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Zptiscb vyroby peptidd inhibujicich uvol-
flovani gonadotropint z hypotfyzy savch o-
bepného vzorce :

- X-R1-R2-R3-Ser-Tyr-R4-Rs-Arg-Pro-Rs,
kde jednotlivé substituenty maji vyznam u-
vedeny v definici pfedmé&tu vyndlezu, jakoZ

i netoxickych soli tdchto peptidd, pfi némZ
se z meziproduktu obecného vzorce

X1-R1-R2-R3-Ser(X2)-Tyr-(X3)-R4-Rs-
-Arg(X4)-Pro-X?,

odst&pi alespoii jedna skupina X! aZ X5 a po-

piipadé se vysledny peptid pfevede na ne-
toxickou stl.
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Vyndlez se tyka zplsobu vyroby peptidd,
které inhibuji uvoidzvéni gonadotropind z
hypolyzy savcl véetné lidi; uvedenymi pep-
tidy je moZno piedchdzet ovulaci a/nebo
brzdit uvolilovani steroidd. Jde tedy o pep-
tidy, které zpfisobuji inhibici funkce pohlav-
nich 714z a tim i uvolilovéni steroidnich hor-
mond, progesteronu a testosteronu.

Hypofyza je pfipojena stopkou na bézi
mozku v misté, které se nazyvad hypothala-
mus. Hypofyza méa dva laloky, pfedni a zad-
ni. Zadni lalok této Zlazy vyrdbi a pPedava
do ob&hu dva hormony, které se produkuji
také v hypotalamu, a to vasopresin a oxyto-
cin. Pfedni lalok hypofyzy vyluduje celou
Fadu hormond, které jsou komplexnimi bil-
kovinami nebo molekulami glykoprotein@i a
dostdvaji se krevni cestou do rliznych orgé-
nit a podporujl vylu€ovdni jinych hormont
z perifernich organd. Jde zejména o foliku-
lostimulaéni hormon FSH a luteinizaéni hor-
mon LH, kterym se obvykle Fik4 také gona-
dotropiny nebo gonadotropni hormony. Tyto
hormony ¥idi funkci pohlavnich Zlaz, zejmé-
na vyrobu testosteronu ve varlatech a pro-
gesteronu a estrogenu ve vajeénicich a mi-
moto také ¥Fidi zrdni gamet.

Uvolilovdni hormonu pfednim lalokem
hypofyzy obvykle vyZaduje predb&Zné uvol-
néni jinédho hormonu, ktery se vyrdbi v hy-
pothalamu. Jeden z hypothalamickych hor-
mont pfimo vyvoldvd uvolnéni gonadotrop-
nich hormond, zvldsté LH. Tento hypothala-
micky hormon uvoliiujici LH se nazyvd LRF,
pfestoZe se nékdy také uvadi jako LH-RH a
GnRH. LRF byl izolovdn a analyzovdn jako
dekapeptid se strukturou

p-Glu/his-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-
-Arg-Pro-Gly-NHa.

Peptidy jsou slouleniny, které obsahuji 2
nebo vice aminokyselin, v nichZ je karboxy-
lovd skupina jedné aminokyseliny vazédna
na aminoskupinu druhé kyseliny. Vzorec
LRF, tak jak byl svrchu uveden odpovida
b&Znému typu peptidi, kde aminoskupina se
nachézi na levé strané a karboxylovad sku-
pina na pravé strané. Poloha zbytku amino-
kyseliny se identifikuje poStem aminokyseli-
novych zbytkll zleva doprava. V piipadé LRF
byla hydroxylova skupina karboxylové sku-
piny glycinu nahrazena aminoskupinou.

Zkratky pro jednotlivé zbytky aminokyse-
lin jsou b&Zné pouZivany a jsou zaloZeny na
jménech aminokyselin, p-Glu je kyselina py-
roglutamovd, His znamend histidin, Trp zna-
mend tryptofan, Ser znamend serin, Tyr zna-
mend tyrosin, Gly znamené glycin, Leu zna-
mend leucin, Arg znamena arginin a Pro
znamend prolin. S vyjimkou glycinu jsou a-
minokyseliny v peptidech podle vynédlezu v
konfiguraci L, neni-li uvedeno jinak.

