké bylo
zjiéténo; 3¢ i kdyz v3ech téchto 16 koncovych aminokyseli-
ndvjph zbytkd lze nahradit, nezddouci ulinky lze elimino-ﬁ

'.vat;néhfaddu-nejméné10:téchfoféminokyseliﬁovychfzbytkﬁ.J,“*

" Pro hlavni biologické dsinky xalcitoninu lidského
pivodu a iivoéiénéhO'pﬁvodu jiného neZ lidského, je db-
lezity sled aminokyselin na koncové karboxylové skupiné,
jak je popséno v nésledujici literatufe?

“1): Rehé Maier a spol., FEBS Letters, 48, 68 (1974),
2) René Maier a spol., Clinicel Endocrinology; 5, 3275
- (1976), . ' . o .
3) R.M. Epand a spol., Fur.J.Brochom., 159, 125 (1986)
a.,.' A”ff.éj;.l : | |
i) D.M.Findlay a spol., Endoctinology, 117, 399 (1587) .

Py = R

Autofi vynﬂbzu‘zjistili, %e peptidovy segment‘speci—
fikovany vySe, tedy peptidovy segment na kxoncové karbod
xylové kyseling, majici hlavni biologickou ilinnost, nend
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‘vyhodny kalc:tonln majici vyssi blologlckouAﬁélnnostAnez“ T
xylovému konci je vyhodnd segment Zivodéidného puvodu jiné-

di ne? lidsky kalc1ton1n. 4 tohoto hledlska, peptldovv

uinkysu - 1id1 a- vyv1ﬂu11 -hybrid- kalc1ton1nu zaloéeny na’ tom- " "~ﬂ;
to pgghéiku.- roto z hlediska ‘snizeni nezédoucich dinkd,
peptldovy segment, ObS&hUJlCl amlnokysellnove zbytky v
111, a daldich polohéch spéren k termindlni karboxylové . =~
kJsellné mi¥ée tvorit bua lidsky kalcitonin nebo kalci-
,tonln 31v001sného puvodu Jiného neZ lldskeho.

L b |
Na druné strané, z hlediska biologické uc1nno=t1 je vBak

lidsky kaleitonin, froto peptidovy segment bliz3i karbo-

ho neZz lidského, ktery md vy33{ biologickou Uéinnost u 1i-
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"*amlnokonce a tento segment Je- kalc1ton1novych segmentem

vy zbytek smérem ke xarboxylovému konc1 a ‘tento segment

.11n Jjekéhokoli typu kalc1ton1nu. Je 1li to Zédouci, miZe
.pfechod sledu amlnokyselln lldskeho kalcitoninu na sekvenci
'-nehuménnlho typu kalcitoninu byt proveden v jakékoliv po-

'-'loze peptldoveho segmentu mezi 11._a 28, amlnokysellnovgm

i
e L

segmentzzﬁvkter —se—nedné——mé—neJméné 4 aminokyselinove.
zbytky a vyhodnd nejméné 10 aminokyselinovych zbytkd.

§

‘ g

Z hlediska vy3e popsaného je hybrid kalc1ton1nu podle E
predloZeného vynélezu sloZen ze dvou peptidovych segmen< E

~ td, kde Jeden obsahuJe 1.8z 1O.Iam1nokyse11ﬂovy zbytek od g

LT

lidského puvodu ‘a druhy obsahuje 29. az 32.. aninokyselino~

e et

je ka1c1ton1novym segmentem £ivo&isného puvodu Jjiného ne%
lldského, se stPednim peptldovym segmentem, obsabuglclm
11. a% 28, ‘aminokyselinovy zbytek, majici sled aminokyse~



K dosazeni daldiho sniZeni neigdoucich udinkld je pepti- A
;dovy segment na termindlnim aminokonci vyhodné sloZen
‘ -z 1.“az 13. amlnokysellnoveho zbytku lidského kalcitoninu.
s K dosazeni ‘daldiho zvy3eni biologické udinnostl je pep-
tldovy segment ve 22..az - 324 poloze V},hodnn tvofen peptldo--

AT I T R

.vym segmentem %ivodisného pavodu jiného nez lidského. Pep-
'tldovy segment ve 14. aZ 21. poloze terminélniho aminokon-

H T P

ce miie mit aminokyselinovou sekvenci jakéhokollv typu kal~

citoninu a mbZe tvoPrit pirechod sékvence aminokyselin lidské-
ho kalcitoninu na nehuménni kalc1ton1n v jakékoliv polo- ‘ :
ze tohoto prechodového segmentu. V nejvyhodnZjsim provede-
ni je hybridni kalb*tonin podle pfedloéeného vyndlezu slo-
zen z peptidového segmentu huménniho k3101ton1nu v poloze
1, a% 16. termindlniho aminokonce a z peptldoveho segmen—'
tu nehuménniho kalcitoninu v poloze 17. a% 32..

Struiny popis obrézkid
Na obr. 1 je graf znézofﬁujici Zasovou zdvislost hladiny
vépniku v krevni plasmé po podéni rféznych typd
kalcitoning, ‘
ihajoanVZ_Je graf znazornuglci ¥asovou zév1slost hodnot -
‘ | prahové'stlmulace, ziskanych po podéni riznych

\":l . 4
gl

, typﬁ kaleitonind,
na obr. 3 je graf, zrézornujici znény t8lesné hmotnosti
krys po podéni rlznych typd xzleitonind,
na obr. 4 je graf, znézorﬁujici prijem potravy krysami po
podéni riznyeh typd kalcitonind,
'na obr. 5 je graf, znézornujici vztah mezi koncentracl
i . lososiho kalcitoninu a vazbou protllétky a _
na obr. 6 - 9 jsou grefy , gnizornujici Udinnost vazby lo-
isosiho kxalcitoninu a dvou hybridnich kalc1ton1nﬁ
na anti-losos? kalcitonin lidského séra.
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Vyraz "huménni (11dsky) kalcitonin" v tomto popise
znamené“Jak prlrozeny 11dsky ka101ton1n tak prlrozené se’
nevyskytuaici analogy lidského kalcitoninu. Obdobné vy-

“‘raé'" nehuménni kalc1ton1n" nebo kalc1ton1n ﬁlvoéléného

”pﬁvodu Jlného neé lldskeho“g znamend jak prlrozené se-
vyskytujici kalecitonin Zivodi¥ného plvodu jiného nes lldské~
ho, tak prirozen& se nevyskytujici analogy tochoto nehumén-
niho k3101t0n1nu. Zivo&bchové Jjind ne% &lovék jsou vyhod—
n¥ losos, tho# a kufe, vybér v3ak neni na né omezen. Po-
get vym3nénych , -vynechanych .nebo prldanych amlnokysell—A
novych zbytku u obou typd kalcltonlnovych analog& neni
omezen na néjakou uréitou hodnotu, ale vyhodné neni .
vétisi nez 5. JestliZe peptidovy segment, o ktery se Jedné
neobsahuje vice neé 5 aminokyselinovych zbvtku, pak po-

—¢etTvymdn¥nyeh, vynechanych Tiebo pridanych amlnoxysellno-

" ménnlho kalcitoninu, je vyhodny takovy analog, kde ne vice_

vych zbytkd, neni vyhodn& vE&t3i neZ jeden a jestliZe ten-
to peptidovy segment neobsahuje vice nez 10 aminokyseli--
novych zbytkd, tak odpovidajici pofet vym&nénych, vynecha-

_nych nebo prldanych amlnokysellnovgch zbytkl neni v&tdi
_‘nez 3

V pripadé pcptidového segmentu huménniho kalcltonl—

.nu je vvhodné sekvence amlnokysellnovych zbytkd od terml-
- nélniho aminokonce stejnéd jako u pfirozeného huménniho kal-

citoninu nebo tento segment mi¥e tvoiit peptidovy segment
analogu huménniho kalcitoninu, mz jiciho stejnou sekvenci
aminokyselin jako pPirozeny humdnni kalcitonin s tou vy-
Jimkou, Ze methionihoﬁj zbytek v poloze 8 Je nahrazen va-
linovym zbytkem, Pokud jde o cely peptidovy segment hu-

‘nes dva amlnokysellnové zbytky v huménnim kalcitcninu

‘jsou nahrazeny, vynechény nebc prldany Negvyhodné331 ana—-
log Je takovy peptidovy segment, ktery jako celek se 1i3{
od prirozeného typu pouze substituci methicntnového zbytku
v poléze 8, '
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V pripad® peptidového segmentu kalcitoninu z1voélsného

jpuvodu Jlneho nez lldskeho, je vyhodné tento peptldovy
‘\segment ste jny Jako pfirozeny kalcitonin, nebo jim mi-

- Ze byt peptldovy segment nehumanniho kalc1ton1noveho ana—
“logu, kde ne vice ne% 3 arinokyselinové zbytky prlrozeneho-
© typu Jsou nahrazeny, vynechany nebo prldany. Jedt& vy-.

hodné&jsi analog je takovy peptldovy segment, ktery Jako
celek m& takovou sekvenc1 Jako prlrozeny typ, kde pouze
Jeden amlnokysellnovy zbytek je nehrazen nebo vynechén.

Vyhodnvml Yivodichy odllényml od &lov&ka jsou t1,
3911chz kalcitonin m& pro &lovZka vy38{ blologlcké idin~
ky. Priklady t&chto Zivodich®d zahrnuji ryby, Jako je lo-"%
sos nebo vhof, a ptéky Jjako je kute. Losos a uho? JE jedté

yhodnegéi priemz je zvl1&st® vyhodny 1osos. '

Fri zvdseni tdchto skuteénosti, ng hybridnivkalcito-'

“nin podle predlczeného vyndlezu nésledujici aminokyseli-:

Y

novou sekvenci:

H Cys Gly—Asn-Leu—Ser—Thr-Cys—Met(nebo Val) Leu—Gly— 3

t 2 -3 4 5 6 1 8 o9 10

Thr-Tyr-Thr- -Gln-Asp(nebo Glu)-Phe(nebo Leu)-Asn(nebo His)~

11 12 13 14 15 16 17

Lys-Phe{nebo Leu nebo Des)qus(nebo Gln)—Thr—Tyr—Pro—Arg—
18 19 ' | - 20 21 22 23 24
Thr-Asn(nebo Asp)- Thr(nebo Val)-Gly-Ser(nebo Ala)-Gly-Thr- '
25 26 - 27 28 29 30 30 32
Pro-NH2 SR
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e V hybrldnim ka101ton1nu podle pred10zeného vynélezu
e 1;éést struktury celého kalc%;onanu 51voéléného pl-- - -
, __“JlnéhO ne% lldského, jako" ﬂosééiho, ‘thotiho nebo ku-
L reciho, které prl podéni -Elovdku. vyvolévé nezédouci uélnky
(naorlklad nevolnost poruchy funk01 trévéciho traktu a’
R antlgenlcwtu) nahrazena odpovmdaaiclm segmentem humanniho
" kalc;tonlnu, nevyvolévajicim -tyto neiéddouci uéinky, &imZ

ne?4douci u¥inky, vyvolévanévéésti,nehuménniho kalcitoni~

nu jsou sniZena nebo zcela eliminovény. Ekvivalentn# 1lze

gicky aktivni mista huménniho kaleitoninu nahrazena od-
povidajicim segmentem nehum#nniho kalcitoninu tak, aby se

_Pici, ¥e hybridni kalcitonin podle vyndlezu mé farmakolo- _ . .

