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Vynalez se tyka peptidd ovliviiujicich c1nnos£ podvésku
mozkového u lidi a J1nych 5ivodicha, predeviim savcl. Jmeno=
vité‘je tento vynalez zaméfen na peptldy, které ‘podporuji
uvoliovani rﬁstového hormonu.hypofizou. Peptidy podle tohoto
vynalezu jsou uwéinne in‘vivo, stalejdi v plazmé a vybrané
peptidy jsou - stalejsi i ve vodném préstfedi.pfi neutralnim

pH nez piirozené fetézce téchto latek.

Dosavadni_stav techniky

Fyziologoveé veédéli jiz. dévno, e hypothalamﬁs kxontroluie
&innost . adenohjpof?zy tak, e hypothalamus produkuje
zvlééﬁni latky, které povzbuzuji nebo inhibuji vylucovani
rdznych hormond. V roce 1982 byly izolovany z lidskych tumo-
rﬁ'slinivky 1idské pénkreatibké.(rakovinné)'fakﬁory-(hpGRF).'
Byly vyc1steny, charakterizovany syntetizovany a zjiSfilo
se, ze podnécujil uvolnovanl ristového hormonu (GH) hypofy-
zou. Guillemin R., 2 j.: Science 218,585~585(1982). od té

doby byly téz charakterizovany & syntetizovany odpovidajici

hypothalamickeé faktory uvolaujici GH (GRF) u jinych druhi,

véetnd krys, vepfd, ovei, skotu a koz i 1lidi.

Bylo 2jisténo, ze lidsky hypothalamicky GRF (hGRF) ma
stejné éioZeni'jakO'thRF a to: H—Tyr-ﬁla—Asp~Alé—Ile—Phe—
Thr—ASn-Ser-Tyr—Arg~Lys-Val—Leu—G1y—Gln;Leu—Ser-Ala~Arg-Lys¥-
Leu-Leu—Gln—Aép—Ile~ﬁet—Ser—Arg—Gln—G1n—Gly#Glu—Ser-Asn—Glnﬁ
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Glu-Arg-Gly-Ala-Arg-Ala-Arg-Leu-NH;.

Krysi GRF (rGRF) m&, jak bylo zjisténo, skupinu Ser v po-~
lloze B a vzorec:'H-His-Ala—Asp-Ala-Ile-Phe—Thr—Sér-Ser;Iy;—
Arg-Arg—Ile-Leu*Gly—Gln-Leu~Tyr—A1a—ArgﬂLys—Leu—Leu—His—Glu-
Ile-Met-Asn-Arg-Gln-Gln-Gly- Glu-Arg Asn Gln Glu —-Glu-Gln-Arg-
Ser-Arg-Phe-Asn-OH. (Vla na priklad US patent 4,595, 676)

.Bylo zjisténo ,Ze hovézi GRF (bGRF) ma . vzorec H-Tyr-Rla-
Asp-Ala—I1e-Phe—Thr—Asn—Ser-Tyr—Arg-Lys—Va1~Leu—Glf—Gln—Leu—I
Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Met-Asn~Arg-Gln-Gln-Gly-
Glu—Arg-Asn-Gln-GlufGln—Gly—Ala—Lys-ValfArgrLeu—NHg.

Vepfovy GRF ma skupinﬁ Ser v poloze 28.

Bylo sdéleno, Ze pfirodni fetézce GRF jsbu rychle deakti-~

//

vOovany enzymy krevn1 plazmv Rychly rozwva2d _je VYVOlaﬁ pIlaru-

- bl

Senim vasz , 2-3 peptidu dipeptidylpeptidazou, tYP v’
(DPP-1IV}, ktera ‘byla: dfibe .:;;é oznaéoQana jako
dipeptidy! amlnopeptldaza—lv Frohman, L.A. aj.: J.Clin. In-
vest. 78, 906-913 (1986). |

Metabolicka s{abilita GRF a ruzné metody ochrany GRF pep-
tida proti uéinku dipeﬁéidylpeptidazy byly studovany mezi
* jinymi Felix aj.: Syntéza a biologicka aktivita novych line-
arnich a Cyklick?ch analogd GRF v Peptides. Chemistry and
Biology, Proc.l0th Am. Peptide Symposium, Ed. G.R.Marshall,
ESCOM Sci. Publishers, Leiden,str. 465—467,(1988). sdélili,
.Ze GRF analogy, substituované desNH;-Tyr v poloze 1 a nebo
D-Ala v poloze 2 maji zvféenoﬁ_stabilitu N koncovych skupin
vaéi enzYmét;cké degradaei..Tato informace byla nedavno pot-
vrzena Frohmanem a j., Dipeptidylpeptidaza-IV a trypsinu po-
dosna ehéymaticka‘degradace hormonu ﬁvolﬁujiciho lidsky ris-

tovy. hormon v plazmé. J. Clin. Invest. 83, 1533-1540
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(1989). Mimo tc posledné jmenovana skupina ukazala, Ze
N—-acetylace a N—me£hylace N-koncové skupiny tyrosinu nebo
substituce D-Tyr-1 v GRF uplné inhibuji hydrolyzu v poloze
2-3. Na druh¢ strané, alfa methylace Tyr-1 pouze ¢astecné
branila degradaci DPP-IV.

Murphy, W.A. & Coy D.H., Dlouhodobé Wc¢inné alkylované ana-
logy faktoru uvoliiujiciho fﬁstovy hormon, Peptide Research
1, 36~41, (1988), popisuji analogy GRF, ktereé ukazuji zvyse-
nou odolnost vU4cl enzymatickeé: degradaci jako. dusledek
N-alkylace postrannich skupin lysind v peptidovem fetézci.

'ﬁetéZCQprifozeného . GRF maji v poloze 15 Gly zbytek. Je
znamo, Ze analogy s Ala nebo Leu J poloze 15 maji zvydenou
‘fchopnost uvoliovat GH: Viz na priklad US patenty 4,649,131
;:ﬁ;zgg,gggfjakoz”I‘EinngrM"aj¢;QuofvagE? Symposium,.Sanofi

Group, 29-30. kvﬁggn 1985, Toulouse-Labege (stf.-309-322).

o
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_ngpgxitﬁce GlY“TS“VaIf‘nebo'élfaQQminoisomaselnou‘kyselinou

rovnéZz zvySovaly ufinnost GRF“analbgﬁ, Feliﬁsajﬁﬁ\Syntéza

-
[T

a biologick& géinnﬁst"novych- analogﬁlfaktoru ,uvolﬁujiéiho
ristovy hormon,-v Peptides 1986, Walter de Gruyter and Co.,
Berlin—New,York, str. 481-484 (1987).

A. M. Felix informoval o blanu syntetizovat analogy se
zvydenou anebo prodlouiénou biologickou uéinnosti zahrnujici
pfipravu a testovani Alalsh-GRF(1-29)NH; a desNH:-Tyr?,

. D-Ala?, AlalShGRF{1-29)NH,. Viz na pfiklad US patenty

4,649,131 a 4,734,399 jakoz i A.M. Felix, E.P. Heimer, T.F.

fm e t—————— - - r————— 1 i tem iEm e semd s — et o e = mbamiee

Mowles, H. Bisenbeis, P. Leung, T.J. Lambros, M. Ahmad,
C.T. Wang a Paul Brazeau: Syntéza a biologicka uc¢innost no-
vych analogl faktoru uvoliiujiciho rdstovy hormon, v Peptides

1986,  Walter de’ “Gruyter and Co.,'”BerlinJNéw York, str.
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481-484 (1987), Felix A.M., Wang C.T, Heimer E., Fournier

Al, Bolin D., Ahmad M., Lambros T., Mowles T. a Miller L -

Synteéza a biologicka aktivita novych linearnich a cyklickych

'analogﬁzGRF v Peptides. Chemistry and Biology, Proc.10th Am.

~ Peptide Symposium, Ed. G.R.Marshall, ESCOM Sci. Publishers,

" Leiden,str. 465—467,(1988);'D. Peticlerc, H. Lapierre, G.;

Pelletier, P. Dubreuil, ©P. Gaudreau, T. Mowles, A. Felix

-

a P. Brazeau: Uéipek . aktivnich analogu lidského faktoru

uvoiﬁujiciho ristovy hormon (hGRF) na‘ uvoliovani rﬁstového'

hormeonu (GH) a produkci mléka u dojnych krav. ﬁeeting'Abstf
ract P223, 82nd Meeting American Dairy Sci. Assn., Columbia,

MO, 21-24 Gervna 1987.

-

nych modifikaci téZe molékuly, j& popsan Touem aj.: Amfifil—

‘ni analogy faktoru uvelfiujiciho rastovy hormon (GRF): struk-

1]

Analog GRF, modifikovany Ser-2, jakoi i dalsich osm ji—T

—h

R

tura peptidd a bioclogicka aktivita in vivo. Biochem. Biopr

hys. Res. Commun. 139, 763-770 (1985). Tento analog ma 165%
aktivitu in vivo u ovci ve srovnani s bGRF(1- 443)YNH, .

US patent 4,734,399 popisuje GRF analogy, které maji Ala,
N-methyl-D-Ala nebo D-Ala v poloze 2 a Ala, Leu, Val;_Ile,
Nle, ©Nval nebo beta-Ala v poloze 15. Viz téZ US patent
'4,649,131.

Evropﬁka patentova prihlaidka Coy a Murphy, cislo publikace
O 188 214, Application Number 86100127.9 popisuje analogy
. GRF s Léu ﬁebo Phe v poloze 2 spolu s GRF peptldy, ktere
jsou v poloze 2 substltuovane raznymi am1nokyse11nam1 pr1r0~
zené se nevyskytujicimi s L nebo D—konflguraci.

Analogy éRF S 'yelmi nizkou biologickou aktivitou, ktere

maji Sar2 a Pro2 popisuje Coy ajf: Strétegie navrhﬁ'synte—
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tickych analogu a antagonistl faktoru uvolfiujiciho ristovy
hormon, Peptides, Vol. 7, Suppl. 49-52 (1986).

Ling aj.: Anélogy faktoru uvolfiujiciho rustovy hormon se
silnou antagonistickou  aktivitou v Peptides, _Cgemistryvgnd.
Biology, Proc.10th Am. Peptide Symposium, Ed. G.R. Marshall,
ESCOM Sci. Publishers, Leiden,str. 484- 486 (1988) informova-
1i o fédé_analogﬁ GRF sﬁbéﬁituovanych bud Arg nebo riaznymi
D—aminokyselinami v polozé 2. Viechny jsou meéné ucinné nez
zakladni hormon a nékteré =z nich vykazovaly antagonistickou
aktivitu. | |

Predchozi vynélez predstavu]e syntetické GRF polypeptlay
které majir zbytek Ser -na.misté. aminokyselin normalné. naleza—u
nych v poloze 8 a 28 polypeptidu jako prqst:edek 1nh;bu11q1u
chemickf'rozklad (deaminaci) ve vodném prostfedi. Viz US'pA-
tentovou pEihladku pofadové ¢islo 07-303,518, podanou 27.
ledna 1989, a. poradoveé éislo 07—323;955 'z 15. bfezna. 1989.
Rovnéz A.R; Friedman, A.K.Ichhpurani, D.M. Brown; R.M. Hill-
man, L.F. Krabill, R.A. Martin, H.A. Zurcher;Neely a D.M.
Guido: Degradace analogd faktoru uvoliujiciho ;ﬁstovy hormon
v neutralnim vodném roztoku se vysvétluje deaminaci aspara-
ginov?ch.zbytkﬁ. Nahrada asparaginovych skupin sefinem sta—~
bilizujé. Iﬁt. J,_Peptide Protein Res.37, ié—zd (1991).