Je zndmo, Ze p¥i ndhradg D-aminokyselin
za glycin v poloze 6 dekapeptidu LRF se zis-
kdva peptidovy materidl, jehoZ dfinnost je

-

1 aZ 35krat vy$$i neZ G¢innost LRF, pokud

4

jde c uvolilovdni LH a dalSich gonadotropi-
nd v hypoiyze savcl. K tomuto déinku do-
chéazi v pripadé&, Ze uvedeny analog se poda-
vd savclim nitroZilng, podkoZné, nitrosvalo-
v&, perordlné, nosem nebo do pochvy,

Je také zndmo, Ze pri ndhradé& riznych a-
minokyselin za His nebo p¥i vynechédni His
v poloze 2 uvedeného dekapeptidu vznikéd
analog s inhibitnim u¢inkem na uvoliiovani
LH a dalSich gonadotropinti hypofyzou sav-

. cl.. Rliznych stupiifi inhibice uvoliiovani LH

se dosdhne v piipadg, Ze se His vynechd (des
His) nebo nahradi D-Ala, D-Phe nebo Gly.
Inhibigni ufinek peptidd, modifikovanych
v poloze 2 je moZno déle zvysit tak, Ze se
zavede D-aminokyselina misto Gly v poloze
6 dekapeptidu, Napfiklad peptid vzorce

p-Glu-Trp-Ser-Tyr-D-Ala-Leu-
-Arg-Pro-Gly-NH2

je Ctyfikrat ucinné&jsi jako inhibitor uvoliio-
vani gonadotropinu neZ tentyZ peptid, ktery
obsahuje Gly v poloze 6.

N8&které samice savcii, které nemaji ovu-
lagni cyklus a které jsou zcela zdravé zac-
nou vylugovat normdini mnoZstvi gonado-
tropinu LH a FSH po podédni LRF. To zname-
nd, Ze podani LRF je pravdépodobné& vhodné
pro ty pfipady sterility a infertility, jejichZ
pFi¢inou je porucha v hypothalamu.

Je také moZno pfedpokladat, Ze bude mo%-
no brénit ovulaci p¥i poddni analogli LRF.
Z tohoto dfivodu se zkoumaji analogy LRF,
které mohou byt potencidlnimi antikoncepé-
nimi prostfedky, jimiZ je moZno podeti Fidit.
Bylo by Zadouci vyrdbét peptidy, které maji
silny antagonisticky Géinek a brzdi vylugo-
vani LH a uvolilovdni steroidfi z pohlavnich
714z savci. ‘

Prfedmétem vyndlezu je zplisob vyroby
peptiddq, které inhibuji uvoliiovdni genado-
tropinu u savcl véetnd ¢lovéka a je tedy pri
jejich pouZiti moZno brzdit uvolilovdni ste-
roidii z pohlavnich Zlaz samcl i samic. Zlep-
Sené analogy LRF angatonizuji LRF a maji
tedy inhibi¢ni G€inek na reprodukéni pocho-
dy u savcll. Je moZno je pouZit k inhibici
produkce genadotropin@i a pohlavnich hor-
mont za riiznych okolnosti véetnd pFeddasné
puberty, nadord, zavislych na hormonech,
dysmenorrhey a endometri6zy.

Zptisobem podle vynélezu je tedy moZno zis-
kat peptidy, které pflisobi silnou inhibici ge-
pofyzou savcti véetnd lidi a/nebo inhibuji u-
volilovéni steroidd pohlavnimi Zlazami. Ty-
to peptidy jsou analogy LRF, kde v poloze 1
se nachéazi dehydroprolin nebo kyselina me-
tha-thiazolidin-2-karboxylovd a s vyhodou
jsou také pfitomny substituenty v polohéch
2, 3 a 6. Substituent v poloze 1 miiZe byt mo-
difikovén tak, Ze na aminoskupinu v poloze
o je vazéna acylovd skupina, napiiklad for-
myl, acetyl, akrylyl, vinylacetyl nebo benzo-
yl. V poloze 1 je vyhodny dehydro L-Pro.
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V polcze 2 se s vyhedou nachdzi modifi-
kovany D-Phe a v diisledku jeho pritomnosti
vzrQstd antagonistickd u¢nnost, zejmena v
zdv slosti na specifickych modifikacich ben-
zenového kruhu. Obvykle sz nahrazuje iedi-
ny atom vodiku v poloze para neho v poloze
4, pfi nahradé dvou atomd vodiku se substi-
tuce provadi s vyhodou v polohdch 2,4- nebo
3,4-. Substitventy se s vyhodou voli ze sku-
piny dichior, methyl, fluor, difluor, trifiuor-
methyl, mfsthoxyskupivn-a, brom, dibrom, nit-
roskup'na, d'n'troskupina, acetylaminoskupi-
na a2 ms mylmorkaptoskupina V poloze 3 je
vyhodny D-Tvp a v poloze 6 imBzl D-His ne-
bo D-Trp nebo nékteré jiné lipofilni aroma-
tické D-aminokyseliny, p¥cstoZe je moZno po-
uZit také Gly nebo jakykoliv D-isomer amino-
kysel'ny, napliklad D-Leu a D-Ser(O-terc.-
but). Subst'tuce v poloze 7 a 10 se pouZiva
pouze ve zvlastnich pripadech.