.....

zvySila Zddouci fyziologickd U¥inncst huménniho kalcitoninu...

——

syntézami v pevné fézi za pouXiti polymernich pryskytic ne-
bo syntezaml v kapainé fébl, obecn® pouzivanymi v oblasti
organlckvch syntez. Pouzltl syntéz v pevné fézi Je vyhod-
ne v phipadd syntezy pomérné. malého. mnoéstvi peptidu..
S pou21ti syntéz v kapalné fézi je vyhodné prl synteze velke-
'***%“77'"' ho - mnozstvi peptldu. v prlkladech déle uvedenych v tomto
popbise byly peptldy syntetlzovény syntezaml .V pevné féz1. .
T Nlcmené Jestllze hybridni kalcitonin podle vynélezu mé
| byt vyroben ve velkém mno¥stvi, je vy¥hodné pou21ti syn-
téz v kapalné fé21, které JSOU velml dobre znamy v oboru
syntezy peptldﬁ
o roL \ : . : -
Obvykiy'postuh'syntézg v képalné Tézi zalind synte-
‘tizovénim nejméné& dvou diléich peptidd, z nichi kazdy Je
slozen ze dvou nebo vice amlnokysellnovych zbytkﬁ postup-
o nym Spowenlm téchto “dil%ich peptldﬁ se zévéreénymuélské-
nim pozaaovaneho peptlau machlho vbée spec1f1kovanou ami-
nokyselinovou sefvenci (pro pripad tohoto vynélezu je tim-

to poZadovanym peptidem hybridni kalcitonin, jak je popsé-

Nabpak‘

Hybrldn&—ka&cwton&aned%e—vynéiézu“}ze—syn%ettZOV“*f—“”“*‘”““‘”*
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no’ vyse) -Syntéza v kapalné fézi Je déle charaxterlzovéna

.?1Hiprovedenlm reakce peptidové syntézy v kapalnem mediu, zvlas-

£ V- taxovem mediu jako je dimethylformamid nebo tetrahydro-

. furan..Dllcl peptld je obvykle sloZen ze 2 a2 20, vyhodne
T 3-15 amlnokynellnovych zbytkd. Ve v¥hodném provedeni se |

 syntet1que asi 2 a% 20 téchto dildich peptldu které se

~ pak postupn® spojuji dokonlenim synte;y poZadovanc¢he pep-
tidu. ' ‘

{
'

v peptldove syntéze popsané vyde se jako vychozi lé%ky
obvykle pouiij :{ reaktivni derivéty amlnokyselln. JestliZe
vychozi aminockyselina obsehuje aktivni funkini skuplny Jlf
né ney skupiny, tvorici peptidové vazby, je v¥hodné tyto -
aktivni funkéni skupiny chrénit chrénicimi skupinari,

které se odstrani po ukoneni syntézy peptidu. Peptid, kte-

ry mé byt vyroben podle vyndlezu mé disulfidickou vazbu v

‘poloze 1-7, kterou lze vytvorlt v. jakémkoliv vhodnrm stupnl

nédsledujicim po syntéze diléiho peptidu, ma;1c1ho sek-

venei 1-7. Nicméng tato disulfidickéd vazba mé nizkou stabi-
litu a je. vybodné ji vytvorlt aZ po. ukonéeni peptldove syn»s
tezy. Tyto podminky pro "hrénenl skupin, ‘odstranovéni chra—'
nicich skupin a tvorbu disulfidické vgzby je také vyhodné
prlJmout pro syntézy v pevné fézi, které Jjsou dsle popsény.

Syntézy v pevné fézi bfedstavuji-postup syntetizové—
ni peptidu, my31c¢ho poZadovancu amlnokyuellnovou sekvenci,

- postupnou vyzboll aminokyselinovych zbytkd na pryskyricovy
nosi&. Tento postup lze provést automaticky za pouZiti

automatického syntetizédtoru.

_ Pryskyrlcp které lze pouélt pr1 syntezéch v pevné
faZl, zahrnuji chlormethy¢0ve pxyskyrlce, oxymetbylove
pryskytice, 4-(oxymethyl)fenylacetamidomethylove pryskyPri-
ce,benzhydrylaminove pryskyrice a polyakrylamidové prysky-
Fice. '
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N ': Amlnokysellny pouzité pri té&chto qyntézéch Jjsou, Jjak je
ET.vyzadovéno,_chranenyml aminckyselinami. PPiklady W-amino-. -...... . -4

chrén101ch skupin zahrnuji karbobenzoxyskupénu Z) ter--
C1érn1 butylexyksrbonylovou skupinu (Boc), 9- fluorenylmethyl- -

SoiEEN

S

* oxgkarbonylskupinu’ (Fmoc), formylovcu skupinu’ (HOC) a acety- -
lovou skupinu (Ac). Priklady %rkarboxylijch chrénicich
‘skupin zahrnuji benzylovcu skupinu (Bzl), terc.butylovou
skupinu (But), methylovou skupinu (Me); ethylovou skupi-
nu (Et) a fenacylovou skupinu (Pac). Skupiny, které mohou

byt pousity pro chrénini funkénich skupin v eminokyselino- .
vych Fet&zcich zshrnuji: benzylovou skupinu (Bzl), p-to-
luensulfonylovou skupinu (Tos), p-nitrofenoclovou skupinu
(NO,), benzhydryloveou skupiru (Bzh),. acetemidomethylovou.
skupinu (Acm), terc.butylovou .skupinu (But), terc.butyl- .

T T ST e S e b T S

= oxykarbgnyiemauiskupinu=¢Bo¢é;znykkohexyiou@uzskmpinu:£€Hex?
a 4-methoxy-2,3, 6—trimethylbenzensulfonylovou skupinu {(Mtr).
MiZe byt pouiita jedna nebo v1ce takeovych chrénicich sku—

FEIN I RATEITE Y

ATDETETY

pin v zdvislosti.na d&elu, kterého mé byt dosaZeno.. ..

_ Sekvencnl adlcnl reakc1 amlnokyselln lze provest de—.
hydratacnl kondenzaci za pou21t1 karbodllmldu nebo pomo—‘ %i
_»c1 aktivnich esterd. Vhodné karbodiimidy zahrnuji dlcyklo—
- hexylkarbodiimidy a'1-ethyl-3—(3—dimethylaminopropyl)kar-
bodiimid a vhodné aktivni estery zahrnuji N-hydrokysukcini-
' m1d ester (—FSu) pentafluorfenolester (~-OPfpt a dihydro-
xobenztriazinester (-ODhbt).

| 'Katalyzétory reakce, které lze pouZit zahrnuji:
. DF;: THF dichlormethan, chloroform, ethylacetét dioxan,
DMSO N- methylpyrrolldln pyrldln a vodu.

- et L
. mmde o Bee T oo e rmmomme o mn

'“K odéfréﬁéhi‘chrénicich skupiﬁ lze pbuéii~fﬁ£ﬁ£'éinid?'
la v zdvislosti na druhu chrénici skupihy, kterd mé byt
odstran&na a ulelu, kterého mé byt dosaZeno, priklady vhod-
nych ¢inidel zahrnuji: fluorovedik, kyselinu trifluorocto-
vou, trifluorkethansulfonovou kyselinu, amoniak/methanol,
bromovédik/kyselinu octovou, vodik/palladium ne uhli, octan
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rtu{natj, kyselinu octovou/préékovy zinek, & alkalll/vodu-

methanol.

Béhem gyntézy nebo po ni lze pouzit. rﬁzﬁycﬁ gisticich

'postupﬁ Jako Je- chromatografle s reverzniml fézeni, chro-' Lo

matografle s normélnimi fézeni, chromatografie na. ionto-

vménléich, gelové filtraéni chromatografle a rekrystali-
- zace., Disulfidické vazby lze vytvofit, oxidaeci atmosféric-

kym vzduchem nebo kyanidem Zelezitym.

" Ndsledujici pfiklady jsou uvedeny pro dal3i ilustra-
e¢i tohoto vynélezu, ale -f4dnym zpﬁsobem jed neomezugi.

Pfiklady‘1-6'pfedstavuji-synté2y vzorkl hybridniho

‘kalcitoninu podle vyndlezu, priklad 7 uvédi vysledky ena-

lyzy sloZeni aminokyselin u vzorkd kalcitoninu vyrobenych
v pPikladech 1-6. P¥iklady 8-10 uvéd&ji pokusy provedené.

k hodnoceni hlavnich G¢innosti hybridniho kalcitoninu

podle vynélezu. PPiklady 11-14 popisuji pokusy provedené

< prokézéni el;mlnace vedlegéich u&inkd kalcitoninu. .

' _Pfiklady provedeni vynélezu

Pfiklad 1
Syntéza (1- 16)1idskéno/ (1 7- 32)lososiho hybrldniho keleito-
ninu :

h - '
H-Cys-Gly-Asn-LeupSer-Thr-dys-Met-Leu—Gly-
1t 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-Phe-His~Lys-Leu-Gin=
11 12 1314 15016 17 18 19 20

Thr-Tyr—Pro-Arg-Thr-Asn—Thr-Gly-sef-GJy-
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
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.Syntéza byla provedena reskc{ v pevné fézi za po-

_u21ti automatlckého syntetizétoru. .