Predchozi vynalez popisuje synteticke Gﬁf pélypeptidy,

které maji substltuovan zbytek cysteove kysellny (Cya) misto

-mamlnqkysallnyw_ympgigz Rs.a. nebo Res.. MI?_Hﬁ;_PE?ﬁEtOVOU L

'pfihlaéku"pofadoﬁé éisio -b7—150f301, podaﬁou- 29, ledna
1988, a poradové &islo 89-00245 z 27. ledna 1989.
Analog- hGRF s 29 aminokyselinami byl navrien G. Velicebim

aj." Proc. Natl. Aca. Sci. USA, Vol. 83, 5397-5399 (1986).
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Ma prvych Sest aminokyselin u aminového konce stejnych a li-
§i se od prirozeneého peptidu. 13 aminokyselinami ve zbytku
retézce Qéetné zahrnuti Ser skupiny v poldze 8. Amidova for-
ma a forma volné kyseliny analogu maji vzorec:H-Tyr-Ala-
Asp—Ala—I1e—Phe—Ser-Ser—A1é—Tyr-ArgFArg-Leu-Leu—Ala—G1n—Leu4
'Leu—Ala—Sef—A;g—Arg—Leu~Léu—Gln—Glu-Lequeu-Ala—Arg—NHg/OH.
Kdyz byla ovéfovénaujejich schﬁpnost étimulovat uvolﬁovani
ristového hormbnu Gﬁ v primarnich kulturach bunék krysich
ptednich hypofyz, amidovy anélog byl 1,57 krat silnéjsi nei
hGRF(1-40)0H, zatim co volna kysela forma méla jen 1/6 ucin-
ﬁosti ve stejném pokusu.

vale .aj. (US patentova pfihlééka poradové éislo 053,233,
podana 22. kvétna, 1987 popisuje 31 zbytkove analogy hGRF;,

ktere vyuZivaji skupinu v poloze 31 s postrannim funkciona=

lizovanym retézcem, ktery miZe byt spojen s z&iéétﬁih prote~

inem. Analogy hGRF s 31 skupinami mohoﬁ teéz mit substituce
jinygh skupin, kté?é sé objevuji v pfirozeqém retézci GRE,
jako Asn nebo Ser v -peloze B, Phe' v poloze 10 nebo ata‘v
peloze 15, Asn:ﬁébd Ser mohou byt v poidze.za. |

Je znamo,ie za'uréit?cﬁ okolnosti jsou v pfitomnosti vody
deamidovany Asn skupiny . polypeptidd. Avsak neni jasné; co

ovliviiuje rychlosti deamidace. Na priklad v‘polypeptidu

trypsinu jsou déamidovény jen nékteré Asn skupiny s castel-

nou sekvenci Asn-Ser, zatim  co jiné deamidovany nejsou. Viz
Kossimkoff A.A.: Science 240, 191-194 (1988).

Evropska pateﬁtéyé prihlaska ‘éislo B6308337.4, éislq ﬁub—
iikaqe"O.ZZO 958 popisuje tfidu‘sléuéenin, ktere maji v%oreé
.H;X—Prqueptid, ve kterych X je zbytek pfirozené se vyskytu-

jici aminokyseliny, Pro znamena pfirozené se vyskytujici

- ol
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aminokyselinu prolin a Peptid je Fetézec zbytkd aminokyselin
definoQanf biologicky aktivnim peptidem nebo proteinem.
PEiklady H-X-PrOHPeptidﬁ zahrnuji Met-Pro(faktor uvoliujici
_ rustovy ﬁormon), ktery miZe byt chemicky pfeveden na GRF.

" Analogy peptidt, které nejsou GRF a jsou 'fozéifeny na
N konqi, urcene .pro' rizné ucely, .byly téZ popsany. ﬁa
pEiklad: M.A. -Talloh ~aj.: Biochem.26,7767-7774 (1987)
pripravili syntetickf analogy 'alfa reprodukiniho faktoru
kvasinek-rozéifené na N konci s Ala, Glu-Ala, Ala*Glu—Ala
nebo Glu-Ala-Glu-Ala . Tyto peptidy jsou pouzivany pri stu-
diu vztahl mezi strukturou a aktivitou.

D. Andreu-aj.: 20th Eur. Peptide Symp. .Tubingen, NSR,.
4f§;‘zafi‘1988, Symposium. . Abstracts, s.33 syntetizovalil ce-
1ou“sekﬁenci 64. aminokyselin prekurgorOQé“formy-analogu#cecr:n
ropinu -A .sﬁolu s mnoha kratsimi peptidy, odpovidajicimi
ﬁfedpokiédaniﬁ*reakénim_Ameziproduktﬁm; Mezi nimi  byl.uplny
Fetézec ‘cecropinu rozgiteny o Ala-Pro-Gly-Pro na N konci.
Byl pouz1t k dﬁkazu, Ze se rozéifujici cast opravdu stépi
¢istenym enzymatlckym preparatem podobnym dipeptidylpeptida-
ze, ziskanym z kokont bource cecropia. Viz teéz H. Boman
a j.: J. Biol. Chem. 264, 5852-5860 (1989). | |
G. Kreil aj.: Eur. J. Biochem.,111, 49-58 (1980) informu-
ji, zZe melittin, hlavni slozka véeliho jedu je odvozen
z'pro—melitfinu. Retézec pro-melittinu se sklada z Sesti

X-Pro a pétt X-Ala opakovanych dipeptidickjych: - skupin.

L

Vyélédky prezentované kréfi%ﬁw"éi'f“ﬁéihiéﬁfET’Ee"ﬁﬁhﬁg?éé”"'"”rL"m

| prekursoru na produkt mﬁze problhat postupnym stepenlm di-
peptidovych - jednotek enzymem typu dipeptidylpeptidazy IV,

.pritomnym v extraktech .z jedovych Zlaz.
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C. Mollay aj. Eur. J. Biochem., 160. 31-35 (1986): Caeru-
-iein a _xénopsin jsou dva peptidy nalezené v koZnich sekre-
tech Xeﬁopus " laevis. Prvni ma sekvenci Phe-Ala-Asp-Gly
a druh?_Ser—Aia-Glu—Ala na roz5ifeni N koncové skupiny je-
jich odpovidajicich prekursoru. Dipeptidylpeptidaza typu IV,
izolovand z vyméskd Zabi kize ma specifitu vyZadovanou pro

stépeni téchto rozdifeni N koncd, . coZ vede ke kone&nym pro-

duktam.

D.Julius aj. Cell,32, 839-B52 '(1983): Sacharomyces cervi-

siaé alfa bﬁﬂky vyluéduji jako kopula¢ni feromon alfa faktor

peptid s 13 aminokyselinami. Nekdpulujici mutanti-alfa bu-

" nék, ktpfi nemaji dipeptidylpeptidazu vazanou na membrany,

neprodukuji'normalni alfa faktor, ale vyluduji Fadu nedoko-

et
¥

nale pfipravenych forem s5€ strukturam1 Glu -Ala-Glu-Ala-

i

af e

alfa—-fakitor nebo Asp-Ala-Glu-Ala- alfa faktor, které maji vy-
razné sniZenou bhiologickou aktivitu. Ukazalo se, Ze dipepti-

dylpeptidaza ' vazana na membrany je hezbytna pro normalni

i

zpracovani = prekursoru alfa faktoru a Ze tato reakce'mﬁie
omezovat rychlost zrani alfa faktoru v normalnich alfa buh-
kach kvasinek.

C.L. Choy aj. Eur. J. Biochem., 160, 267-272 (1986): Pre-

kursor proteinu zabrafiujici zmrzauti novofoundlandského zim—

niho platyze obsahuje ¢tyri opakované sekvence X-Pro a sedm
‘X-Ala na koncové N skupiné. Aékoliv reakce.prekursoru nebyly
studovany, autdfi uvaiﬁji. e k¥ modifikaci prekursoru by
mohlo dochazet. ''v plazﬁé ucinkem énzymu ' podobného
7d1pept1dylpept1daze ktery by postupneé odbouraval dlpeptldové
jednotky prodluZujici &asti a uvoliioval protein zabraiujici

mrznuti.

s
e
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Az 'po prioritnim datu zakladni patentové pfihlasky Suhr
aj. podali zpravu o iéolaci-a charak£erizaci-celé deélky klo-
nu ¢DNA kodujiciho mys$i GRF. Pfedvidalo se, ze zraly mysi

GRF je peptld s 42 amlnokysellnovyml skupinami a volnym kar-

R

boxylovym koncem Tento peptld ma vallnovou skuplnuhv poloze
2i Ta jej odliéuje qd GRF jinych druhﬁ, které maji v3echny
Ala v.poloze 2. Viz Mol™ EndOCV1nology 3, 1693-1700 (1989).
Na zakladé uvah jinych autord byly pfipraveny analogy GRF
se substituci Leu!® /jmenovité Thr? Alal® Leuqueu27~bGRF-‘
(1-29)NH:, trifluoracetatova sﬁl, sloucenina ¢islo 3, Leul®
‘Leu??  bGRF(1-29)NH: trifluoracetat, Ala!® Leu!® Leu??
'bGﬁE(l—zg)NHz'trifluorécetat/. PFi testovani. uvoliiovani rds-
to&éhﬁ hormonu in .vitro za pouziti bunék krysi-pfedni-hypo~
ffzy byly Leu!? analogy /jmenovité Thr2'AlalSLeu19Léu?7—bGRF”
.:LI—ZQ)NHﬁ. trifluoracetat, slouc¢enina &islo 3, Leul? Leu2?
bGRF(l—ZQ)NHj trifluoracetéfu. .'I‘.hr’2 Leui? Leu??bGRE(1-29)NH:
i trifluoracetat -Ala!s Leuls Leu?’ DGRF(1-29)NH; trifluorar
_cetat vyznamné méﬁé aktivni _nei'odpovidaj;ci_Alal? analogy..
- PEi .zkouéeni, iﬁ?Jviyp na rostoucich volech v davce 10
pmel /kg nebylo mnoéﬁtéi GH uvolnéné Leui? analogy bé&hem Zv
hodinového sledovani Qy;naﬁné odli&né (p mendi nei 0,05) od
slduéenin s Alal?® . Pfi sledovani staﬁility v hovézi plaémé
byly slougeniny s Léuiq stalejsi nez Alals analogy.'
v mélekule GRF je poloha 19 v oblasti; “ktera je vietengva

v prostredl podobnemu membrané: Clore G.M., Martiﬁ S.R.