FrotoZe tylo peptidy jsou vyscce ufinneé
pii inhibici LH, nazyvaji se Casto antagonis-
ty LRF. Tyto peptidy inhibuji ovulaci u sa-
m'c savcel pii poddvani velmi nizkych davek
v preestru a jsou tak? ndinné pii resorpci
oplodnénych vajitek v piipad8, Ze se podaji
velm' kratce po poceti.

Predmeétem vyndalezu je zplsob vyroby pep-
tidglt jnhibujicich uvoliiovdni gonadotroping z
hypofyzy savctt ohecného vzorce

X-R1-R2-R3-S2r-Ty -R4-R35-Arg-Pro-Rs,
kde

X znamené atom vodiku nebo acylovou sku-
pinu aZ o 7 atomech vhliku,

R1 znameni dehydro Pro, dehydro D-Pro,
Thz neho D-Thz,

Ry znamend D-Phe, D-His, D-Trp, Trp, Cl-
-D-Phe, dichlor-D-Phe, CFs-D-Phe, F-D-Phe,
"d1ﬂuor D- Phﬂ A(“NH D- Phe ' B
‘kde
" Ac znamen aretyl
NOz-D-Phe, dinitro-D- Phe, Br-D-Phe, dlblOm-
-D-Phe, CH33-D- Phe, OCHs3-D-Phe nebo CHs3-
‘D—Phe,

Rs znamend D-Trp, Trp, D-Phe, nebo D-
-His,

R4 D-isomer lipofilni e¢-aminokyseliny ze
skupiny Arg, Lys, Trp, Phe, His, Tyr a C-fe-
nyliglycin,

Rs znamend Leu nebo N*-Me-Leu
kde

Me znamend methyl,

Rs znamend Gly-NHz nebo NHCH2CH3, ja-
koZ i netoxickych soli téchto peptidd vyzna-
gujici se tim, Ze se z meziproduktfu obecné-
ho vzorce

X1-R1-Re-R3-Ser (X2)-Tyr-(X3)-R4-Rs-
-Arg(X4)-Pro-X5,

kde

X! znamenda ochrannou skupinu na e-ami-
noskuping,

X2 znamend ochrannou skupinu na alkoho-
lové hydroxylové skuping Ser,

6

¥3 znamend cchranncu skupinu na fenoclo-
v hydroxylové skup'né Tyr,

A4 znamend ochrannou skupinu na dusi-
kovych atomech Arg a

X5 32 voli ze skup'ny Gly-O-CHz- (pryskyfi-
c2), O-CHz-(pryskyFice), Gly-NH-(pryskyfri-
ce), Gly-NHz a NHCH2CH3,

R1, Rg, R3, R4 a Rs maji svrchu uvedeny vy-
znam, od5tépi alespoil jedna skupina X! aZ
X5 a popfipadé se vysledny peptid plevede
na netoxickou siil.

I'od pojmem dehydro Pro se rozumi 3,4-di-
hydroprolin vzorce CsH7OzN, v pFipadé, Ze X
znamend acylovy zbytek, je tento zbytek va-
zan na atom dusiku. Thz je kyselina meta-
thiazolid'n-2-karboxylova vzorce C4H702zNS,
kterou je moZno pFipravit reakei cisteinhyd-
vochloridu s formaldehydem a napfiklad Ac-
-Thz je moZno ziskat reakci Thz s anhydri-
dem kyseliny octové.

Feptidy podle vyndlezu je moZno ziskat v
pavné fazi pPi pouZiti chlormethylované
pryskytice, methylbenzhydrylam‘nové prys-
kyFice (MBHA) nebo benzhydrylaminové
pryskyfice (BHA). Reakce se provadi tak, Zs
se postupné priddvaji aminokyseliny tak, jak
ig podrehné uvedeno v US patsntu (islo
4 211 693. Ochranng skupiny na postrannim
fetézei, tak jak je b&Zné v oboru znamo, se
3 v?hodou piidavaji k Ser, Tyr, Arg a His
pfedtim, neZ se tyto aminokyseliny vaZzi na
Pe@znc, vvbudovany na pryskyfFici.