_(I) Zavedeni prolinu na benzhydrylamlnovou (BHA) prysky—

Fiei.
Deset grami BHA pryskyrlce (-NH2. 0,38 mmol/g) bylo

_suspendovéno a ponechéno nabotnat ve 100 ml DMF. Po odstra- .

n&ni supernatantu bylo pridéno daldfch 100 nl DMF a pak -

nésledoval p¥idavek BogProOH (15 mmol), DCC (20 mmol) a

HOBT (20 mmol). Sm&s byla t¥epéna pfes noc pFi teplotd mist-

nosti. Po f11trac1 pres sklenény filtr byla v¥slednd prys-

a ’ L
e

——

kyfice PrOmytahmethylenchlorldem.-~- i e wim e ves tnse

[

Potom bylo pfedédno 200 ml methylenchlorldového rozto-
ku, ktery obsahoval 10 % obj./obj. anhydridu kysellny octo=
vé a sm¥s byla t¥epdna 1 hodinu pii teploté mistnosti k za-
blokovéni zbyvajicich amlnoskupln. “o ukondeni reakce byla

-.pryskyf:ce promyta methylenchloridem ° vysuéena ‘pod vakuem.79‘35“"'

C LTeRnr\ grnm p.....sk;.y.f_
n Lk

Po vysuéeni bylo prldéno 50 ‘ml methylenchlorldového
roztoku, obsshujiciho 50 % obj./obj. kyseliny trifluor-
octové a sm¥s byla michéna 1 hodinu pri teplotd mistnosti.
Po filtraci sklenénym filtrem byla takto zpracovand prysky-
Iice postupnd promyta methylenchloridem, methanolem a tr1-
ethylaminem g vysuéena pod vakuem. - T

(2) Sekvenéni adi&ni reakce eminokyselin

dé 1 byl . raven’

€ ;skane posiupen uveaenym v bo-7
ny sutomatického synte_tizétoru a

QG

-amlnokysellny byly sekvenéné& adovény za nésledujicich pod-

min&k;
i) reakce: 30 min pFi teploté mistnosti v DMF jako roz-
pousté&dle

T NG A Tea N TR T W el A R Al b et e 1 mmn < e § =
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ii) promyvéni. 10 min pfi teplotd mistnostl v DMF “
111) ‘odstran&ni Fmoc. 10 min p#i teploté mistnosti 8 20 %
,jobJ /oba. plperldlnu v. DMF Jako rozpouétédle
1v) promjvéni. 10 min p#i teploté mistnost1 \J ' DMF

v"’ ;

o Opékovéhim:siupnﬁ 1) - (4) bylo po Pro pfldéno
31 aninokyselin. PpouZité am1nokyse11ny Jsou uvedeny v tab. ul—
ce j,uvgdené ddle.
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; LﬂFmoc-L—Thr(But)—ODhbt T o430 i I
ff;lu‘Fmoc~G1y-0pr ' ' 0,367 %‘ B
Fmoc-L-Ser(But)-ODhbt Coe - 0,418 . 4,.%
Fmoe-Gly-OPfp " ST 0,367 I
Fmoc-L-Thr(But)-ODhbt 0,430 i
?qochegsn-Opr , ' - 0,412, g
' Fmoe~L-Thr (But)-0Dhbt 0,430 '%
. Fmoc-L-Arg(Mtr)-OPfp © 0,641 |
*fTﬁﬁmHFWﬁ“”'w“wmA“wMUmW“““M””“M”T”*”%
Fmdc-L-Tyr(But)-Opr 0,495 ' ?
Fmoc-L-Thr(But)-ODhbt 0,430 é
Fmoc-L-Gln-OPfp. | 0,423 ) 3
————Fmoc=L-Leu-0Pfp T Ot ————— .,,..n..__.-_k,_q__:_..__,;,}j
Fmoe-L-Lys(Boc )-0Pfp 0,503 - %
Fuoc-L-His(Boc)~OPfp 0,510 o
Fmoc-L-Phe-OPfp - : 0,438 X | ;
Fmoc-L-Asp(OBut)=OPfp. L 0,457 o ' b
Fmoe-L-Gln-0OFfp - 0,423 ‘ j ' %
"+ Fmoe-L-Thr(But)-ODhbt . . .° 0,430 . ot Ok
. Fmoc-L-Tyr (But )-OPfp ‘ 0,495 - ? ﬂ%
"+ Fmoc-L-Thr(But)-ODhbt. 10,430 | - 4
' Fmoc-Gly-OPfp . | 0,367 . - _ ﬁ
Fnoc-L-Leu-0Pfp. R Y .
Fmoc-L-Met-OPfp o o | 0,426 o _%
Fmoc=L=Cys(Trt)-Opr - - 0,595 ;E
Fmoc-IL~Thr (But )-0Dhbt 0,430 5
Fmoc-L-Ser (But )-ODhbt - 0,419 %
| Fmoc-L-Leu-OPfp | 10,411 !
-“;;;a%=;Fgoc-L-Asn-OEfp '_?=:::m-u.m,u:“;.:350,412;,#::;=2fuﬁ.=;_ —— §
- Fmoe-Gly-OPfp ~ 0,367 g
Fmoc-L-Cys (Trt )~0Pp 0,59 §
L
&




, Po ukonéeni reakce byly chrénici skuplny a pryskyflce

25 peptldu cdstrangny fluorovodikem a peptzd byl promyt
:*etherem..sraﬁenlna byla rozpuéténa v .50 % obj. /obJ..vodném
roztoku kyseliny octové a nerozpustny podil byl odflltro-
vén. Filtrét byl lyoflllzovén za tvorby asi 600 mg surové-
ho peptldu.

(3) Cisténi a tvorba dlsulfldovjch vazeb.

" Podfl (ssi 500 mg) surového peptidu byl rozpuétén ve
‘vodé,_obsahugici 0,1 % obj./obj. TFA a roztok byl zpraco-
vén vysokoulinnou kapalinovou chromatografii na koloné&
0DS. '

Eluce kolony byla provedena pouZfitim roztoku A (ace-
tonitril, obsahujfei 0,1 %,dbj.Obj. TFA) a roztoku B (vo-
" da obsahujici 0,1 % oﬁjQ/obj.‘TFA) pri postupném gradientu
(A/B v % obj./obj.) zvySovaném od 20 pres 30 az 40 %, kdy
‘frakce p¥i 30% eludni fédzi byly izolovény a;lyofilizovény.

Lyofillzovany peptid (46:mg) byl rpzpuétén v 50 ml |
0, 05 % ObJ /oba. roztoku kyseliny octové ‘a pH- roztoku bylo
upravenc na 8,5 3M vodnym roztokem amoniaku. Potom bylo

- pFidéno 1,5 ml 0,1M roztoku K Fe(CN)6 a sm& byla michéna
po dobu 30 mlnut piri teploté mistnosti ke tvorbé dlsulfldo-
vych vazebs Po upravé pH na hodnotu 5,0 pomoc{ 50% kyse-
liny octové byla pfldéna anexové pryskyfice (v Cl form¥&),
smés byla michéna po dobu 20 minut a pak byla pryskyfice
odfiltrovéna.

CFiltrdt byl zahu3tin a pPedidtén vysokowdinnou kepali-

| novou chromatografli na koloné 0DS znovu steJnjm vyée popsa- .
- nym zpusobem. Frakce z 30% eludni féze byly shromd¥dény a

lyofilizovény za ziskdni 28 mg poéadovaného peptidu.
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_-,H—Cys—Gly7Asn-Lgu-Ser-Thr—C§s-Mgt-Leu-Gly-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
 Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-~Phe-His-Lys-Leu-Gln-
A1 32013° 14 15 716 17 18, 19 20

Thf-Tyr—Pro-Arg-Thr-Asp-Vél-Gly—Ala-Gly- | i

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 ;

, | 5

Thr~Pro=NH,- %
31 32 :

| ‘f*

(1) Sekvendni adi¥ni reskce aminokyselin &
/

Jeden gram5BHA pryskyrice se'zavedenjm prolinem, pfi—'

- . pravené podle stupnd (1)! pfikladu. 1 byl napln¥n do kolony.
"fﬂ{automatlckého syntetizdtoru ‘a aminokyseliny byly’ prldévé--jl_“=‘

"ny za stejnych podminek reakce, jaké byly pouZity ve stup-

ni (2) pr{kladu 1. PouZité aminokyseliny jsou uvedeny v
‘tabulce’ 2 ddle.
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Tabglka 2

' IFmoc-L-Thr(But) 0Dhbt

A

ﬁi”szmoc Gly—Opr

_ :Fmoc-L-Ala-Opr
- Fmoc=-Gly-OPfp ...~
'FmOC-L-Val-OPfP

Fmoc-L-Asp40But )-OPfp

Fmoc~-L-Thr (But )~ODhbt

. Fmoe-L-Arg(Mtr)-CPfp

Fmoc-L-Pro-0P£p
 Fmoe-L-Tyr (But)-OPfp
Fmoc-L-Thr (But )-0Dhbt
Fmoc-L-Gln-0OPfp~
Fmoe=-L-Leu-OPfp
Fmoc-L-Lys (Boc)-0Pfp
Fmoc~-L-His (Boc)-OPfp
Fmoc=L~Phe-0Pfp
~ Fmoe-L-Asp(OBut)-OP£p
Fmoc-L~Gln-OPfp
Fmoc-L-Thr (But )-0Dhbt

 ‘"Fmoc-L-Tyr(But)—0pr  “

Fmoc—L—Thr(But)-ODhbt
‘Fmoc~-Gly-OPfp
Fmoc-L-Leu-0Pfp
Fmoc~L-Met-OPfp
Fmoc-L-Cys (Trt)-CPfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Ser(But)-0Dhbt
Fmoc¢-L-Leu-OPfp
Fmoc-L-Asn-OPfp
Fmoc-Gly-Opr

Fmoc-L-Cys (Trt)-0Pfp

-18=

0,430 g

0,367
0,378

0,367

0’400
0,457

0,430

0,641
0,400
0,495
0,430
0,423
0,411
0,503
0,510
0,438
0,457
0,423
0,430

0,495
1.0,430
" 0,367

0,411
0,426
0,595
0,430
0,419
0,411
0,412

10,367
0,595
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_(2) Giéténi a.tvorba disulfidovych vazeb
»pfeéi§téni'a.tvorbé disulfidovych vazeb za pouiitf stej- -

1. za ziskén{ 32 mg predi3dt&ného produktu .- peptidu., . . ... . ...}

-tidem zpracovéna steanym.zpﬁsobem jak je: -uvedeno ve -stup--
I‘nl (2). pfikladu ! za ziskéni asi 510 mg surového produktuv
peptldu.

irikPo ukonéeni reakce byla pryskyice s obsaﬁenym pep-

AL LY LS

Podil surového peptidu (asi 450 mg) byl podroben

nych postupd, které byly poulity ve stupni (3) pfikladu

P¥iklad 3 S | H
Syntéza (1-16, Met8 ——-%>Va1 )1idského analogu/(l? 32)
6hofiho hybrldniho kalcitoninu

\ - ——————— bt
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:;pfipravené podle stupné (1) p¥ikladu 1 byl naplnén do . _ ...
jkolpnyhaqtomatického syntetizétoru a aminokyseliny byly

- (1) Sekventni adi¥ni reakce aminokyselin

H-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val—Leu-Gly-
! 2 3 4 5 6 T 8 9 10

Thr-Tyr~Thr-Gln-Asp-Phe-His-Lys-Leu-Gln-
11,12 13 .14 15 16 17 18 19 20 .