[—— e A e e - [ —— i e e e i a——— e

‘a-Grqneanrn-rA.Hu; J. Mol B1ol 191 553 561 (1986) Neni

znamo, zda uloha Alals skupiny v molekulach GRF je struktur-
ni nebo zda je to receptor dotykoveho zbytku. Sato K., Hotta

, Xagegama J., Chiang T%C., Hu H.¥., Deng M.H. a Ling N.:
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Biochem. Biophys. Res. Commun. 149 (2) 531-537 (1987),
| Schiffer M; a Edmundson A.B.: Biophys. J.7,121 (1967). Subs-
tiéﬁée D-~Alai® za Alais v hGRF(l-ZQ)NH; snizila standardni
schopnost uvoliiovat GH in vitro na 6% analogu s L=Ala1? pri
pokusu - buﬁkami krysi ‘hypofyzy;_ TataZ substituce
v NleZ7rGRF(1 29)NH2 én;Zila u¢innost . na 10% standa;du
-Iv soustavé bunék hovézi.‘ hypof?zy a totoina éubstituce
v Nle?7rGRF(1-29)NH; sni%ila ucinnost na 30% standardu
v soustavé ‘bunék krysi hypofyzy: Rivier J. Sécond Interna-
tlonal Symp051um on Va501nte5t1nal Peptide and Related Pep-
tides, cCap d- Agde, Francie, 1985. Naopak ‘analog GRF se
Ser:? byl stejné uéinny jako hGRF(1-40) v pokusu se standar-
dnim u§01ﬁovanim buikami krysi hypofyzy: Velicebi G., Pétthi
S. a‘ Kaiser T.E.: Struktura a blologlcka akt1v1ta analogu
‘Lfaktoru uvoliujiciho rastovy hormon ktere maji potenc1onal—
pi-amfifilni vieteénové karboxylové konce. Prqc. Natlf Ac$.
| Sci.JUSA, Vol. 83, 5397-5399 (1986).
Ge£zoff uvedl,_ig_v‘-peptidovém modelu myohemerythrinu mo-
-~ hou Aia,'Ile, Serfa‘_Thr substituoﬁaf Val:beze Ztraty vazani
protilétek, ale peptid éubStituovanf Leu ma sniZenou vazebh-
n&u*sqhopnost. . (Getzoff E.D., Gysin H.M., Rodda S.J{,_Ale-
:xéﬁder H., Tainer J.A. a Lerner R.A.: Mechanizmus vazani
.p-rotila*c.ekk proteinu. Science, 235, 1191-1196 ,(-1937).'

WO 90/15821 (publikované 27 prosincé 1990 tedy po datu
briority predmétu této pfihlaéky) 'popisuje rizné GRF
- peptidy, ktere majilrhr, Val nébo - Ile skupiny misto zbytku
aminokyéelin normélhé nalézanych v poloze 2,'A1a‘v polozé
19 v kombinaci s jednou z nasledujicich aminokyselin Ala,

Val, Leu Ile nebo Gly v poloze 15. GRF peptid mize mit pri- .
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padné zbytek Ser na misté zbytku aminokyseliny, ktera nor-
malné byva v polohach 8 a 28 polypeptidu.
Mimo to mohou byt pfipadné GRF peptidy rozSifeny na
N konci alkyly C;-Cs, benzylem, H(Y-X)n. nebo H(Y-X)n—

 (Yi-X:), kde Y'a Y! jsou stejne hébomrﬁzﬁé'ﬁfirdzéné s& vys—’
kytujici ‘aminokyseliny, s vyhodou Tyr nebo Asp, X a X!,
stejné nebﬁ rﬁzné, jsou vybrany z Thr, Ser nebo Ala,'s tho-

~dou Thr nebo Ser, n jé 1-10, m je 1-5, p je 1-5.
E.P.'Heilmer éj. (12th Am. Peptide Symposium, Caﬁbridge,
MA,16-22. Cervna 1é91), abstrakt ¢islo 32 v symposialnim
“Program and Abstract" oznamil, Ze Val? zvysSuje odolnost
"MGRF vi&i &tépeni dipeptidylpeptidazou IV. Byla zvefejnéna
tfada analogl: HGRF's modifikacemi v poloze 2, s dlrazem na
val?. V sekci: posterd byly téz uvedeny GRF. analogy s Gly?, .-

"Ile? a Leu?

Podstata vynalezu -

‘_q ‘Predmétem tohoto vynalezu je polypeptid podnécujici uvol-
hovani ristového hormonu hypoffiou (GRF peptid), ktery ma
val nebo Ile v poloze 19. GRF peptid dle vynalezu bude mit
Gly, Thr, Val nebo Ile zbytek misto zbytku amiﬁokyseliny,
ktery se normalné naléza v poioze 2 v kombinaci s jednoﬁ
z naslédujidich aminokyselin Ala, Val, Leu, Tle nébo Gly
v poloze 15. Ve vyhodném provedeﬁi GRF peptid miZe mit Ser

‘ " zbytek misto zbytku aminokyseliny, Ktery se hormalne Tachazy

v polohach 8 “a 28 polypéptidu. Navic mohou byt GRF peptidy

dle tohoto vynalezu rozsiteny na N konci alkyiem C1~C:, ben-

e

zylem (X-=Y)(X!-Y),, kde n je 0 aZ 20, P 0 az 10,

ednostn

1{D=
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X je jakakoliv pfirozené se vyskytujici aminokyselina,Y je
alanin, serin, threonin nebo prolin a kdyZ n=0, potom Y'je
vybran -ze skupiny %tvofene alaninem, se}inem nebo threoninem,
X1 je kazda prirozené se vyskytﬁjici aminokyselina s vyjim—
kou pfoiinﬁ nebo hydroxyproiinu; | ‘
Peptidylpodlépfedloéeného vynafezu jsou ufinne in vivo a
jsou mnohem odolnéjsi proti Stépeni eﬁzymy krevni bla?m& nei
fetézce pfircdnich GRF. Navic jsou slﬁuéeniny substituované
Sers a Ser?s chrénény proti deaﬁidaci ve vodném..prostfedi
a jsou‘chémfcﬁy‘mnohem stélejéi.
- Termin GRF peptid, tak jak .je uZivan v popisu a narocich,
znamena znamy- polypeptid, ktery ma deélku mezi 27 aZ 44
zbytkl a”kfery zplscbuje wuvoliovani ristového ﬁorhonu hypo-
- fyzou. Priklady "GRF peptidd jsou pfirozené nebo synfetické
polypeptidy  popsanée v ‘Us patentech 4,517,181, 4,518;586h
4,528,190, 4,563,352, 4,585,756, ‘ 4;595,676, 4,505,643,

4,610,976, 4,626,976, 4,628,043, 4,584,987, 4,843,064 a v US

patentové pfihlasce poradové cislo 89700245, podané 27. led-

na 1989. Viechny ‘jsou sem ' zahrnuty timto Qdkgzem. Felix
A.M., Wang C.T, Heimer E., Fournier A., Bolin D., Ahmad M.,
Lambros T., Mowles T. a Miller ‘L : Synteéza a biélogicka ak-

tivita novych linearnich a cyklickych analogld GRF v Pepti-

des. Chemistry and Biology, Proc.10th Am. Peptide Symposium,

Ed. G.R.Marshall, ESCOM Sci. Publishers, Leiden, str.

465-467,(1988). Tou J.S., Kaempfe L.A., Vineyard B.D., Buo-.

nomo F.C., Della-Fera M.A.,Baile C.A.:Amfifilni analogy fak-
toru wuvolfiujiciho rdstovy hofmcn (GRF): Struktura peptida
a biologicka aktivita. in vivo. Biocheﬁ. Biophys. Res. Com-

mun. 139, 763-770 (1986). Termin GRF peptidy zahrnuje jejich
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netoxicke soli.

Nomenklatura pouzivana pfi definovani GRF peptidl je podle
knihy Schroder a Lubke: Peptides, Academic Press (1965},
,_pfiéémz se_ v souladu s _konvenéni reprg;entaci_am;hoskupipa
pri N konci objevuje vlevo a karboxylova skupina na C konci
vp:a#o.‘Jesﬁliie mé zﬁytek aminokyséliny isomerni‘formy,-je
uvadéna-Lfforﬁa, pokud neni vyslovné uvedeno jinak.Tento vy-
nalez uvadi analogy GRF peptidd, které maji nasledujici
vzorce: R—R1~R:—R3—Ala—11e—Phe—Thr—R;Ser—Tyr—Arg-R1g—Rla—
Leu—Rls—Gln-Leu—R1g—R1g"Arg*RzlnRgg—Leu—Gln—Rg5-Ilé—R37—

Ry s-Arg-Gln-G1n=Gly-Glu~R;s-R3:-Gln-Glu-Rse-Rse . 0-Arg-Re ;-
| Arg—Léu—Zq kde o ’ -

R'je H, C.-Cs alkyl nebo benzyl,s.vfhodou;ﬂﬂ

Rl'Je Tyr nebo His, s vyhodou YT, .

R> je Gly, Thr,, Val nebo Ile, s vyhodou Val nebo Ile,

R: je Asp,Glu nebo Cys, s vyhodou Asp,

Ra je Asp nebo Ser, s vyhodou Ser,

ﬁ;; " e Lys,' N-epsilon—élkyi— nebo ‘N—epsilon-benzyl—Lys ;
nebo Arg]s vihodou Lys nebo N-epsilon-alkyl nebo ﬁ—epsilon—
henzyl Lys v prlpade e R -je C1—C: alkyl nebo 5enzy1, ‘ |

R13 Je Val nebo Ile, 5 - vyhodou vVal,

R1s je Ala, Val, Leu, Ile nebo Gly, s vfhbdou Aia, val,
.lLeu nebo Ilé, néjlépe Ala,' | |
Ris je Ser nebﬁ Tyf,”sﬂv?hodou Ser,
... Ris.je.Val nebo Ile, s vyhodou vVal, . =

R.1 Je Lf§; ;N+epsiloh—aikyi4'nébo . N-epsilon-benzyl-Lys.
nebo Arg,_ s vyhodou Lys nebo N-epsilon-alkyl nebo ﬁ-epsiion—
benzyl—Lys, pokud je R C;-C: alkyl nebo benzyl,

R:» ]e Ala nebo Leu, s Q?hédou"Léu,
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R;: je Asp nebo Glu, s vfhodou Asp,

R;7 je Met, Ile nebo Leu, s vyhodou Leu,

'Rze je Asn nebo Ser, s vyhodou Ser,

R3? je Ser nebo Arg, s vyhodou Arg,

R3s5 je Asn nebo Ser, s vyhodou ASn,

R3;g je Arg neéebo Gln, s vfhodou Gin,

Rio je Giy nebo Arg,s vyhodou Gly,

Ryp je Ala nebo Ser, s vyhodou Ala,

Ry je Ala, Val nebe Phe, s vyhodou Val, a

Z‘_znamena kérboxylovf konec zbytku aminokyseliny na
C konci a de to skupina -COOR,, ~CR20, ~CONHNHR., —CONR.R:
" nebo _CHQORa 8 Ry a Ry , které Jsou C1—-Cs alkyly nebo vodik,
nebo jejich b1010g1cky aktivni fragment rozSifeny od R pﬁ
N-konci k jakémukoliv zbytku v kterékoliv poloze mezi 27 Az
44 jako'jeji C konec, pfipadné jejich Hse(lakton), HseOH ne;
bo HseNR:Rpy a jejich netoxicke soli, |

Ry je s vyhodou vodik (H),
Ry je s vihodouléthyl;

- Pfiklady Ci-Cs alkylu jébu methyl,'ethyl,.prgpyl, butyl,
pentyl, hexyl, oktyl a-jejich isomerni formy. Zkratka iPr se
'Vztahuje na isopropyl. |

Zkratka Bzl se pouZiva pro benzyl.

Nékteré z moznych realizaci vynalezu jsou GRF peptidy, ve
~kterych Riq: je Vallnebo Ile vietneé peﬁtidu ' |
Thr?Alalsvall?Leu? 7bGRF(1-29)NH;
Thr?Alal511619Leu57bGRF(1—29)NH}
Val?AlaisIlelLeu?7hGRF(1-29)NH;
Ile?AlalsIletLeu?7bGRF(1-29)NH;

ValZAlaisVall?Leu? 7bGRF(1-29)NH,;
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IlezAlalsVall°Leu? "bGRF(1-29)NH;

Gly2AlalsValliLeu?7hbGRF(1-29)NH;

Gly2Ala:sI]el9Leu27bGRF(1-29)NHEt s vyhodou peptidy

_ Thr?Ser3A1a15Va119Leu2?Ser2§H5e30bGRF(1-30)NHz
.ThrZSéfaﬁiéiBVai{9ieﬁéfSefE5é5é33ﬁéRF(l—é§§NHz
Thr2SersAlalsvalildLeu?7Ser?SHse37bGRF(1-37)NH;
‘TﬁrESerBAiaiSVall9Leu27SerEEHse44bGRF(1~44)Nﬁg
. ThrzSer®Ala!SIle!‘Leu?’Ser?:Hse3bGRF(1~30)NH;
ThriSertAlalsIlel! yLeu?7Ser?8Hse23bGRF(1-33)NH>
Thr?SerBAlalélle‘QLeuE7Ser2Sﬁée37bGRF(1—37)NHg
Thr?Ser9A1a151}el9Leu?7Ser28Hse44bGRF(1—44)NHg

" Ile?Ser8AlalsVallLeu:7Ser?28Hse30bGRF(1-30)NH;

nebo -

jesdté lépe

ThrESerBAlal5Valﬁ9LeulﬂSer2ﬁHseBQbGRF(ITBO)NHEt.

IléZSer&ALaISValL9LeuZTSer35H5e33bGRF(1433)NH?

Ile2Ser8AlalsValltleu?’Ser28Hse3bGRF(1-33)NHEL

ThrESeraAlal§Va1l9Leu2fSer28H5ﬁ33bGRE(1—33)NHEt

Ile?Ser8Alalsvall®Leu??Ser?tHse 3 bGRF(1-37)NH>
Ile2Ser®AlatiVall?’Leu??’SerifHses4bGRF{1-44)NH;

Val25ersAlalsvallsleu??’Ser28Hse?hGRF(1-30)NH,

" valSersAlaisvVallsLeuz7Ser?8Hse3 $bGRF(1-33)NH;

Val2Ser8AlalsValliLeu? Ser?¢Hse 3 ThGRF(1-37)NH,

Val2SeréAlalsvVali?Leu? ’Ser?8Hse44bGRF(1-44)NH:;

Ile2Sercehlai=Illel?Leu? Ser?8Hse3obGRF(1-30)NH;: -

Tle?SeréAlalsIlel ?Leu??Ser?oHse? ShGRF (1-33)NH;
Ile2SertAlalsIle? *Leu?7Ser? Hse s bGRF (1-37)NH;
Ile?SersAlaisllelsLeu??Ser?tHsed \bGRF(1-44)NH;
'v&1zsersAialézlez?LéuQTSefzSHseEObGRFcl-so)NH;

val?Ser#AlaisIlel “Leu’7Ser?6bHse? sbGRF(1-33)NH,

Val’Ser®Alalsllel *Leu? Ser8Hse s 7bGRF(1=37)NH; .-
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ValzSer®Alat>Ilel%Leu?’Ser?éHse 4bGRF(1-44)NH,
ValzSertAlal*IlelvLeu?7Ser?¢Hse? TbGRF(1-37)NH-n-propyl nebo
jejich netoxickeé soli

NejlepSim GRF peptidem podle tohoto vynalezu je
ValzSer8AlalsVall®Leu?’Ser?8Hsed 9bGRF(1-30)NHEL.

Jinou moZnosti realizace tohqto "vynalezu jsou peptidy
rozéiféné na N koﬁcit.ﬂezi nimi jsoﬁ na priklad
N—alfa(Tyr-—Ala;Ph.e—PrOHPhe-ﬂla)TyrlThrESerﬁAlal-‘Ilel'?Leu27
SerQBbGRF(l-zg)NH;“
‘N-alfa(Leu-Pro—Gly—Pro—Tyr—Alé)TyrlThr?SerEAlalSVali?Leu27
Ser28bGRF(1-29)NH-
N—alfa—(Ala-Pro—Gly-Pfo—Tyr-Ser)zTyeralESerSAlal5i181§
Leu?7Ser?8Hse:  ThGRF (1-32) NH; | | i
N—alfa(Leu—Pro—Tyr—Ala—Tyr-Ala)TyrlIleESeréAlal5Vall?Leu2?
Ser?3bGRF(1-29)NH: |
N—alfa(His—AIa—Tyr—Pro—Tyr—Ala)TyrlIle2Ser9A1a1511e19Leuﬁﬁb
Ser26bGRF(1-29)NH; ' . §
N—alfa(Glu—Pro—Phe—Ala-?yr—Prcins-Ala)TyrlIieZSeraAla;5Va1;°
Leu??Ser?8bGRF(1-29)NH.
N—alfa(His—Pro—His—Pro—His—Ala—TyffAla)TyrlThrESerﬁAlal5Va119
Leu?7Ser?hGRF(1-37)NH, '
N_—alfa(Tyr--Ala—G1y--Pro~Leu-Pro—Phe-A1a)TyriIlei’SerﬁAlal5V,a11g
Leu?TSerﬁaﬂse??bGRF(l"SZ)NHg
. N-alfa(Va1—Pro—Arg—Pro—Phe—Pro—Tyr—A1a)Tyr1IleﬁserEAlai5Va11°
Léuf7Ser2SHse33pGRF(1i33)NHEt
N—alfa(Arg-PEOffyf;Ala-I1e—Pro—Phe—A;a)TyrlIleESQrEAlai5Va119
Leu?VSerQBHse3bﬁGﬁF(l*30)NHE£l
N*alfa(Tyr—Ala)4Tyr1Val?SerSAlalSVaIIQLéuETSer35H5e34

.

~ bGRF (1-34)NHCH,




- 17 -
N-alfa(Ile-Pro-Glu-Ala-Tyr-Ala)Tyrllle:SeréAlalsvali®Leuz?
Ser:8bGRF(1-37)NH;

Dalsi realizaci tohoto vynalezu jsou libovolné shora uve-

dené modifikace, ve kterych Asp v poloze 3 d nebo 25 je nah-

r;zeno Cyé,'s Q}ﬁé&bu.v pdlﬁée 31

Slouéenigy 5 \(a.l‘{‘j a Ile!¢. podle tohoto vynalezu‘jsoq
étejné aktivni ( a nékdy i aktivnéijsi) pfi uveliiovani GH in
vitro (buiky krysi hypofyzy) nez jejich odpovidajici protéﬁ—
Sky s Alal® (Tabulka I a Obrazek 1). Jsou. viak stalejéi viaci
proteolyze pfi inkubaci v hovézi piazmé. Dlkazy 6 zvySene
metabolické stabilité sloucCenin dle tohoto' vynalezu (ve
srovnani s pfifozen?m GRF fetézcem piedstavovanym Leuie
bGRF(1-29)NH;) jsou uvedeny v Tabulce I1, kde jsou shrnuty
udaje o stabilité in vitro. Slouceniny podle tohoto vynalezu
jsou aktivnéjsi in vive v davce 10 pmol/kg neZ Leul’s analo-
gy, Vviz Obrazék 2 a-ﬁpravidla uvo;ﬁgji vice riistového hormo-
nu se stabilnéjsim uéinkem nez Alal? a Leu!ls anaiogy pri
zkouSkach na kastrovanych bjciéh pri davce 30 pmol/kg (Tae
bulka III). Na obrazcich 1 a 2 (slouceniny Eyly pouZity jako
tfifluoracetétové soli) T2 znamena -Thrﬁ; Al5 znamena Alals,
L27 znamend Leu?7, L19 znamené Leul!s, V19 znamena Valls
a‘Illg‘znamené Ilel®,

Zv?éeha ucinnost sloudenin podle tohoto vynalezu, u nichz
je R Val nebo Ile je doloZena v Tabulce.IIl a na Obrézku 2.
Na ﬁfiklad znalec pozna z relativni uéinnosti in vivo (pri

“davee 10 pmolykg, Obrazek 2),:Ze ThriSertAla:sval2°Leu:? -

‘SerzabGRF(l~59)NH: 1 trifluoracetat a ThrESerSAIaiblleléLeu
Ser?3bGRF(1~-29)NH: trifluoracetat, stejné jako Vall® a Ile:i®

- slouceniny (v davce 30 pmol/kg, Tabulka IIT) jsou bioaktiv-

ra
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ﬁéjéi neZ pfirozeny GRF.

Pro uCely komeréni produkce se dava pfednost karboxyloveé-
mu konci tvofenému homoserinem, laktonem nebo .amidem homose-
rinu, pripadné sekundarnimu éi‘t;rciérnimu C1-Cg alkylamidu
homoserinu (s vyhodou Ci-Cy-alkylamidu}.

Syntetické_analogy GRFspeptiQﬁ se pfip;avi vhodnou méto—
‘dou, véetné ﬁetﬁd popsénjch v US patentu 4,529,595 (sloupec
z, fadek 35 az sloupec 5, radek 64) a v US patentu
4,689,318 (sloupec 2, radek 23 -aZ sloupec 9, Fadek 13), oba
jsou sem zahrnuty timto odkazem.

Postup‘ A prfedstavuje je&nu meﬁbdu prb pfipravu analogu
GRF peptidd podle tohoto vynalezu,
aPQSTUP A

- Peptidy se syntetizuji technikou pevné faze v syntetizato-+
ru peptidd Applied Biosystems 430A (Applied Biosystems, Fos-
ter City, Kalifornie) pomoci syntetickych cykld dodanych
touZe firmou. Boc'aminokyselin? & ostatni reagenty byly do-:
dany Applled Blosystems a Jlnyml komercn1m1 dodavatell Pou-
~Zival se sekvencn1~ dv031ty kopulaéni .protokol na . vychozi
p-methylbenzhydrylamino pryskyfici Pro syntézu C kén;ov?éh
amidd karboxylové kyseliny.Pro syntézu C koncovych kyselin
se uzivala odpovidajici' PAM pryskyrice. aspéragin, glutamin
a arginin jsou spojo§any pomoci pfedeh ptipravenych symet-
ficquh anhydridd Boc aminokyselin.

Pouzivaji se nasledujici ochrany poboéného Fetézce:

Arg, tosvl

Asp, benzyl
Cys, 4-methy1benzy1

Glu, ben;y}v**
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" Ser, benzyl
Thr, benzyl
Tyf, 4-bromocarbobenzoxy
Lys, 4-ch10rocarbobenz;xy.