Thr-Tyr-Pro-Arg=-Thr=Asp-Val-Gly-Ala-Gly~
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Thr-ProfNHé
31 32

Jeden gram BHA pryskyiice se zavedenym prolinenm,

- - -
A e R A B N Y e S S C T P P T R VT

3

pfidédvény za stejnych podminek reakce, jaké byly pouZity
ve stupni (2) pfikladu 1. Pou?ité aminokyseliny jsou uvede-
ny v tabulce 3 déle.
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$obulka 3

, ¢]Fmoch-Thr(But)—0Dhbt
':‘Fmoc-Gly-Opr :
'".Fmoc-L-Ala-Opr

meoc-Gly -OPfp -
. Fmoc-L-Val-Opr

Fmoc-L-ASp(OBut)-Opr
Fmoe=~L~-Thr (But }-ODhbt
Fmoc-L-Arg(Mtr) OPfp
Fmoe~L-Pro-0Pfp

Fmoc-L-Tyr(But)-0Pfp

Fmoc-L-Thr (But )-0Dhbt

Fmoe-L-G1ln=0Pfp
Fmoc-L-Leu-OPfp
Fmoc~L-Lys (Boc)-OPfp
Fmoc~-L-His (Boc)-0Pfp
Fmoc~-L-Phe-OPfp
Fmoc-L-Asp£Obut)~-OPfp
Fmoe-L-Gln-OPfp
Fmoc-L~Thr (But )-0Dhbt

Fmoc~Gly-0Pfp .
Fmoc~L~-Leu-OPfp
Fmoc-L-Val-OPfp.
Fmoc-L-Cys(Trt)-0Pfp

* Fmoc-L~Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Ser4But)-0Dhbt

Fmoc-L-Leu-OPfp .
Fmoc-L-Asn-0Pfp
Fmoc Gly-OPfp

.Fmoc-L—Cys(Trt) OPfp

-29-

. Fuo6-L-Tyr(But)-OPfp -
~ Fmoc-L-Thr(But)~0Dhbt

0,367
0,378
0,367

10,400

0,457
0,430,
0,641
0,400
0’495
0,430
0,423
0,411
0,503
0,510
0,438
0,457
0,423
0,430

0,895

0,430

‘0,367

0,411
0,400
0,595
0,430
0,419
0,411

0,412
0,367

0,595
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n1 (2) pfikladu 1 2za ziSkéni aSl 580 mé surového peptldu.

- (2) Cléténi & tvérba: dlsulfldovych vazeb o

| Podil surového peptidu’, (881 500 mg) byl podroben pfe-
éléténi a tvorb& disulfidovgch vazeb za poufitl stejnych
. postupl, které byly pouZity ve stupni (3) pfikladu 1 a
bylo ziskéno 35 mg predisténého peptidu.

P¥{ilad 4 |
Syntéza. (1-16)11dského/(17-—31 Des Leu'?) analogu thot1ho
hybrldniho kalcitoninu

2bfacovéna stegnym zpﬁsobem Jak Je uvedeno ve stup-'" E

t

—"“;———-—-—-1“ - — e — -

A=t ys-Gly-Asn—heu—Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-‘

1 23 45 6 T 8 9 10
-ThreTyr-Thr-Glp-Asp-Phe-His-Lys-Gln-Thr-
112 13 714‘ 15716 17 18 19 20

alTyr—Pro-Arg-Thr-Asp-Val Gly-All—Gly-Thr-
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Pro.-NH2
3] ' o

?

(1) Sekvenéni adléni reakce amlnokyselln

A Jeden gram BHA. pryskyflce se zavedenym prollnem, pri-
_ pravené podle stupné (1) pfikladu 1, bylo napln&no do
kolony automatického syntet1zétoru a am1nokysel1ny byly :
prldévény z8 steJnych podminek reakce, jaké byly pou21ty

©_.ve ‘stupni” (2) prikladu 1. Pou§1té amlnokysellny Jsou uve- ‘J
dcny déle v twouice d. oy e > e S
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Tabulka 4

”Fmoc—L-Thr(But)-ODhbt
‘ Fmoc-Gly-Opr '
"Fmoc-L-Ala—Opr

' Fmoc-Gly—Opr
Fmoc-L-Val-Opr

‘FMOCfL7§SP4QBut)-Opr '

Fmoc-L-Thr (But )-ODhbt
Fmoc-L~Arg(Mtr)-OPfp
Fmoc-L-Pro-OPfp

Fmoc-L-Tyr(But)-0Pfp
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L~-Gln-OPfp

Fmoc=L-~Lys (Boc)-0Pfp

. Fmoc-L-His (Boc)-OPfp

Fmoc-L~Phe-OPfp

Fmoc~L-Asp(OBut)-0Pfp
" Fmoc-L-Gln-OPfp.

Fmoc-L-Thr (But )-ODhbt
_Fmoc-L—Tyr(But)-Opr

{quchly-Opr |
Fmoc-L-Leu-OPfp
Froc-L-Met-Opfp
Fméc-L-Cys(Trt)-Opr
Fmoc-L-Thr (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Ser (But )-0Dhbt
Fmoc-L-Ieu-Opr
,Fmoc-L-Asn-Opr
‘quc—Gly-Opr

- Fmoc-L-Cys (Trt)-OPfp

-2

. Fmoe-L-Thr (But)-ODhbt -

0,430 g
0, 367
0,378

0,367

0,400
0,457
0,430°
0,641
0,400
0,495
0,430
0,423
0,503 -
0,510
0,438
0,457
0,423
0,430

0,495
0,430
10,367
0,411

0,426
0,595
0,430

0,419

0,411
0,412
0,367

0,595




. Po ukondeni reakce. .byla pryskyf1ce 8 obsazenym pept1-

;:fdemczpracovéna stejnym. zpisobem jak., Je. uvedeno ve stupni

prikladu ! .28, ziskéni a31 520 mg surdvého peptidu.‘"

E .

:i‘f(Z) Giéténi a tvorba dlsulfldovych vazeb

:*Pfiklad 5.

Podil surového pEPtldu (asi 450 mg) byl podroben

pfeéiéténi a tvorbé dlsulfldovych vazeb za.pouzitd steanych
‘postupﬁ ktere byly pouZity ve stupnl (3) pF¥ikladu 1 a bylo

ziskéno 23 mg pfeéléténého peptldu

Syntéza (1- 13) 11dského/(14-32) lososiho hybrldnlho kal-
c1ton1nu‘-'

‘[—‘ . \.
H-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly=

. Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Gly- '
S22 22 23 24 25 26 27 28 29 30

: automatlckého syntetlzétoru.

"suspenaovéno a ponechéno nabotnet ve 100 m) DMF. Po odstra-
néni supernatantu bylo pf1déno daldich 100 ml DMF a pak

B B B B e L (e B TR

Thr—Tyr-Thr-Gln-Glu-Leu-Hls-Lys-Leu-Gln-
112 13 14 15 16 17 18 19 20

¥

Thr—Pro-NH2 .

3132 I .

-!."

Syntéza byla provedena reakci v pevné fézi pii. pouziti

'(1) Zavedeni prolinu:na‘benzhydrylaminovou (BHA) pryskyfi-

el .
" Deset gramﬁ BHA pryskyflce ( NH2. 0, 38 mmol/g) bylo.

- nésledoval pfidavek BocPrOOH (19 mmol), DCC (10 mmol) a

HOBT (19 mmol). Sm&s byla trepéna p¥es noc pri teplotd |
mistnosti. Po filtraci pres sklen&ny filtr byla vysledné;

T L
?fz-n"_ﬂ-:.y«_-._r

70

o,
pts

T iy
o

e



'
e
e

hl
P 4

. 1“
'cﬁéﬁa 1 hodinu pfi teplot¥ mistnosti k zablokovéni zbyve-
“'jicich'ﬁminbsthpin. Po zakonZeni reakce byla smds promyta

pyyé?jficg promyta methylenchloridem. fdtom bylo pPidé-
0 'b:m%ﬂggthylpnpploriQQvého,roztokp; obsahujiciho .
07%.obj./obj. anhydridu kyseliny octové a smés byla mi-

 methy1ench1oridem a vysudena za vakua.

Pp vysudeni bylo priddno 50 ml methyleﬁchloridové-.-
ho roztoku, obsahujiciho 50 % obj./obj. kyseliny trifluor-

octové a tato smés byla michéna 1 hodinu p¥i teploté mist-
nosti. Po filtraci sklenénym filtrem byla takto zpraco-

vané pryskylice postupng promyta methylenchloriden, metha-

nolem, methylenchloriden & triethylsminen a vysuSena pod

vakuen.

Vzorek vysledné smési pryskyfice byl analyzovén ne ana-
lyzétoru aminokyselin a bylo zjist¥no, %e do jednoho
gramu pryskyfice bylo v8len&no 0,31 mmol prolinu.