Odstranen1 ochrany Boc .sé.dogﬁﬁhé ériflﬁdfoé£bv6ﬁ iyse-
linow (TFA). v methylenchloridu. Pokud se maji ziskat Hse
analogy, zabuduje se pomocir pevné 'faze Met a potom sé
modifikuje bromkyanidem po étépéni HF dobfe znamymi metoda-
mi. Stépeni bromkyanidem pfevadi Met na peptid s Hse lakto-
nem na C konci. Ten lze pfévést nalpeptid s Hse amidem uéin-
kem vhodného aminu v roépouétédle, jako je methancl nebo di-
methylformamid.. Analogy s Hse laktonem, HseOH, HseNR Ry na
C konci lze pripravit metodami. popsanymi Kempem &aj. BIOTECH-
NOLOGY, .Vol. 4, . str. 565—568--(1986). beVSkonéeniusyntézy:
‘jsou peptidy zbaveny ochrany a 0ddé1eny od pryékyfice bezvo-
d¥m fluorovodlkem obsahujicim - 10% p—kresolu. Stépeni- skupin
chranicich. pobocné skupiny a peptidu od pryskyrlce Se prova-
di pfi 0°C nebo niZe, s vyhodou pii -200C po tPicet minut
s.nasledujicimi tficéti minutami pfi 0°¢C. Po odstranéni HF
sé peptid .s pryskyfici promyji - ethérem a peptid extfahuje
iedovou'kyselinou octovou a lyofilizuje se. Pfed Cisténim se
cystein‘obsaienf v surovych peptidech okysliduje na=odpovi;
dajici kyselinu pochﬁ perkyseiiny mravenci pfiA~IOOC az
10¢C, . s v?hodoﬁ pti oc¢cC jak je popsano‘ v Steward aj. Solid

Phase Peptlde Synth851s Pierce Chemical Company, Rockford,

e e e e et mmm = e e — o en —_——— e m— e -

Illin01s, 1984 str.,113 Konverze na Hse laktony a. Hse ami-
dy na C konci byla popsana vyse.
&isténi se  provadi iontovou vyménnou chromatografii na ka-

L]

tionaktivni-kolaoné Synchroprep S5-300  (SynChrem-Inc. Linden,
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Indiana). - Peptid se nanasi S pouzitim ustoje 20°
milimolarniho TRIS (PH 6.8) v 20% acetonitrilu a vymjva s’
‘pouzitim gradientu 0-0.3 molarniho chloridu sodného v témze
rozpouétédle.slouéeniny se.dale éisti a zbavi soli kapalnou
chromatografii s reversni fazi na koloné Vydac C-18 (Separa—
.fions. Group, Hesperia; Kalifo?nie) s pouiitim gradientd
voda:éﬁetﬁnitril, obé faze oﬁsahujiéi OLi% TFA. Vhodné frak-
ce se spoji  a lyofilizuji. inska se éédany GRF peptid. ve
forﬁé trifluoracetatové soli. Trifluoracetéf lzé pfevést ﬁa
jiné soli,;pokud je to zadouci, znamymi metodami iontove vy-
mény. | | |

Pepfidy se‘hydrolyzuji 24,h§din ’za vékua v parni . fagi
v pfistroji Pico-Tag _Work.station.(Waters) s pouéitim‘stﬁ—
bilné vrouci HCl (Piérce) v pfitomndsti fenolu jako éigt;ci
latky pEi 1li100ocC. Hydrqlxzéty se analyzuii na pfistroji Beck-
man Amino Acid Ahalyzer,rModel 6300. SloZeni peptidu se vy~
pocita s pouﬁitim ZnAmé konceﬁtr&ce norleucinu jako vnitini-
“ho ;tandardg._‘ o |

Hmotova speitfﬁ byla ;iskana pomoci pfistroje Appliéd_ﬁio-'
systems Time of Flight Mass Spectrometer{
ffikladz
Pfiklad_l
" Priprava Thr?Alal5Va119Leﬁ27bGRF(1-29)NH; trifivoracetatu,
~sloucenina ¢.1.

Syntéza analogu GRF peptidu; ktery ma vzorec:
'H-Tyr—Thr—Asp"Ala—I1e—Phé~Thr—AsnfSer-iyr—Arg-Lys—Va1%Leg—
Ala»gln-Leﬁ—Ser-Val—Arg—LyS*Leu—Leu—G1n*Asp—Ile—Leu-%sn—Arg
—-NH: (jako trifluoracetat) se provadi postupné podle postupu

A. Vysledky ~analyzy aminokyselin,_teore}iqké' hodnoty v za-




1i
i

1 90(2) Phe O 93(1), Lys 2 03(2), Arg 3. 09(3)
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vorkach: Asp 4.06(4), Thrl.57(2), Ser 1.64(2), Glu 2.10(5),
Ala 2.25(2), val 2.00(2), 1Ile 1.68(2), Leu 5.15(5), Tyr .
1.868(2), Phe 0.94(1), Lys 2.00(2), Arg 2.94(3).

Priklad 2

Pfiprava Thr’Alal5Va119Leu27bGRF(1 29)NH2 trifluoracetatu,

sloucenina ¢.2

Syntézaranalogﬁ GRF peptidu, ktery ma vzorec:
H-Tyr—Thr“Asp;Aia-I1e—Phe—Thr-Asn—Sér—TyrwArg—Lys—Val—Leu—
Ala—Gin—Leu~Ser—I1e~Arg-Lys—Leﬁ—Leu~G1n—Asp-Ile—Leu-Asn-Arge

~NH; (jako trifluoracetat) se provadi postupné podle postupu

2. Vysledky analyzy aminokyselin, teoretickeé  hodnoty v za-

vorkach: Asp 4.09(4), Thrl.98(2), Ser 1.64(2), Glu 2.05(2),

Ala 2.25(2), Vval 1.0(1), 1Ile '2.84(3), Leu 5.07(5), Tyr.

"1.87(2), Phe 0.94(2), Lys.1.97(2), Arg 2.94(3).

Priklad 3 .
Pfipravar'ThrEAlal5Vall9Leu27bGRF(1e29)NH2' trifluoracetatu.‘.;
slouéenina €.3
'SYntéza,anaiogu GRF peptidu, ktery ma vzorec:

H- Tyr*Thr Asp -Ala- Ile Phe-Thr~Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-
Ala-Gln-Leu-Ser-Leu-Arg-Lys-— Leu—Leu Gln—Asp—Ile—Leu—Asn Arge
~NH: (jako trifluoracetét) se provadi postupné podle postupu
A. Vysledky analyzy aminokyselin, teoretické hodnoty v za-
vorkach: Asp 4.08(4), Thrl.87(2), Ser 1.?2(2), élu 2.07(2),

Ala 1.93(2), val 1.04(1), Ile 1.88(2), Leu 6.11(6), Tyr

— m— o n —

. Pfiklad 4

PEiprava Val?Ala!sLeul?Leu? bGRF(1-29)NH: trifluoracetatu,
sloucenina ¢.4.

) S?ﬁtéia:analogd GRF peptidu, ktery ma vzorec:'

i i mms s mmimm oms m o Eme
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H-Tyr—Val—Asp—Ala—I1e—Phe—Thr—Asn-Ser—Tyr-ArQ—Lys—Va1-Leu—
. Ala—GIn—Leu—Ser-Leu—Arg—Lys7Leﬁ—Leu—GJn—Asp—I1e-Leu-Asn—Arg'
-NH; (jako trifluodracetat) se provadi postupné podle postupu
'A. Hmotova spektrdlni analyza (metodou Cf£252 desorpce plaz-
‘my) m/z pro(M+H) +: POZOYOVAnNo - 3454.6, teorie
'3452.1.Visleﬁky analyzy aminokyselin, teoretickeé hodnoty
v zavorkach:  Asp 4.01(4), Thr O.93(i), Ser 1.6B(2), Glu
2.03(2), Ala 2.00(2), val 1.85(2), Ile 1.88(2), Leu
6.11(6), Tyr 1.94(2), Phe'0.94(1), Lys 1.97(2), Arg 3.11(3).
- Priklad 5 | o
Pfiprava IleﬁélalSLeuqueu27bGRF(1~29)NHg trifluoracetatu,
sloﬁéenina ¢.5. | Ay

Syntéza analogu GRF peptidu; ktery malbzorec: " . i
H—Tyr~IIE*Asp—Ala;I1e*Phe-Thr—Asn-Ser—Tyr—Arg—Lyera1—Leu;m
Ala—GIn—Leu—Ser—Leu—Arg—Lys—Lequeu~Gln—Asp-Ile—Led—Asn—Arg
-NH; (jako trifluoracetat) se provadi postupné podle postupu
A 'Hmotova spektralni anaifza (metodou Cf252 desorpce plaz—
 my) m/z pro(M+H)*' pozorovano 3468.6, teorie 3466.1. Vysled-
ky analyzy amlnokyselln, Leoretlckg hodnoty v zavorkach: Asp
4.02(4), Thr  0.94(1), ser 1.67(2), - Glu 2.05(2), Ala
2.60(2),'.Va1.~ 0.94(1), Ile 1.83(2), Leu. 6.12(6), Tyr
1.94(2), Phe 0.95(1), L&s 1.99(2), Arg 3.13(3).
PEiklad 6
Pfiprava Val2AlalsIlel?Leu??bGRF(1-29)NH; - trifluoracetatu,
élouéenina 6;6; B

Synteza analogu GRF peptldu,.ﬁter; ma. vzorec:
H-Tyr-val- Asp Ala- Ile Phe -Thr-Asn- Ser*Tyr Arg-Lys-val- Leu—

~Ala~-Gln-Leu-Ser- Ile—Arg—Lys—Leu—Leu—Gln-Asp—Ile—Leu—Asn—Arg

—NH; (jgko“ﬁqiflgppacqtét) se provadi postupné peodle postupu
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A. Hmotova gpektralni analyza (metodou Cf252 desorpce plaz-
my) m/z pro(M+H)*: pozorovano 3453.4, teorie 3452.1. Vysled—
ky anal?iy aminokyselin, teoretické hodnoty v zavorkach: Asp
4.03(4), Thr 0.94(1), Ser 1. 69(2), Glu :2.03(2), Ala

2 01¢2), val 1.89(2), Tle 2.85(3), Leuw 5.11(5), Tyr
¥ 1.95(2), Phe 0:95(1), Lys 1.99(2), Arg 3.08(3).
priklad 7 |
Priprava Ilezhla:SIlel?Leu? bGRF(1-29)NH: trifluoracetatu,

slouc¢enina €.7.

Syntéza analogu GRF peptidu, ktery ma vzorec:
H—Tyr—Ile—Asp-Ala—I1e—Phe—Thr—Asn—Ser—Tyr-Arg-Lys—Va1-Leu—

Ala4G1n—Leu—SerrI1e—Arg-Lys4Leu-Leu-G1n~ASp-Ile—Leu-Asn—Arg

~NH. (jako trifluoracetat)'se provadi postupné podle postupu

A..Hhoto#a spektralni analyza (metodou Cf252 desorpce plaz-
“my) m/z pro(MtH)+: pozorovano 3469.7, teorie 3466.1. Vysled-
ky analyzy aminokyselin, teorétické‘hodnoty v zavorkach: Asp
4.03(4), Thr 0.94(l), Ser 1.69(2), Glu z.os(i), Ala
'2.04(2), Val 0.94(1), 1Ile 3.78(4), - Leu 5.11(3), Tyr
1.94(2), Fhe 0;95(1); Lys 1.98(2), Arg 3.09(3).
~Pfik1ad.8 .
PPiprava ValzAlalsvVall?Leu?7bGRF(1-29)NH; triflucracetatu,
sloucenina ¢.B.
Syntéza analogu GRF peptidg,_ktery ma vzorec:
H—Tyr—Val—Asp—Ala—I1e—Phe—Thr-Asn-Ser-Tyr—Arg—Lys—Va1—Léu—

Ala Gln Leu Ser -Val-Arg- Lys Leu~-Leu-Gln-Asp-Ile-Leu-Asn-Arg

—NH (jako trlfluoracetat) se provad1 postupne podle postupu.
A Hmotova spektralnl analyza (metodou Cf252 desorpce plaz-
my) m/z pro(MtH)': Pozorovano 3440 6, teorie 3438.1. Vysled-

"ky ‘analyzy aminokyseiinj“teoretické'hodnoty-v~zaverkaeh: Ksp
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4.02(4), Thr 0.93(1), Ser 1.67(2), Glu 2.03(2), Ala
Z.DD(Z)L Val 2.75(3), Ile 1.86(2), Leu 5.09(5), Tyr
1.92(2), Phe 1.04(l), Lys 1.98(2), Arg 3.05(3).

Priklad 9

Pfipréva Ile2A1a1SVall?Leu27bGRF(l—29)NH2 trifluoracefétu,
slouc¢enina ¢.9,.

'Syhtéza analogu GRFIpeptidu, k£ery ma vzorec:
H*Tyr*lle-Asp—Alaﬂl1e—Phe-Tbr-Asn—Ser—Tyr-Arg-LyswVa1—Leu—
Ala;Gln—Leﬁ—Ser~Va1—Arg-Lyé—Leu—Leu—G1n~Aép—Ile—Leu—Asn—Arg
-NH: (jako trifluOracetaﬁ) se provadi postupné podle postupu
A. Hmotova spektrdlni analyza (metodou Cf252 desorpcé'plaz—
. my) m/jz pro(M+Hj+: pozorovano 3454.9 teorie 2452.1. Visledky
analyzy aminokyselin, teoretické hodnoty v éavorkach: Asp
4.02(4), Thr o.93(1), Ser 1.69(2), .Glu 2.04(2),' Ala
| 2.06(2), Vval _1.86(2), Ile  2.84(3}), Leu 5.10(5), Tyr
1.94(2), Phe 0.94(1), Lys 1.98(2), Arg 3.07(3). .

S pouzitim postupne synfézy podle "postupu a lze rovné:
piipravit nasiedujici peptidy:’ |

IleFSerSAlal5Va1lgLéuETSerEBHseﬁﬂbGRF(l*SD)NHg
Ile?SerﬂAlal5lelgLeuETSer?8H5e33bGRF(l~33)NHg
ile2Ser5Ala15Va119Leu27Ser38H5e37bGRF(1—37)NH2
‘IleESerEAIal5Va119Leu37Ser23Hse44bGRF(1—44)NHg_
ValESeraAlal5Va119Leu2fSer25H5830bGRF(1—30)NH2
Val?SerBAla;SVal19Leu2?Ser2BHseSBbGRF(lnBB)NHg
Val?Ser8A1a15Va119Led278er?8Hsé3TbGRf(l—S?)NHz
_VaIESerEAIa15Vali9LeuETSer2535244bGRF(15$4)NH3
IleESerBAlal5IIel9Leu27Ser?ﬁﬁsé30bGRF(l—30)NHz
;lezserﬂhlal511e1qLeuE?SerEBHse33bGRF(1—33)NHg

vIde?SerSAlal5Ile1?Leu?TSer2BHse37b§RF(1—37)NHgd
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Ile;SerBAlaISIlel?Leu?7Ser?5Hse44bGRF(1—441NH;
Va12SerBA151511e19Leu27SeréEHse30bGRE(1—30)NH;
Valz?SerdAlalsileidLeu?’Ser?¢Hse?3bGRF(1-33)NH;
V§;2Sg?§§¥§}flle}9L§g§f8er28H5e37bGRF(1*37)NH2
ValzSergflaltsIleldLeu:7’7Ser?8Hset4hGRF{1-44)NH;
,.Thr?SerﬁAial§VallﬁLeu27Ser28Hse3GbGRF(1—30)NH;
ThriSer8AlalsVal:$Leu?7Ser?sHse 3bGRF(1-33)NH;
ThrESer8A1a15Vali9Leu2?Ser?8H5e37bGRF(1-37)NHg
TthSerﬂélal5Vall9Leu2?Ser25H5e44bGRF(1-44)NH2
Thr2Ser8Alatslle!Leuz75er?éHse? CbGRF(1-30)NH;
Thr2SerfAlalsIle: sLeu?7Ser?5Hse? *bGRF(1~33)NH;
Tﬁr?Serﬁhlal511e19Leﬁ2VSer2§ﬁse37bGRF(l—37)NHz
ThrZSer3A1a15llel?Leu27Ser£EHse44bGRF(l—44)NHz
ThrZSerBAlal5Va119Leu2759r?3H5930bGRF(L—30)NHEt'
Thr2Ser8Ala15Val1@Leu37Ser?ﬂHsei3bGRF(1—§3)NHEt-
ileESerBAlalSVali9Leu37Ser?EHse30bGRF(1-30)NHEtH
IleZSerBAIal5VaI1SLeuETSerEEHéeﬁ3bGRF(1—33)NHEt
ValzsereAialsllequeuZ?SeréaHsea?bGRF(1—37qNH—n—propyi;
Postup B L .

Vedle pfipravy GRF analégﬁ technikoﬁ pevné faze mohou byt
tyto analogy ziskany metodou rekoﬁbinantni DNA ﬁodle poétupu
. popsahého~pro Leu27béﬁF(1—44)OH (evropska.patentova pfihl&é«
ka 0212531)s nasledujicimi upravami v segmentu DNA kodujici
v LeuETbGRF(1-44)OH jsou kodony pro- Alaz, Asn®, Glyls

a Asn?t nahrazeny kodony : na pEiklad (ACT) Thr? nebo (ATT)

_-

Ile? nebo (GTT) Val?, (AGT) Seré, (GCT) Alals, (AGT) Serze. =
Navic pro GRF analogy obsahﬁjici Cya’ se kodon GAT
(Asp?) nahradi kodonem TGT pro Cys3. Po vytvofeni proteinu

L]

a reaKci s bromkyanem v mravenéi kyseliné&, jak je Dpopsano ve
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shora uvedené evropskeé pateﬂtové pfihlasce se .pFida k rozto-
_ku pefdxid vodiku asi pFi 09C k oxidaci zbytku Cys na Cya.
_ Peptid se pak &isti pppsanimi metodami.

Mimo to Se pro analogy GRF roz$ifené na N konci pridaji
DNA segmenty, kodu31c1 rozSifeni na N konci, takto: (TATACT)
'prd;_Tyr-Thr{ (TATACT)n pro .(Tyr-Thr),, (TATAGT), pro
(Tyr—Ser)n nebo (TATAGTTATACT) pro Tyr~Ser-Tvr-Thr nebo
(TATACTTATAGT) pro . Tyr-Thr-Tyr-Ser, (GATGCT) pro Asp-Ala
atd. Gen pro prekursorovi_érotein se vloZi do erazového
,yéktbru E. Coli. Po vytvofeni proteinu se provede izolace
z materialu a rozklad bfomkyanidem v mravénéi kyseliné tak,
jak je popsano ;_ zminéné evropskeé patentove pfihlééée. Mra-
vendi kysélina se odstrani sniZenym tlakem a sSurovy polypep-
tid se pak c¢isti popsanymi metodami.

Slouceniny podle +ohoto vyndlezu  lze pfipravit znamymi’
technikami rekombinantni DNA, protoze 'tyfq peptidy jsou
sloéeny poﬁze z ffirozené se vyskytujicich aminokyselin.;V
tﬁm:je  rozdil vaéi znamym analoglm, - ktere obsahuji‘skﬁpiny
nekodované DNA, jako jsou D-Ala  a nebo desaminoTyr, a budou
vyZadovat pro jakoukoliV produkci .ve velkeém méfi%ku naklad-
nou chemickou syntézu nebo kombinaci genetickeho inZenyrstvi
s chemickymi postupy;

Rekombinantni vychozi mikroorganismy pouZivané v tomto vy-—
nalezu se pripravi technikami rekombinantni DNA, ktereé jsou
dobhfe znamé odbornikdm a jsou popéané na priklad v T. Mania-
tis:; Molecular,lCIOnipg, Cold‘.Spring Harbor Laboratory
(1982) a v é. "Perbal: A‘.Practical Guide to Moleculqr
Cloning, John Wiley, New York._(1984),:Tyto knihy jsou' zahr-

_huty do popisu touto referenci. .. . . .




- 27 -

Analogj 8 Hﬁe laktonem, HseOH, HseNR Ry na C konci lze
pFipravit metodami popsanymi Kempem aj. BIOTECHNOLOGY, Voll
4, str. 565-568 (1986). |
POSTUP C

Tento postup se tyké GRF analogd podle tohotg.vy£;1ézﬁ,
alkylovan?ch ‘na dusiku. Peptidy se' pfipravi bud chemickou
nebo biochemickou metodou (postup A nebo B). N-alkylace se
pak dosahne znamymi metodami, napfr Murphy, W.A. a Coy
D.H., Dlouhodobé uéinné‘alk§lované analogy faktoru uvoliuji-
cihe rustovy hormen, Peptide Research 1, 36-41, (1988),
V.Sythyamoqrthy aj. Reduktivni methylace neurotoxinu'botuli-
nu.Typd & a B, Mol. Cell. Biochem. 83, 65-72, (1988).

Postupem C lze téZz pfipravit nasledujici péptidy:
N—epsilon-iPr-Tyr{ThrZSérBN-epsiloh;iPrLys1? 21valisllels
‘Leu?7Ser28bGRF(1—29)NHz
N—epsilonfiPr—TyflThrZSerBN—epsilon~iPr—Lys1Z'21A1a15Va119
‘Leu? ThbGRF(1-40)NH; ‘
Nwepsillon—'BzI?IyrlThr?SersN—épsilon.--le'—Lysl3:21Va11511e1q
Ile?7Ser?&bGRF(1-32)NH;
.AN—epsilon—iPr-TyrlIle?Sef5N~epsilon—iPr—Lysl2»ElAlaISVallﬁ
Leu?7Ser28hGRF (1~40)NH;
N-epsilon-Bzl-TyrivalzSeréN-epsilon-Bzl-Lys!2.21Valisvali?
I1e27Ser35bGRF(1-32)NHg'

Vsechny 'syntetické GRF peptidy podle tohoto vyndlezu,

véetné peptidd piipravenych v pfikladeéh se povaiuji za bio-

logicky aktivni a uZite&né pro stimulaci uvolfiovani GH hypo-—
,ffiou.
Davky mezi asi 10 nanogramy - a asi 5 mikrogramy téchto

‘Peptidd na Kilégram télesné hmotnosti se povazujiza zviasté
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”ﬁéinné pro‘yyvolani‘sekrece GH. Stimu}ace vyluéovani GH té-
mito ﬁeptidy py mélé vést Kk odpovidajicimu zvy3eni rastu
u lidi, skotu a jinych zv}fat 8 normalnimi hladinami GH. Mi-
mo to Dby podavani mélo zménit obsah tuku v téle 'a upravit

Jjiné metabolické, imunologicke a vyvojové procesy, ktere za-

visi na GH. Na pfiklad mohou byt toto analogy uzitedné jako

prostfedky stimulujici anabolicke procesy u Clovéka ve sta-
vech podobnych nasledkdm popaleni., V jiném prikladé mohou
byt tyto analogy podavany.komerénim teplokrevnym zvifatam,
jakp kufatﬁm, kratam, prasatim, kozam, .skotu_a ovcim, a mo-
"~ hou byt pouZivany v rybafstvi pPro chov ryb a jinych chlad-
nokrevnych méfskfch zivoichld, napf. mofskych Zelv a uhoég}
a obojzivelnika k urychlehi rdstu a zvySeni poméru proteipu
k tuku, ziskaného poddvéanim uéinnYch davek peptidﬁ,‘tho
énalogy se mohou . pouzivat ke stimulaci imunitnich funkci
u lidi a zvifat pro léceni cukrovky vZnikajici z abnorma{pi
produkce ristového hormonu, &i pro -zlepSeni hojeni kosti,
ran a .spaleniﬁ,,nebo prfi osteoporéze.,_raké lze pouiit tyto
énalogy pro povzbuzeni ristu viasd. .
Denni-davky mezi 10 nanogramy/kg a asi 30 mikrogramy/kg

teélesné hmotnosti se povazZuji za zvlaste uéinné pro zvyseni
laktace, rustu é stimulaci imunitnich funked, |

Pro podavani lidem alzvifatﬂm by tyto synteti;ké peptidy
mély mit éiQtotu alespoi asi 93% a s vyhodou alespo 98%;'

Tyto éyntetické peptidy nebo jejich netoxické soli,
kombinované : s farmakologicky ngbo vgteringrné pfijatelnym

nosicem do formy farmaceutického pripravku, . s vyhodou pro

prodlouzené uvoliiovani, se podavaji zvifatim a lidem bud in-

travenosné, podkoiné, pres kdZ%i nebo nosni sliznici. Lékaf




- 29 -

je mizZe pouzit pro stimulaci uvolhovani GH, pokud lééenf'pa-
cient takovou terapii potfebuje. Vhodné davkovani bude zavi-
set na zdravotnim stavu a délce pozadované léchy.