- (2) Sekvenini edidni reakce aminokyselin

Yeden gram pryskyfice ziskané postupem uvedenym ve
stupni‘(i) byl vpraven do kolony automatického syntetizé-
toru a am;nokyseliny byly postupn® pridévény za nésledu~
jicich podminek: ‘

(i) adi&ni reekce: 30 nin p¥i teplot? mistnosti v DMF
Jako rozpoudtddle

(ii) promyvéni: 10 min pPi teplotd mistnosti s DMF

(iii) odstran&ni Fmoc: 10 min pfi teploté mistnosti s

20 obj./obj.% piperidinu v DMF jako rozpoudtédle
(iv) promyvéni: 10 min pfi teplot¥ mistnosti s DMF

Opakovénim stupnd (1)-(4) bylo po Pro piidéno 31
aminokyselin., PouZité aminokyseliny jsou uvedeny ¥ tabulce
5 déle. '
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Tabulka 5
7 Fuoc=L=Thr (But)=0Dhbt 0,430 g
" Fmoe-Gly-OPfp 0,367 ,
,~.Fmég-L-Ser(But)eODhbt:“; 0,419 |
Fmoc-Gly-OPfp - | 0,367
Fmoc-L-Thr (But )-ODhbt 0,430
Fmoc-L-Asn~OPfp ' 0,412
Fmoc-L-Thr (But )-ODhbt 0,430
Fmoc-L-Arg(Mtr)-OPfp = . 0,641 . ...
Fmoc-L-Pro-OPfp - 0,400
Fmoc-L-Tyr (But )-OPfp 0,495
- Fmoc-L~Thr (But )-ODhbt 0,430
Fmoc-L-G1ln-OPfp ' 0,423 -
_,______,_';_,,v_‘_...._..._Emo_c:LgLeugon_p----*—---'-"" 1
' Fmoe~L-Lys (Boc ) -0Pfp 0,503
Fmoc-L-His (Boc)~OPfp | . 0,510 g
Fmoc-L: Leu-OP£p - 0,411 ;
Fmoc-L~Glu(OBut )~OPfp . 0,468 |
Fmoc-L—GlnfOpr ' | - 0,423 | %
- “Fmoc-I-Thr(But)-ODEbt . . .. - 0,430 “k
Fmoc~L-Tyr (But )-OPfp 0,495 E
Fmoc-L-Thr (Biat)~0ODhbt © 0,430 )
Fmoc-Gly-OPfp o o 0,367 i
Fmoc-L-Leu-OPfp | " 0,411 .E
| Fmoc-L-Met-Opfp . 0,426 é
= };_ Fmoc-L-Cys{Trt)-OH ) 0,464
-} i Pmoc-L-Thr(But)-0dhbt 0,430
e 4 Fmoc-L=Ser (But)-0Dhbt : 0,419
' Fmoc-L-Leu-OPfp - | 0,411
¢ wtes -Fmoe-L-Asn-OPfp = * ST 0,412
' Fmoe-Gly-0Pfp T 0367

Fmoc-L-Cys (Trt)-0H | ' 0,464
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Po ukoneni reakce byly chrénfecf. skuplny a. prysky-;

‘ wa ‘ffz peptldu odstranény fluorovodikem a peptld byl promyt?

HéJroztoku kysel1ny octové a nerozpustnj podil byl odflltro- .
7g.vén. Filtrét: byl lyoflllzovén za ziskéni asl 720 mg suro-'
vého peptidu.

(3) 51éténi & tvorba dlsu1f1dovych vazeb
Podfl. (asi 700 mg) surového peptidu byl rozpuétén

- ve vod¥, obsshujfci 0,1 % obj./obj. TFA a roztok byl
. zpracovén vysokou&innou kapalinovou chromatografii ns

kolon& ODS.

Eluce kolony byla provedena za pou¥itl mobilni féze,
obsahujici. vodu a acetonitril, obsahujici 0,1 % TFA s
postupnym gradientem acetonitrilu, zvyéugicim se od 20 %
obj./obj. pres 30 % obj./obj. aZ na 40 % obj./obj., kdy
frakee pfi pouZiti 30 % obj./obj. eludni féze byly izolo-
vény a lyofilizovény (prlmérni pfeéléténi)

Hyoflllzovany peptld (331 80 mg) byl rozpuétén v 80

ml 0 05 % obj./obj. roztoku kyseliny octové a pH roztoku

bylo upraveno na 8,5 3M vodnym roztokem smoniaku. Potom

“bylo pridéno 1,5 ml 0,1M roztoku K Fe(CN)6 a sSmeés byla

michéna po dobu 30 minut pii teploté mistnosti ke tvorbé
disulfidovych vazeb. Po upravé pH na hodnotu 5,0 pomoct

50 % obj./obj. kysellny octové byla prldéna anexové prysky?

¥ice (v C1° form&), sm&s byla michéna po dobu 20 min a pak
byla pryskyflce odfiltrovéna.

Filtrat byl zahuétén a opdt zpracovén vysokoﬁélnnou

" kapalinovou chromatografli na kolon& ODS,’ pfléemz eluce

kolony byla provedena stejnou mobilni fézi jako pfi pri-
nérnim piediiténi pFi postupném gradientu acetonitrilu od
25, 27 pres 30 a% 35 % obj./obj. (sekundérni piredidténi).

r——
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¥

Frakce ziskané p¥i eludni fézi 30 % ObJ ./obj. byly shro-

*“,:¥vaéidény a'lyofilizovény " za ziskéni 53 mg uvedeného pep-'
T _‘_s‘_ tlduo .. ' .

1 UPR{Xlad 6

Syntéza (1- 21)11dského/(22 32)lososiho hybrldniho kalcl-
toninu . |

H-Cys—Gly-Asn—Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly—

Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-Phe-Asn-Lys-Phe-His-
1112 13 14 15 16 17 18 .19 20

N N B

. . e i et A ey g g e a e

ATHT=T§5:PTO-Arg—Thr—Asn-Tﬂ;;Gly-Sef—Gl}F

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

31. 32

Jeden gram BHA pryskyFice se zavedenym prolinem podle °
stupné (1) pPikladu 5 byl naplnén do kolony automatického

Syntetlzétoru a byly pridévény aminokyseliny za stejnych
podminek reakce, jaké byly pou¥ity ve stupni (2) priklas
du 5. PouZité aminokyseliny Jsou uvedeny v tabulce 6 d4-
le. "
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Tabulka 6

. -Fmoe-L-Thr (But)-ODhbt

Fmoc-Gly-OPfp
Fmoe-L-Ser (But)-0Dhbt
Fmoc-Gly~OPfp

Fmoe~-L-Thr (But )-0Dhbt

Fmoc-L-Asn-OPfp

' Fmoc~L~Thr (But ) ~ODhbt

Fmoc-L-Arg(Mtr)-OPfp

- Fmoe-L-Pro-OPfp

Fmoc-L-Tyr (But)-OP£p
Fmoc-L-Thr (But)-ODhbt
Fﬁoc-L—His(Boc)-Opr
Fmoc-L-Phe-0Pfp
Fmoc-L-Lys (Boc)~0Pfp
Fmoc-~L-Asn-0Pfp
Fmoc-L-FPhe-0Pfp
Fmoc~L-Asp (OBut )-OPfp
Fmoc-~L-Gln-OPfp

_ Fmoc=L=Thr (But)-ODhbt
" Fmoc-~L+Tyr (But)-OPfp
~ Fmoc-L-Thr (But)-ODhbt

Fmoc-Gly-QPfp
Fmoe-L-Leu-OPfp
Fmoc-L-Met-Opfp

Fmoc~L-Cys (Trt)-OP£p

Fmoc-L-Thr (But ) -ODhbt
Fmoc-L-Ser (But)-0Dhbt
Fmoc-L-Leu40pr
Fmoc-L-Asn-0Pfp

: Fmoc-Glnypr. N
Fmoc-L-Cys (Trt)-OPfp

-28-

- 0}410'3 j Qidhgf"

0,367
0,419

10,367

0,430
0,412
0,430
0,641
0,400
0,495
0,430
0,510
0,438
0,503
0,412
0,438
0,457
0,423
0,430

0,495
:,-v:O ,.430

0,367
0,411
0,426
0,595
0,430
0,419
0,411
0,412
0,367
0,595




Fo ukonZent reakce byla pryskyrlce 8. obsaéenjm pep-

 tidem zpracovéna steanjm zpﬁsobem Jak Je uvedeno ve stup-
" pil(2) pfikladu 5 za z1skéng asi 860 mg surového peptldu. i
|
{2): Cléténi ‘a ‘tvorba dlsulfldovych vazeb ; . -
Podil surového peptidu (asi 850 mg) byl podroben pfe-
&i3t&ni & tvorbd dlsulf;dovych vazeb za pouziti stejnyeh
postupl, které byly pouZity ve stupni (3) piikladu 5.

V¥sledny filtrét byl zahudtén a opéf'zpracovén vysoko-
" déinnou kapalinovou chromatografif na kolon# ODS, prifems
eluce kolony byla peovedena stejnou mobilni fézi. Jjako

p¥i primérnim pretist&ni pFi postupném gradientu aceto-
nitrilu od 24 do 35 % obj./obj. pres 26, 28 a 30 % obj./obj.

(sekunddrni—Eidt + Frakce ziskané pirieludni fézi- 28 %

l'ObJ /obj. byly shroméﬁdény & lyofilizovény za ziskéni 66
ng poﬁadovaného peptidu.

P¥{klad 7

- Analjza slofenf aminokyselin

V3echny predisténé hybridni kalcifbniny pﬁipravené
v pfikladech 1-6 byly hydrolyzovény pii 150 C po dobu
1 h v prost¥edi.6N HC1l a slokeni amlnokyselln bylo stano--
veno pomoci analyzétoru aminokyselin. Vysledky jsou uvede-
ny v tabulce 7. | |

= .= W T S )
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bBuSOWﬁmol;. ‘

Hw:% - wﬁHWHmQH
>mxm_ 3. Haﬁmu
Thr. " .m.ﬁuaqv.
ser 1 79(2) ..
Glx 2.34(2)°"
Gly =7 4.14(4)
>ys‘.ﬁuwwwmw.c‘ (0)
val. -~ 0o (0)
Met 0.97(1)
Leu 3.15(3)
Tyr 2. omnmv
Phe o 1.04(L)
lis -+ . 7 1.02(1)"
Lys . 1.03(1)
Arg 1. OHAHV
Pro . *1.97(2)

&

priklad o
3.12(8)
.5.32(6)
.0.85(1)
2.26(2)

_;a L 4.20(4)

< .

.