Takove peptldy se casto podavaji ve formé nejedovatych

soli, Jako jsou kysele ad1cn1 5011 nebo kovové komplexy,

tfeba  se zinkem, Zelezem a podobné,(pro potfeby aplikace

jsou pdvaZovany za-sbli}.-Jako_adiéni soli lze jmenovat hyd-
rochlorid, hydrobromid; siraﬁ, maleat, octan, citran, benzo-
an, jantaran, jable¢nan, askorbat, vinan atd. Vv pripadé&, Ze
aktivni slozka se ma podat v isotonickém roztoku, scli mohou
ovlivnit fosfatoveé a jiﬁé ustoje.

Peptidy by se .mély podavat “lidem ‘za'dohiedu lékare a
férmaceutické pfiprévky budou obvykle obsahovat peptid spolu
s konvenénim, pevaym &i kapalnym farmaceuticky prijatelnym
nosiéem. Zakladni davka obyéejné bude od asi loovnanogramﬂ
do asi 50 mikrogramﬁ-péptidu na kilogram télesné hmotnosti
pacienta.

A¢koliv vynalez byl popsan s Iqhiedem na fo;my,‘kter?m se
dava prednost, bﬁdii rozuméno, Ze .lze uskuteénit'rﬁzné Zmény
a upravy, které jsou ziejmé osobam zbéhl?m v oboru, aniz by
se-vfboéilo z rozsahu jeho narokd. Na priklad lze provést
modifikaci peptidového fetézce .vynechanim jednoho nebo dvou
zbytkd od C konce peptidu podle soudasné zname experimental-
ni praxe, coz vede k peptidim, které si zachovavaji znaénou

cast sve blologlcke uéinnosti. Proto takoveé peptldy spadaji

do rozsahu tohoto vynalezu. Mimo to lze substltuovat C konec

a nebo N konec peptidu, a nebo lze prirozené se vyskytujici

zbytky substituovat za jejich obecné ekvivalenty, jak Jje

"viéobecné “znamo LV'"pebtidOVé' chemii.- Tak= lze na pkiklad




- 30 -
vyrobit jiné analogy se zvféenou odolnosti vi&i proteoclyze
‘a pri tom majici alespon podstatnou &ast uéinnosti polypep-
tidu ' AIe 'naroku, aniz by se _dostaly z rozsahu
vynalezu,ilustrovaného sloudeninami 1 aZ% 15. Rovnés zname
substituce karbéxylbvé skupiny na C konci, napf. niz8i alky-
| lamidy, vedou k ekvivaléntnim.molekulam. .
‘ Zﬁﬁsoﬁy, které:byly popsény‘ shora lze vyrobit GRF peptidy
6becného vzorce |
Ri-R;-R1:-R;-Ala-Ile-Phe-Thr-Rg-Ser-Tyr-Arg-R!; ,~R; ;~Leu-
R15~Gln-Leu-R; s~R; e~Arg~R: 21 -R:2-Leu-Gln-Rss~I16~Ra 1=K, o=
Arg—Gln—Gln461y—Glu-R34~R35—Gln—G1u—R3a—ﬁaq-Rgu—Arg-R45—
Arg-Leu~Z, kde
R! je (X-Y)-(X31-Y), s n 0-20, s v?hddou 0-10 a X je pfi-_

rozené se vyskytujici aminokyselina, Y je alanin, éerin,“
threonin nebo prolin a v pripadé, %e n =0, pak je'f vybran
ze skupiny tvofené alaninem, serinem nebo threoninem, Xi je
kterakoliv pifirozené se vyskytujici aminokyselina 5 vyjimkou
prﬁiinu nebo hydroxyprolinu

je Tyr nebo His,

o

Rz je Gly, Thr, Val nebo Ile,

R3 je Asp,Glu nebo Cya,

Rz de Asn nebo'Ser,

Ri: je Lys, nebo Arg,

Ri13 je Vél nebo Ile,

Ris je Ala, Vai, Leu, Ile neﬁo Gly,
Rla jeASer ﬁeﬁo Tyr, -

Riq je Val nebo Ilé,

R:glje Lys, nebo Arg,

R:z: je Ala nebo Leu,




R,s je Asp, Glu nebo Cya{
R.,7 je Met, Ile nebo Leu,
R,s je Asn nebo Ser,
‘R34 je Ser nebo Arg,
Rz: je As; ﬁésénsér,.
R3s je - Arg nebo Gln,
Rss je Gly‘nébé Arg,
R:o je Ala nebo Ser,
Rg2 je Ala, Val nebo Phe,
L.'znamena karboxylovy konec =zbytku aminokyseliny na
C konci a Jje to skupina —COOR;, —CR, 0, —CONHNHRa; —CONR:Ry
nebo —CHzoRa's R, a Rp , které jsou C,-Cs alkyly nebo vodik,
nebo jejich bioleogicky .aktivni fragment. rozéifen?‘od R na
N-konci ke kterémukoliv zbytku v kterékoliv poloze mezi 27
az 44'jako jeji C konec, pfipadné jejich Hse(lakton), HseOH
nebo HseNRiRy a jejich netoxickeé soli. Tyto modifikace lze
pfi@ravit'_podle soucasné Znamfcﬁ'experiméntalnich.posﬁupﬁm
Protoie_si- zachovavaji'pédstatnou ¢ast biologické aktivity
pivodniho peptidu; jsou _ tyto modifikace povazZovany za
soudast vynalezu.
Rozdifujici ¢4st GRF peptidu ﬁodle tohoto vynalezu ma fe-
tézec aminokyselin odpovidajici vzorci
(X-Y)—(X1-Y)n
n zde pfedstavuje podet linearné spojenych X-Y skupin,'

toto ¢islo je od 0 do 20, s vyhodou od 0 do 10 skupin.

X je vybrana ze skupiny  tvofené vSemi pfirozené se
vyskytujicimi aminckyselinami,
Y je vybrana ze skupiny tvorené prolinem, alaninem, seri-

riem a threoninem, pouze v piipad&, Ze n =0, pak je Y vybrana

L1
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ze skupiny tvofene¢ alaninem, serinem nebo threoninem,

X1 je vybrdna ze skupiny tvofené kteroukoliv pfirozené se
‘vyskytujici aminokyselinou s vyjimkou prolinu nebo hydroxyp-
rolinu.

Podle tohoto vzorce v pfipadé, Ze n=1, jsou zde dvé sku-

R .

_Piny ?. Déle'jg‘mqiné_mit_ aZ dvacetjednu Y skupinu a dvacet
X1 skupin v jedﬁoﬁ provedeni. Jednﬁtlivé zbytky ¥ a X! mohou
byt libovolné aminokyseliny =z pfislu&neé skupiny, ze ktere
maji byt vybrany. To znamena, Ze jednotlivé zbytky Y nemusi
‘b?t stejné v daném provedeni. Podobné i v provedeni vynalézu
is vice nei Jjednou X! skupinou' kaédavjednotliva Xi skupina -
mizZze byt kterakoliv amin;kfselina 5 Qyjimkou prolinu a hyg-
roxyprolinu, . bez ohledu na charakter jinych zbytkd Xi.
zVSechny jednotlivé Y a X! zbytky musi odpovidat  pravidldm
Pro danou specifickou skupinu a staéi, aby rizne jedﬁotlivé
zbytky v ‘uréen?ch polohéch odpovida1y prévidiﬁm stanovenym

shora. ' _ ' ' T b
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Tabulka 1 :

UZinek analogd bGRF na vylugovani in vitro krysiho GH =z kultur bunék
krysi pfedni hypofyzy’

Slouceninal Nazev Xoncentrace analogu nM A
¢islo.....{ (jako trifluoracetat) 0.01 0.1 1 10
- - hez -davkovani- GRF - -1963e - 1963a ... 1963a- 1963s.
Leu? 7TbGRF(1-29)NH; 3474¢.4d 75614 15172¢ 16506¢
9 Ile2AlalsVallLeu?7bGRF(1-29)NH; 55983 120825 17230f
7 IJle?2Alal>Ilel?Leu? 7bGRF(1-29)NH; 51621.,911006f.316980¢
8 Val2AlalsVall9Leu? 7bGRF(1-29)NH; 4629e.1118321,916578¢2
6 valzAlatSIlelSLeuZ7bGRF(1-29)NH; |.4141d.,:10686f 16370¢.1
1 Thr2Alal®*vall®Leu? 7bGRF(1-29)NH:; 3B52¢ 9252 16138¢.f
2 Thr:iAlalsValil*Lewz7hGRF(1-29)NH; 2541a.b £263¢.,4131224
Thr2AlalSLeu? 7bGRF(1-29)NH; 2833b.¢ 5831c 133784
5 IlezAlalsLeulLeu27hbGRF(1-29)NH; e e .5835¢ 122984 172724
4 ValzAlalsLeul5Leuz’bGRF(1-29)NH, |[...... .3976% 9540¢ 16455°¢
3 Thr?AlalsLeuldLeu? ’bGRF(1-29)NH, |-+ -+« . 2443a ..4483%F. 13012)

"hladiné vfznamnosti pod 0.05.

"Tabulka II

GH, zatim co Vali® a Ilel® modifikace vedly k analogim se sniZenou 4¢innos-

* _Mngistvi_rGH vylouceného z kultur bunék hypofyzy se méfilo radiocimuno-
testem a je vyjadfeno v ng na. vzorek za 4 hodiny. Podminky-testu.jsou pop-
S&ny y,Frqhman.aj.Methpds Enzymolf 124, 371 (1986).

_a,b,c,d,e.fJQ v daném sloupci jsou vysledky odlisné profi jinym indexdm na
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Poznamka: Substituce Leu!9 méla zhoriujici. uéinekAna schopnost . uvoliovat
£1. Leu27bGRF(1-29)NH; ée‘pouziVal‘jako zkuSebni sténdard;

Stabilita GRF peptidﬁ substituovanych v poloze 19 v plasmé in vitro

.{Sloudenina Jméno ti,z(hod
+{¢islo (jako trifluoracetat) '
Lew?7hGRF(1-29)NH 0.6"
1 Thr2AlalsvalisLeu27bGRF(1-29)NH; 4.9¢
2 Thr?AlalsValiSLeu? 7bGRF(1-29)NH: 14,75
ThrzAlaisvValitLeuzThGRF(1-29)NH; 6.6b
+Zw o em —fees Ty 2R et Sheut-SLew2 " hGRF ¢ 1-29) NH 12,38

o Pramérnd hodnota t¥i nezavislych pokust (kazdy se

délal tFikrat)

a,b,c  Sloudeniny s rdznymi indexy se 1i3i na hladiné mesi neZ 0.05.