H.opﬁyvg

H;oqﬁwq

0,98(1)
3.11(3)
' 2.06(2)
. "1.06(1)

1. owﬁHv
H O&AHV

1.00(1)
L1.92(2)

~ Tabulka 7

priklad - 3

'3:12(3)
5.44(6)

.. 08201
S 2.85(2)
4.14(4)

.HJONHHV

2.01(2)
0 (0)
.3.10(3)

2.02(2)
1.04(1)

L1201y
1.02(1)
7 0.98(1)

_Hnmmhmv

v wwmp‘a

w Hqﬁwv

5.65(6)
0.84(1)
2.28(2) "
‘4.08(4)
“0.96(1)
1.12(1)
0.90(1):

2:03(2)

,mfomwmy
- 1.07(1).

1.:08(1)

1.06(1) .
o.wmﬂpv
1.69(2)

.housmgwmﬂ.%mo%m&%ﬁﬁm.:OQUOﬁ% Jsou uvedeny v Nm<0ﬁwmms‘

¥

priklad__ s
2.11(2) - 4.50(4)
6.37(7) 6.86(7)
L1.71(2) 1.64(2)
3.49(3) 1.00(1)
4:01(4), 4.57(4)
0 (0) 0 (0)
o (0) . .0 (0)
1.01(1), .0.93(1)
4.28(4) 2.00(2)
2.12(2) - 3.01(2)
0 (0) . 2.07(2)
— 1.05(1) . - 0.80(1)
1.05(1) 0.92(1)
10.99(1) 0.85(1)
1.84(2) 2.06(2)

Y B

. pipfkled 6
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Priklad 8 )
Stanoveni blologzcké ﬁélnnosti

Sest novych kalcitonind pflpravenych v pfikladech
1-6 bylo rozpudtino v 0,1M pufru octanu sodného .(pH 4,2),

’1kterj obsahoval 0,1 % BSA (hov&zi serovy albumin) a injek¥-
‘né podény SD krysim sameclm (4 tydny starym) podrobenym

hladov&ni (24 h) do ocasn{ ¥{ly. fo jedné hodin¥& byla sta=-
novena koncentrace sérového .kalcia metodou OCPC ( Cal-
cium ¢ - Test Wako of Wako Pure Chemicel Industries, Ltd.).

U¥innost kelecitoninu, kterd zpisobila 10% sniZeni .

koncentrace sérového kelcia byla zvolena jako 10 mJ a po~

Zet jednotek v jednom miligramu kalcitoninu byl oznalen

__jako_"specifické ulinnosi”, Vysledky jsou-uvedeny v tabule -~

———

-~ e VR e )
YT R e R

ce 8,
Labulka 8
vay'kalcitonin L spec1flcké akt1v1ta (J/mg)
‘pPixled 1 . . 21065
- 2 - 2639
3 2262
4 2611 .
5 2575 -
6 1792

: xPrﬁmér_ze dvou méfeni

<



. Pfiklad 9. . : .
':;,Uélnnost kalcltonlnﬁ viéi hyperkalcemii

Postup.

5 tydnﬁ starym SD krysim samcﬁm byl 4 dny po sobé
orélnd podévén vitamin D3 (5 mg/kg) tak, aby se vytvoril
experimentdlni model hyperkalcemickych krys. P4ty den byl

subkuténni injekci podén (1-16)1lidsky/(17-31)lososi hyb-

ridnf kalcitonin (hybridni keleitonin 1), lesosi kaleitonin
a lldsky kalcitonin, keZdy v mnoZstvi 4. IU/kg. V dangch
éasovych intervalech byly odebirény vzorky krve a byla |,
stanovens koncentrace kalcia v plasmé. .
Vysledky a dlskuse. .
Casové zév1slost1 hladln kalcia v plasmé pro zkouéené
kﬁlCItonlny jsou znézornény na obr. 1. Jak je ziejmé z
obr.1 v3echny testované kalcitoniny, tj.,hyb}id kalcitoni-
nu |, lososi kalcitonin a lidsky kalcitonin vyvolaly rychlé
sni¥eni zvy3ené hladiny krevntho kalcia. Je proto ziejmé,

. Ze hybrldni kalcltonln podle vyndlezu je stejné udinny e
' vﬁél hyperkalcem11 jako lososi kalc1ton1nb lldsky ka11 .

cltonln.i"

. P#iklad 10

Apalgeticky udinek kalcltonlnﬁ

i) zvifata
 Bylo pouzito deset kr4li¥fich semel (Kbl:J¥W) o hmot-
nosti 2,?-3,2 kg.

ii) Implantace zavédéci kanyly pro 1ntraventr1ku1érn1
podéni o,
Krdlici byli fixovéni ve stereotaxickém zaifizeni pod




j;pentobarbltalovou anestezi (30 mg/kg i.v.). Po nafiznu-~
,_;ti kize ‘byla vodici. kenyla;pro 1ntraventr1kulérni podéni
'Lzavedena u. kazdého zvifetejdo leveho laterélniho ventri-
g kulu a flxovéna dentélnim cementem (stereotax1cké soufad-

e "nlce od- bregme: posteriornd 4 0- mm, laterdlnd 5, 5 mm,

ventrdlné. 5,5 mm). . Po jednotydenni rekonvalescenc1 byli
krdlici podrobeni pokusu popsanému niZe. o pokusu byla
injektovéna methylenové modi k ovifeni umistdni kanyly.

:_14i) ZkouSka antinocicepce

ﬂrélicl byli fixovéni v klec1 & do obou laterélnlch
stran horniho hlavniho Pezéku byly vyvrtény diry o pri-
méru 1 mm a do. hloubky 1 mm pomoci zubolékaPské. vrtalky..
Do ka#dé diry byla upevnéna stimulaini elektroda a. byla

""apllkovéna—elek%r1cké—stlmulace—{S—msT—S—HzT—dﬂba—apl; e

- Vysledky a dlskuse..

kace 3 s) pfi ridznych napétich pomoci elektrického stimu-
lédtoru ( Nihon Kohden Corp.) ke stanoveni stimulace mez-
nich hodnot (V), vyvolévajicich u pokusnfch zvifat oli-

- . zovéni (olizovéni a pohyb pyskld, sniZovéni delisti).
 Mg¥end byla prové§énd jednu hodinurpfgd,podénim_lééiva,”

bezprost¥edn& po podéni 1é&iva, rovné: jeke 0,5 h, 1,0.h,
1,5h; 2,0 h, 3,0 h a 4,0 h po podéni 1é¥iva. ]

Testovenymi 1é&ivy byl (1-16)1idsky/(17-32) losos{
hybridn{ kalcitonin (hybridn{ kalcitonin 1), losos{i kal=-
citonin e lidsky kalcitonin, z nichZ kaZdy byl podén intra~

ventrikulérn¥ v mnoZstvi ekvivalentnim 8 IU/kg. V kon-
troinim pokuse byl pouﬁit fyziologicky solny roztok.

Casové zév1slosti stlmulace prahovych hodnot pro T
testované xa¢clton1ny Jsou uveaeny ne obr. 2. Yak lze
vidét z obr. 2,_uvedené t#i kaleitoniny vyvolaly srovna--

G
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Pfiklad 1 |
Uélnky kalcltonlnﬁ na 1nh1b1c1 hmotnostniho pfirﬁstku
a apetltu e

ostup:-

Krysém byl 1ntramuskulérni injekei poddn (1-16)1idsky/
(17-32) lososi hybridni kalcitonin (hybridni kalcitonin
1), lidsky kalcitonin a thofi kalcitonin a po 24 h byla &
stanovenn\jejich t8lesnd hmotnost a spot¥eba krmiva. |

Vysledky

Zmény t&lesné hmotnosti krys po podéni rﬁznych kalei-
tohlnﬁ\asou uvedeny na obr. 3 a zm&ny spotieby krmiva na -
obr. 4. Ka¥dy z kalcitonind byl poddn ve tiech riznyeh '
dévkéch: 12,5 UI/kg, 50 Ul/kg a 200 IU/kg. U zm¥n t&kes=

"né hmotnosti jsou uvedené hodnoty prﬁmérem pro 5 krys,‘u:“"

spotifeby krmiva se Jedné o spotiebu prq.5.krys.

..Dlskuse.

Jak je zfeamé z obr. 3 a 4, lososi a ﬁhofi kaICI—‘-

‘tonln vykazuje dévkové z&vislé ddinky na inhibici hmot-
nostniho pf{rdstku a apetit, zatimco hybridni kalcltonln

1 a lidsky kalcitonin nevyvolévaji 38dné diference t&lesné
hmotnosti a spotfeby potravin. Lze proto konstatovat, Ze
hybrid kalcitoninu podle vynédlezu vyvolévé jen tek malé.

Winky na télesnou hmotnost a apetlt jako lldsky ka101-
‘tonin, -




Priklad 12
Uélnky kalcltonlnﬁ na  dobu vyprézdnovéni Zaludku

¥

;Paétup=

| Feném beagld, od predchézegiciho dne hladovénych, byl
"1n3ekéné podén jednou venou cephalica (1-16)lidsky/(17-
32)1ososi hybridni kalcitonin (hybridni kalcitonin1), loso-
s{ kalcitonin, lidsky kalcitonin a fy21ologlcky solny roz-
tok. O hodinu pozd&ji byly orédln# podény enterosolventni
tablety)aspirinu (obsahujfci 200 mg u¥inné l4tky) spoled-

" n& se 25 ml vody. Fotom byly v dangch tasovych intervalech
odebrény z dal3{ veny cephalica vzorky krve a plasma ziska—
né obvyklym zplsobem byla aZ do rozboru vzorku uchovévéna
pri -20 °c,

-
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__P¥i_prichodu-st¥evni-st&nou=je_vit3ina  pofziténo. -

aspirinu metabolizovéna a dostévé se do krevniho redidtéd
ve form¥ kyseliny salicylové. ‘roto byla stanovovéna kyse-
lina salicylovd jako ﬁarker aspirinu. K 50 sul plasmy bylo
pF¥idéno 200 /ul ethanolu, sm?s byla odstfeaovéna 1 min pii
frekvenci .otéZent 10000 m1n a ziskany supernatant byl
zpracovén HPLC.

Vysledky:

Zpozdujici Winky v3ech zkoudenych kalcltonlnﬁ na
dobu vyprézdnovéni ¥aludku jsou shrnuty v tabulce 9. U kaZ-
dého pokusného zviPete byl vypoétéh rozd{l mezi dobou od
podéﬁi kalecitoninu k absorpeci aspirinu a dobou od podéni
fyz1olog1cseho solného roztoku k absorpei asp1r1nu k ur-
Eeni doby zpoZdéni vyprézdnovéni Zaludku,

G TSN RS

(¥




_?épulka 9 -
Kglcitonin  dévka  doba zpozdini rozdfl zpoZdéni
) S /ug(IU)/kg h ‘ h
" bybeiaat i — T

kalcitonin 0,6 (1,2) 1,9 4,8 7,7 0,0 3,2 6,6
1 10- (21,0) 5,1 18,0 21,4 3,816,3 20,3

o 0,1 (0,4) 2,0 2,0 0,3 0,7
losos{ 0,3°(1,2) 2,7 4,5 11,1 0,0 3,9 10,0
kalcitonin 0,6 (2,4) 22,0 30,0 45,0 19,4 29,4 43,1

lidsky 6 (1,2) 3,0 3,9 4,0 1,3 2,6 2,9
kaleitonin 100  (20,0) 5,0 6,9 4,4 5,0
Poznémka-

Doba zpoZd&ni: doba od podéni asplrlnu k jeho absorpei.
Rozdil zpoZd¥ni: rozdil v dobéch absorpce aspirinu p¥i
podéni‘kalcitoninu a fyziologického solného roz-

Diskusge: G :

3ak Je zfeJmé z tabu1k7 9, lososi kalc1ton1n mé vel—
mi 311né zpoiéugici ﬁélnky na dobu vyprazdnovéni ¥aludku,
zatimco lidsky kalcitonin mé tyto u&inky slabé. Zpozdujici
\¥inky ne vyprazdnovéni Zaludku hybridu kalcitoninu 1

byly podobnéaéi lidskému kalcitoninu neZ lososimu kalcito-
ninu. “ze proto udinit zévér, Ze hybridni kalcitonin 1
podle vynélezu lze podévat ve vyééich hladinéch jednotek
ﬁélnnostl ne¥ lososi kalcitonin.
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- Pﬁklad 3
~¢l}f¥ﬁélnky kalcitonind na gastr01ntestinélni motilitu ped -
o ”’pfl védomi ] : :

 Postup:’ - 3 o : .

Zaravi psi beagle o hmotnosti asi 10 kg byly aneste-

A zovén} i.v. injekedl pentobarbltalu sodného a za aseptlc-
kych podminek jim byla oteviena bi¥i3ni dutina. -

Do serozni blény antra ﬁaludku, duodena 8. laéniku '
byly vélty speclélni hlinfkové pfevodniky sily, slouzi-
cl ke sledovéni kruhovych svalovych kontrakc{ zplsobem
d¥ive popsanym (Itoh & spol., Gastroenterol Jpn. 12, 275 :
1977). |

B T e T T i T T e T e T S S T T T S T PR S TP

, PFivodni dréty t&chto p¥evodnikl, vychézejlcl z biis-
ni dutinyibyly vyvedeny.koinim fezem mezi lopatkami.

Po této bfléni operaci byl na prevé piredni strené .
' krku proveden 5 cm. podélny koéni fez k vystaveni vn&jst N
Jugulérni 2{ly.
- ‘ Touto Eilou byla do horni duté ¥{ly zavedena trubi-
) ce ze Silastﬂnu (French size 8,5, Dow cornlng, Midland
MI) a. vélta do pfllehle kize pro i.v. 1n3ekéni podéni
zkouéenych légiv,

Po operaci byl psovi nasazen kor?etbvy chrénié k fi-
xaci vodicich drétd a silastikové trubice. '

"'$is L ustetén do. indivigudint erperimentilnt e
ce.a byla mu v 17 h poddvéna konven¥ni psi stravae, prifemi
byla voda poskytovéne bez omezeni.
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- ) astr01ntest1nébni motorlcké aktivita byla zazname—
'fnévéga pomoci zaplsovaée s termickym zéznemem (WR-3101, Graph-
tlc;»Tokyo, Japonskoﬁ pro pflpoaeni vodicich drétﬂ pfe—

--"‘;'den, ‘I‘okyo, Japonsko) v

R - Asi dve tydny po operaci mohla byt gastrozntestinél--
Yoo nf kontraktilni aktivita rozdélena na dva typy aktivity,
” j1nterd1gest1vni stav a digestivnl stav.

v 1nterd1gest1vnim stavu byly pozorovény IMC (inter-
dlgestlvni m1graéni motorlcky komplex) v. pravidelnych in-
tervalech 100 a% 120 min v antru Zaludku, nigrujici do
duodena a ladnfkd konstantni rychlosti.

U ySech pokusnych zvifat krmeni pieruéovalo pravi-
delnost IMC, Pokusy byly provedeny v. 1ntradlgest1vn1m sta-
“vu. Lé&ivo bylo rozpuéténo v 0,9% solném roztoku a podéno
- gavedenou Silastikovou trubidkou bdhem asi 10 sekund v dév-
-f " ce 9,3 ml/kxg 15 minut po skonZeni INC v antru Zaludku s

-%_:_;.néslednym promytim 0,9% solnym roztokem

ffﬁ ‘ Byla méfena doba do daldtho vyskytu IMC po podéni
A léélva a pourita jeko index in. hibi&ni aktivity 1é¢iva

na gastr01ntest1néln1 motllltu.

3*:' L Vysledky'jsoﬁ uvedeny v tabulce 10.
.i ' . ‘ ) . . . ) .
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[

. Téﬁu%kg 10 | .
- - lososi  dévka, Jug/ke 0,1 0,3 1,0 3
- kalcltonln (U/kg) ! o (0,4)  (1,2) (4,00 (12)°
. .IMC zpo¥d&n{ - . 0 1t 2 3. -
lidsky dévka, ,ug/kg 100 300 1000
kaleitonin (U/kg) - (20) (60)  (200)
INMC zpoZd¥ni 0 0,5 0,5

hybridnl  dévks, ,ug/kg 0,03 0,1 1,0 3,0 100
kalcitonin (U/kg) (0,06) (0,21) (2,1) (6,3) (210)

] IMC zpoZdéni 0 0,5 1 1 i

"hybrldni—_—dévkar—7ug/kg 0503——150—7370-—10—30—100—

kalcitonin (U/kg) (0,5) (1,8) (5,4)(18)(54)(180)
2 . INC zpozdéni 0 0,5 t 1 1
Poznémka

Uda;e "IMC-zpo¥d&ni" znamenaji nésledujici: |
L 0., pfiéti INC se obJev1lo do 180 minut po |
podéni{ , -
10 5... pri3tl IMC se objevilo v dobé vice ne¥ 180
- minut po: podéni, ale do 300 minut po podéni
1 ... pPi8tl INC se objevilo jeden den po podéni
_ 2 ... pri8t{ IMC se objevilo dva dny po poddni
A %3‘ «o. pF{8t1 IMC se objevilo 3 dny po poddni
2. Hybrldni kalcitonin 1 byl (1-16)1idsky/(17-32)1lososi kal-
citonin a hybridn{ kalcitonin 2 byl (1-21)1idskyf(22~32)
lososi kalcltonln.

. Diskuse: |
Yak Je uvedeno v tabulce 10, lososi kalcitonin podany
i.ov. 6yvolévé zévislou inhibici dal3tho vyskytu IMC u psd
p¥i védomi. |

>
¥
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b4,

:tv
dny::. Na” druhé ‘stran® 1idsky kalcltonln m&l pouze’ maly

m\u—, B

ﬁvliv'na IMC.

‘lAékéliv'hybridni'kélcitoniny také inhibovaly IMC,

‘f tyﬁdflétky zpoiaovaly vyskyt pridti IMC pouze o jeden den

a-to i p¥i nejvy33ich zkouSenych dévkéck (100 ,ug/kg).

No%e. vysledky konednd _prokézaly, Ze h&bridni kalcito-
niny maji{ slab3i pdinky na gastr01ntest1nélni motilitu
psd p¥i v&domi, neZ lososi kalcltonln.

Tyto vysledky také nasvddéuji tomu, Ze hybridni kal-"
¢itoniny budou pravd&podobnd pisobit ménd neiédoucich

d¥inkd na gastrointestindlni systém ne¥ lososi kalcito-

nin.

P¥iklad 14
Ki{%ov4 reakce mezi lidskou protildtkou enti-lososfho kal-
citoninu a hybridntho kalcitoninu

Postup:

Lososi kalcitonin byl syntetlzovén b&¥nym. postupem
syntézy v pevné fézi. Lososi kalcitonin znadeny 1251
byl pPipraven postupem podle Tejedora (Tejedor F. a Balles~
te J.P.G., Analyticel Biochemistry, 127, 143-149 (1982)).

Styfi druhy lidského séra, u kterych bylo ovéfeno,
%e obsahujf protilétky po podéni lososiho kalcitoninu by-
1y ziskény od Dr. Fredericka R.Singera (Ceders-Sinai Me-

‘dical Center). Titry protllétek t¥chto 8ér vi¥i lososimu

kalcitoninu byly nésledugici
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1) Stanoveni stupn¥ Feddnf séra .

Jako tlumzvy roztok pro reakci byl pouZit 0,1M-
roztok borétového pufru (pH 8,0), obsahuaici 0,5 % BSA
0,9.% NaC1, 0,1 % NaNy 8.0,05 % Tweenu 20, Tento tlumi-

 v¥.roztok, lidské sérum obsshujici anti-lososi kaleitonin

(fed&né tlumivym roztokem na konedné Ffeddni 100 - 6400) a
roztok znateného kalcitoninu byly vneseny do zkuSebni zku-
mavky (typ Spltz, Salschted Inc., o rozmérech 12 x 75 mm)
v objemech uvedenych niZe, sm&s byla intenzivné michéna =
ponechéna stdt pres noc pii teplotd mistnosti. ‘

i)reakdni tlumivy roztok 300 /ul 400 /ul

11)11dské sérum 8 ant1108081m kal-

| citoninem 100 jul 0 /u1'
‘i11)roztok.znaéenéhohkal- :

- citoninu (0£Y20000 epm) 100 ,ul - 100 jul

" frekvenci otééeni 3000 min -1 po dobu 10 min p¥i 4 °C Po :

 vita zbytku pomoci

¥ Celkovd vazba. (B).
‘;‘x.Nespécifické vazba (NSB)

: Rgakéni roztok byl dobFe: promi&hén s 500 /ul BGG

| (hovézi H-globulin, Sigma), déle smichén s 1 ml 25% PEG &.