- -
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Tabulka III

..34._

Odezva sérového GH Hol5teinskych kastraty na'injekce_GRF analogt

S riznymi substitucemi v polohach 2 a 19 schematu

K?Ala15xl9Leu27bGRF(1-29)NH2

Radka|Sloudenina| Jméno”* { Podil. Maximum
€isloj ¢islo . (jako trifluoracetat_ v % (ng/ml)
1, - Voda _ 0 11.7s
2 A bGRF(1-44)NHz : 83b 73,28
3 B Thr2A1a15Leu27bGRF(1-29)NH _ i00b 75.7¢=
4 3 Thr2A1a15Leu19Leu27bGRF(l-29)NH2 100% 83.5¢
5 4 ValZAlal$Leu19Leu?7bGRF(l~29)NHz 92b 70.9a
6 . 5 J1leZAlalsLeul 9Leuz 7bGRF(1-29)NH, 92b 42.8a
7 1 Thr2A1a15Va119Leu27bGRF(l—29)NH2 92b 79.6a
8 - 8 . Va12A1a15Va119Leu17bGRF(l—29)NH2 1002 69.4=
9 -] Ile2A1a15Vall9Leu27bGRF(l-29)NH2 g2k 72,72
10 2 ThrZAlalﬁllel9L8u37bGRF(1—29)NHz 92kt 60.74
11 6 . Val2Alal5Ilel°Leu27bGRF(1—29)NHg 92b 7874
12 7 I152A1a1511e19Leu27bGRF(l—29)NH2_ 1005k 49, 5a
13 SEM . ; 5 12, 7¢
14 P hodnota - 0.0001 0.75

* Prezentovani data zahrnuji pouze zvifata,

‘na injekce GRF

** GRF analogy by;y podavany ve formé intravenosnich injekci

30 pmol GRF/kg 2hodiny pted krmenim.

‘**§‘-Heterogenita variace '(Hartleyﬁv test' F—max),'hodnota

P a jeji index jsou poditany z logaritmicke transformace dat.

kterd reagovala

abcde Hodnoty s riznymi "indexy ve sloupci jsou vyznamné rozdilne

(P mensi neg 0.05).

f SEM pfi podavani GRF bylo 12.7 ng/ml,

‘zatim co SEM u kontrol
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.8

Radka |Doba do max. Plocha (jednotek) Jako %A Jako %B .
leislo | minut ~ | 0-1h -~ ~1-2h 0-2h ... . : ’
1 22abec 0.51s 0.504 la 44 28
2 12 ‘ 0.73% 0.56a 2.29b° 100 " 64
3 18abc 2.56¢ 1.04bcd | 3.60¢ 157 100
4 17abe 2.43b¢ 0,77ab 3.20kc¢ 140 89°
5 2ibe 2.16b¢ 0.91sbe 3.07%¢ 134 BS
6 15ab¢ 1.435b 0.95ak 2.38b 104 66
7 .19abe 2.75 1.35¢cde 4.10¢ 179 ‘114
8 15ab 2.30b¢ 1.48bcd 3,77kc¢ 165 105
9 22b¢c 2.28b¢ 1.96¢ 4.,25¢ 186 118.
10 22b¢ " 2.04bc¢ 1,19bcd 3.23¢ 141 g0
11 20abec 2.63bc 1.744de 4,37¢ 191 121
12 24¢ 1.56b¢ 1.36¢cde 2.91b¢ 127 81
13 49 0.33 | 0.23 0.48
14 0.32 0.0001 0.0001 0.0001
s vodou bylo 45.2 ng/Kkg
-9 SEM- pii podavani GRF bylo 4 minuty, zatim co SEM u kontrol

vodou bylo 14 minut.

4!
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ﬁoooﬁ - .[‘27 —bGRF(1-29)NH2.
] D T2A15L27-bGRE(1-29)NE2

| 7. ©O.T2A18LIsL27-bGRF(1-20)NH2
120004 W T2A15VISL27-bGRF(1-29)NHZ

.3 T2A15119L27-bGRF(1-29)NK2

soosed lin'Bazélnl
8000 'f*"

sooad

L . ,;//////

‘z_opg.-, - ) : /

Krysf tdstoby‘hdtmbh hg/idfdj/4 hod.

g .
8 T~ T Ty '
1 s T

o o g o st Y W

) Mw KA .
‘ _ANALOG, mM

N
4 f

" Obrazek 1. -

' '.ﬁéinek / analogﬁ ThrzmaHLeuzvbGRF(l 29)NH2 na uvol-”

novani r&stoveho hormonu GH v kulturach bunek kry51 hypofyzy

in v1tro Pokus se provadel podle postupu Frohmana a Downse,
Methods Enzymol 124 371 389 (1986)., Leu1° substltuce mela

zhdubny ﬁéinek;ha»schopnost analogd GRF uvolfiovat GH, zatim .

:>cq Vallffa Ile4@-m0dr£ikacé' vedly k”analogﬁmfs bud zvysenou
‘nebo nezménénou: biocaktivitou in vifro ve srovnani

©5 Thr2A1a15Léu37bGRF(l-29)NHz. Leu?7bGRF(1-29)NH: 510u211

jako pokusny étandard.
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Obrazek 2

Prﬁmerne ﬁbﬁcéﬁtréce":sérovéﬁo-hrﬁsuového hbrmonﬁ;.GH.mn,“l,;_j“h“
'Holstelnskych kastrata krmenych otrgbaml pollntravenosnll‘
1njekc1 10 pmol/kg GRF analogﬁ Pokus se provadél podle po-

:plsu Moseley aj., J. Endocrlnol 1¥7f'2524259 (1983).‘HOQé21::

GRF(1- 44)NHa se pou21va1 jako pokusny standard
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PATENTOVE NAROKY

1. GRF peptid s Val nebo Ile v misto zbytku amlnokysellny,
kterd se normalné naléza v poloze 19, Gly, Thr, Val nebo Ile
zbytek misto zbytku amlnokysellny, ktery se normdalné naléza
v poloze 2, a s jednou aminokyselinou ze skupiny aminokyse-
lin Ala, Val, Leu, Ile nebo Gly v poloze 15.
2. GRF pepfid podle naroku 1, vyznadeny tim, ze aminokyseli-
na v poloze 2 je Thr, Val nebo Ile. _ ' .
3. GRF peptid podle-néfoku 1 obecného vzorce h
R-Rl-Rz—R;fAla—IlerPhe—Thr-RB—Ser—Tyr-Arg—R112—R13—Leu—
Rls—Gln—Leu-R;B—R;Q—Arg-Rl31—R?2—Leu—G1n—Rg5~Ile—R§+-Rgg—'
Arg-61n-61n-Gly-61u-Rs¢-Rs5-61n~61u-Rs5-Rss-R; o~Arg-Re ;-
Arg-Leu-Z, kde
R je H, Cl*Cé alkyl nebo benzyl
R: je Tyr nebo His,
R: je Gly, Thr, Val nebo.Ile,
R3 je Asp,Glu nebo Cya,
Rs je Asn nebo Ser, _
nglje Lys, ﬁebo Arg, nebo N-epsilon-alkyl nebd N-epsi-
10n~benzyi*Lys v pftipadd,ie R je C,-Cs alkyl nebo benzyl,
Ri3 je val nebo‘IlQ, ' ‘ ‘ . :
15 je Algh:‘valf'peu, Ile‘nebo Gly,. |
Rig je Ser‘nebo.T§r,‘ '
Ris je Val nebo Ile,

Rz1  je Lys, nebé Arg,nebo N-epsilon-alkyl! nebo N-epsi-

&
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lon-benzyl-Lys v pfipadé,Ze R je C;-Cs alkyl nebo benzle
R;:; je Ala nebo Leu,
R,s je Asp, Glu,
--Ry7 je Met, Ile .nebo.Leu,
R2: je Asn nebo Ser,

R34 je Ser nebo Arg,

R::; je Asn nebo Sef,

Rizs je Arg nebo Gln,
R3s je& Gly nebo Arg,
R:o je Ala nebo Ser,

R.:

je Ala, Val nebo Phe,a

Z znamena karboxylovou: ¢ast =zbytku .aminbkyseliny .na
C konci a je to skupina -COOR,, -CRa0, -CONHNHR;, ~CONR. Ry
nebo -CH?ORa s R. a Ry , ktefé jsou C1-Cs élkyl nebo vodik,
nebo jejich Dbiologicky aktivni fragment. rozdifeny od R na. ,

: ;

N—kon;i ke zbytku v kterékoliv poloze mezi 27 ai 44 jako je—
ji C kﬁnec, pfipadné jejich Hse(laktén), HseOH nebo HseN;
RgR;, a jejich netoxiékélsoli.l | | |
Q, GRF peptid podle naroku 3, vyznaCeny tim, Ze Ry je Thr,
val nebo Ile.
5. GRF peptidlpodle naroku 5, vybrany ze skupiny tvofené
ThriAlal$Vall’Leu?7bGRF (1-29)NH: |
Thr2AlalsIlel®Leu? 7ThGRF(1-29)NH;
Val?AlaisIle? Leu?7bGRF(1-29)NH;:
e “_IJe2AlaAiLLe&iLéué1bGRFKJ:23JNH¢_m.ﬁw_”.
o Qal?ilai5Va11éLét?%bGﬁF(142§)NHg‘.
Ile?AlaisVall?Leu?’bGRF(1~-29)NH,
Thr2SersAla:sValiSLeu?7Ser?5Hse s 9bGRF(1~30)NH;

ThrESeraAlaTSValJ?Leu?7SerfBHse30bGRF(1-3O)NHEt'
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SEDAL i
SERLLe HTR

Thr2Ser®AlalsVali®Leu??Ser?5Hse s *hbGRF(1-33)NH,

.Thr2SEr5Ala15Va119Leu2TSer?BHse33bGRF(l—33)NHEt

ThrZSer8A1a15Va11°Leu?VSer2ﬁﬂse37bGRF(1—37)NH2

Thr2SeréAlalsvali9Leu?7Ser2®Hset ¢bGRF (1~44)NH,
ThrESerSAlalSIlel9Leu?7Ser28Hse5°bGRF(1?30)NH2
Thr Serﬁhlal511e1?Leu27Ser28H5933bGRF(1 -33)NH,
ThriSersAlalsIle! Leu?iSer:z OHse3beRF(1 37)NH;
ThrZSer3A1a15Ile49Leu2’SerfﬁHse44bGRF(1 44)NH2:

IleZSerBAlal5Va119Leu2°Ser°BH583“bGRF(l ~-30)NH,

: Ile?SerBAlal5Val¢?LeuETSerZSHseSObGRF(l—SO)NHEt

,IléBSerBAlaLEVall?LeuQFSerEBHseiabGRFfl-Bs)NHg

Ile?SerEAla15Va119Leu278er3BHSe33bGRF(1—33)NHEt

IleESerﬁAlal5Va11?Leu37Ser28Hse37bGRFjl—37)NHz

IlezSertAlalsval:®Leu??’Ser?#Hses ¢bGRF(1-44)NH;

'VaIESerEAlai5Vall9Leu37Ser2BHse3GbGRF(lr30)NHg

ValZSersAlalsVall9Leu27Ser?8Hse?3bGRF(1-33)NH,
VallserBAial5Va119Leu2ﬂSer3SHseSTDGRF(1-37JNHg
Va]ESerBAlal5Vall9Leu27Ser25H§e44bGRF(1*§4)NHz

IleESerSAlaISIleJ9Leu27Ser28Hse30bGRF(1—SQ)NH2

Ile?SerBAlaISIlel9Leu?TSerQSHse33bGRF(1—33)NHg-:

Ile?SertAlatsIlel vyLeu? 7Ser? EHse”bGRF(l 37)NH2

Ile’SerBAlal511619Leu2753r28Hse44bGRF(1 ~44)NH,

ValESerBAlalﬁllel9Leu27Ser28Hse30bGRF(l-30)NH3

Val2Sef5A1a15Ile19Leu2TSer?BHse33bGRF(l—33)NHg

Valz SerBAlalﬁlle"Leu~'Ser?ﬂHse37bGRF(l-37)NHg

- Valz SeraAlal‘IleIQLeu "Ser?®Hse?7bGRF (1-37)NHnPr

valzseraAlalszlel9Leu2?seréaHse44bGRF(1—44)NH2

L

- nebo jejich netoxicke soli

6. GRF peptid podle naroku 3,- vyznadeny tim, Ze R

s je Ala,
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