6000);nten21vné michén a pak ponechédn stét pfi teploté
mistnostl po dobu 15 mlnut..Reakéni roztock byl pak odstie-
d&n na nédobkové odstiedivce “(typ O5RP-22, Hitachi) p¥i

vy
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supern antu- T
poditale ga a éést1c= V¥sledky jsou
uvedeny na obr. 5. '
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| Reékéﬁi tlunivy roztok, rizné typy kalcitonind, lidské

sérum S. antllososim kalcltonlnem a roztok znafeného kalc1-
- toninu. hyly ‘vneseny do zkuéebni zkumavky v objemech uvede-

i) reakdni tlumivy roztok

ii) kalecitonin

iii)lidské sérum s anti-
_ lososim kalcitoninem

~ iv) roztok znaleného kalcito-

~ninu (Y 20000 cpm)

_ “Byly zkowdeny dve hybridni kalcitoniny:

*1
200e/u1

100./u1‘

10? /ul
(B")

®2
0 /Ul

0 /ul

100 jul
(NSB)

! nych ni%e a postupn¥ zpracovény stegnym zpﬁsobem jako pii
' stanoveni Fedéni séra.

+

13

0 /ul

100./u;

100’/ul
(Bo”)

1. (1-16)1ids-

k§/(17-32)1osos{ kalcitonin, 2. (1-21)1idsky/(22-32)1osost

kalcitonin;

Vysiedky'jsou uvedeny na obr. 6-9.

Vysledky a dlskuse.

- Pokus byl proveden ke zjidt&ni, zda znaleny
si kalcitonin je schppny konkurovat lososimu kalcitoninu
ve vazbé na anti-lésosi kalcitonin v lidském séru &. 1

(obr.5).

1251 loso=-

Podobné kiivky byly ziskény pfi pouziti anti-loso=
© sich kalcltonlnﬁ lidsky sér §.2-4. Tyto vysledky ukazuji,

¥e lososi kalcitonin zadind konkurovat znalenému kalcitoni-

nu v dévce slespon 1 ng/ml.
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__-;_; s Pokusy se. étyfml typy. sér prokézaly, Ze ani hybrldni
s @ kalc1ton1n 1 ani.hybridnf kelcitonin 2 se neddastnily
reakece s antilososim kalcitoninem lidského séra.

Lze proto uélnlt zévér 13 hybrldni kalc1ton1n podle
vynélezu lze potencidln& pouZit jako u&inné léélvo u pa=
qlentﬁ ktef!{ produkuji anti-lososi kalcitoninové proti- -
létky. '

ﬂybrldni kalcltonln podle vynélezu mé vynikajfci vy-
‘hodu v.tom, %e vykazuje stejn¥ silné biologické u¥inky jako
lososi, uho#i g hovézi kalcitoniny, pPilem¥ nemd vedlej-
81 d&inky, zahrnujict nevolnost, patiZe funkci za%ivaci-

covéni v tom, Ze vedlej$im reakeim, které by jinak mohly

vznikat b&hem syntézy lze zabrénit vyménou Met8 u lidské-
ho kalcitoninu za Val®, '

!

—ho—traktu-a-antigenicituy-Mé—také—dal¥1i vyhodu ve Zpfar o
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PATENTOVE NLAROKY
1. Hybrld kalc1ton1nu sloﬁeny ze dvou peptldovjch seg-

mentﬁ, z nich . Jeden je peptldovy segment v lidském. kalclto—
ninu nebo analogu lidského kalecitoninu, ktery je unistén na

mist® bliZdim k aminotermindlnfmu konci a druhy, ktery Jje

peptidovjm segmentem v kalcitoninu odvozenén od *ivod¥i-
cha jiného ne% &lovdka a je umistén na misté bl1§éim kar-
boxytermlnélnimu konci.

2. Hybridni kelcitonin podle néroku 1, kde peptidovy
segmént na mistd bliz8im aminotermindlnimu konci obsahuje.
ne jméné& 10 aminokyselinovych zbytki v lidském kaleitoninu
a peptidovy segment na mist® bliZdim karboxytermlnélnimu
komei obsahuje nejmén¥ 6 aminokyselinovych zbytkd v kal-
citoninu odvozeném od %ivodichd jinych ne? 1lidi.

3. Hybridni kalcltonl podle néroku 1, kde lidskym kal-
Ac1ton1nem Je prirodni lidsky kalcmtonln nebo jeho analog

a kalcltonln Eivo¥idného pﬁvodu Jlného nez 1idského Je
'prirodni kalc1ton1n nebo jeho analog.

4. Hybridni kalcltonln podle néroku 1, “kde; nehuménni
kalcitoni je z1skén z lososa, uhofe nebo kurete.

5. Hybridni kalcitonin, éloieny Z peptidového segmén—
tu v lidském kalcitoninu a peptidového segmentu v kal-
citoninu #ivoZi3dného pivodu jiného nez 1idského,kde prvni
peptidovy segment zahrnuje prvni a% n-ty (n= 10-28) emino-

fkysellnovj zbytky A amlnotermlnélniho konce a druhy pep-

tidovy’ segment obsahuje nésledujici amlnokysellnové zbytky
sméren ke karboxytermindlnimu konei.

9
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“‘;6: ., . Hybridni kalcitonin podle néroku 5, kde prvni pep-
 };t1dovy gegment obsahuje prvni aZ n-t§ (n=13-21) aminoky-
.”*fsellnové zbytky z amlnotermlnélniho konce a je bud pepti-
"dovjm Segmentem v pf1rozeném lidském kalcitoninu nebo
-~peptidovy segment v lidském kalcitoninuvém analogu,ktery

mé nejvyse dva aminokyselinové zbytky  nehrazeny, vypudtény
2. nebo pfldény k peptidovému segmentu v prlrozeném lidském

kalcitoninu. -

7. Hybridni kalcitonin podle néroku 6, kde peptidovy
segment v analogu lidského kelcitoninu mé& valinovy zbytek
na mist® methioninového zbytku v poloze 8 v piirozeném

. 1idském kalcitoninu.

=8:,- qybrldni—kalcltenln—podle—néroku—E——kde—druhy—pep-““"

JIPr A

tidovy segment obsahuge n-ty (n=14-22) a nésleduaic1 ami,-
nokysellnové zbytky od aminotermindlniho konce lososiho,
ﬁhofiho nebo kuteciho kalcitoninu a je bud peptldovym segmen-
tem v pfirozeném lososim, vdhoiim nebo kufecim kalcitoninu
nebo peptidovym segmentem v analogu kalcitoninu,ktery mé
ne jvyde tfi'éminokyselihové‘ibytky nahfazeny;‘vypuétéhy z -

nebo pfidény '3 peptidovému segmentu v prlrozeném lososim,

dho?im nebo kufecim kalcitoninu.

E

9, Hyb;idni kalcitonin podle néroku 8, kde druhym

peptidovym segmentem je peptidovy segment v piirozeném
lososim nebo dhofim kalcitoninu nebo peptidovy segment
v analogu kalcitoninu, ktery méd jeden aminokyselinovy zbytek

,nahrazen nebo vypudtén z peptidového segmentu v prirozeném

lososim nebo vhoifm kalcitoninu. ' : | ;
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~"-‘10 ~ Hybridni kalcitonin, ve kterém sekvence prvniho
”}2_5estnéctého aminokyselinového zbytku od aminotermi-.

: ;nélnlho konce je stejné jako sekvence prvniho aZ Sestnésté-
' ho?amlnokyse11nového zbytku v pPirozenén lidském kalci-
" toninu-&" sekvence“sedmndctého a¥ ‘tPicétéhodruhého amino- -

kyselinového zbytkd je stejné jako sekvence sedmnécté-

" ho a¥ tiicé&tého druhého amlnokysellnoveho zbytku v pflro—

zeném lososim nebo ﬁhoflm kxalcitoninu.

11. "Hybridni kalcitoﬁin, majic{ nésledujici struk-
turni vzorec ' ' |

I \ '
H-Cys-Gly- Ash-Leu-Ser-Thr-Cys-Met(nebo Val)-Leu-Gly-

;2 3 4 5°6 1 8 9 10

Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp(nebo Glu)-Phe (nebo Leu)-Asn(nebo His)-
112 13 14 15 T 17

Lys -Phe (nebo Leu nebo Des)-Hls(nebo Gln)-Thr-Tyr-Pro—Arg-

‘18 19_‘._,.,, 20 ,21,22 23 24

Thr-Asn(nebo Asp)-Thr(nebo Val)- Gly—Ser(nebo Ala) Gly-Thr—

25 26 27 .28 29 30 31
PI‘O—NH2 .

32
12. Hybridni kalcitonin podle néroku 11, ktery mé .

nésledujici strukturni vzorec

- H- Cys Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu—

Gly—ihr-lyr-Thr-GlnrAsp -Phe-His-Lys-Leu-
Gln—Thr-Tyr—Pro-Arg-Thr-Asn-Thr -Gly-Ser-
Gly—Thr-Pro—NHz.




;fJf ;13;;, - Hybridni kalcitonin podle néroku 11,

------

_H Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr- ys-Met-Leu-
'§;$ o Gly-Thr-Tyr—Thr-Gln-Asp-Phe-H1s -Lys-Leu-

iGln~Thrr?yr_Pro_Arg-Thr-AspeVal-GlyfAla—-

Gly-Thr-Pro-NHE,

f ‘

H-Cys-Gly-Ash-Leu-Ser-Thr-dys—Val-Leu-
Gly-Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-Phe-His-Lys-Leu-
Gln-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asp-Val-Gly-Ala--

Gly-Thr-Pro-NHg,

[ - ) A
H-Cys-Gly-4sn~Leu-Ser-Thr-Cys-Met~Leu=
- Gly-Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp=-Phe-His-Lys-Gln-

ktery mé

A ) L ,
H-8ys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu=

Gly-Thr—Tyr-Thr-Gln?Glu—Leu—His-Lys—Leu—
. Gln—Thr-Tyr-Pro—Arg-Thr-Asanhr Gly-Ser-

REE Gly-Thr-Pro-NH, &

H-ays-Gly-Asn-Leu—SerQThr-&ys—Met-Leu—
=Gly-Thr-Tyr-Thr-GlneAsp-Phe—Asn—Lys-Phe—
His-Thr-*yr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-
Gly—Thf-Pro—NH2.
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stimulace prahové hodnoty (V)

Qbr, 2?

doba po intraventrikuldrnim
podéni (h)
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