Timtio zniiscbem vznikd plné chrdnény me-
ziprodukt peptidu, vdzaného na pryskyrici.

Kritérium pro volbu postranniho Fetézce a
ochrannych skupin X? aZ X4 je skute¢nost,
Ze ochranné skupiny musi byt stdlé k re-
akénim ¢in‘dliim za reakénich podminek, Kte-
ré se voli k odstranéni e¢-aminoskupiny a o-
chranné skupiny na e-aminoskupiné v kaz-
dém stupni syntézy. Ochrannd skupina nesmi
byt odstépena v prib&hu vazby a musi byt
meZno ji-odstranit po syntéze poZadovaného
sledu nmlnol«:yselm za reakénich podminek,
které nezméni peptidovy Fetdzec.

PInd chrandny peptid je moZno odStépit
od chlermethylové pryskyfice ammonolyzou
zndmym zpisobem za vzniku plné chranénsg-
ho mezipreduktu. Odstranéni ochrannych
skupin a odit8peni peptidu od benzhydryl-
aminové pryskyfice se provadi pri teploté
0°C plsobenim kyseliny fluorovodikové
(HF). Pfed pasobenim této kyseliny se k pep-
tidu pfrida anisol. Po odstranéni kyseliny fluo-
rovodikové ve vakuu se plisobi na od$t&peny
peptid zbaveny ochrannych skupin etherem,
visledny produkt se izoluje dekantaci, roz-
pusti se ve ziedéné kyseling octové a lyofili-
zZuje.

Cisténi peptidu se provadi iontom&nitovou
chromatografii na sloupci karboxymethylce-
lulézy s naslednou délici chromatografii p¥i
pouZiti smési n-butanolu a 0,1 N kyseliny oc-
tové v objemovém poméru 1:1 na sloupci,
naplndném Sephadexem G-25 nebo pFi pouZi-
ti vysokotlaké kapalinové chromatografie,
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Peptidy podle vyndlezu jzou Gfinné v dév-
kéch niz§ich nez 230 pg/ke tSlesné hmotnos-
ti v pripadé pouZ.ti v poledn2 pfi proestru a
timto zpfisobem je moZno Uéinné& bran’t ovu-
laci u krysich samic. V pFipad8s, Ze je nutno
potlagit ovulaci na delsi dobu, je nutno po-
uth dévek 0,1 az 5 mg/kg. Tyto latky jsou
p'wc'le Ze se podava]l samcim.

ProtoZe sloufeniny vyrobené zplisobem po-
dle vynélezu sn'Zuji hladiny testosteronu, coZ
ie u norméalniho samce neZddouci, miiZe byt
nutno poddvat testosteron spolu s dfinnou
ddvkou téchto latek.

8

Vyndlez bude osvétlen nésledujicimi pii-
klady.

Priklad 1
Peptidy obecného vzorce

X-dehydro Pro-Re-D-Trp-Ser-Trp-D-Trp-
-Rs-Arg-Pro-Gly-NHz2

je moZno pFipravit v pevné fazi svrchu uve-
denym zpisobem,

Tabulka I

Peptid X Rz R5 ap22°

1 Ac 3,4-C1-D-Phe Leu —79,9
2 Ac 4 CF3-D-Phe Leu —69,1
3 Ac 4 F-D-Phe Leu —78,2
4 Ac 4 AvNH-D-Phe Leu —76,5
5 Ac 4 NO2-S-Phe Leu —89,6
6 Ac 4 Br-D-Phe Leu —76,0
7 Ac 4 CH3S-D-Phe Leu ~—79,8
8 Ac 4 OCH3-D-Phe Leu —82,7
9 Ac 4 CHs3-D-Phe Len —81,7
10 Ac 2,4 Cla-D-Phe Leu —77,2
11 Acr 3,4 Clz2-D-Phe Leu —72,5
12 Ac 4 OCHs-D-Phe N*MeLeu —113,4
13 Ac 4 CHs-S-Phe N*MeLeu —106,5
14 Ac 3,4 Cls-D-Phe N*MeLeu —110,—

Jako pPFiklad bude dile uvedena syntéza
peptidu &. 1, ktery je moZno vyjad¥Fit vzor-
czm

[Ac-dehydro Prol, 3,4 Cla-D-Phe?,
D-Trp*¢]-LRE : :

nﬂbo podr obné]l

Ac dehydro Pro 3 4 Clg-D-Phe-D- 'I‘rp-
—Ser Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-NHz

PouZije se pryskyf‘icé BHA a na prys.kyi"ici

“Stupeii

Reakdni ¢inidlo a postup

se navaZe Gly s ochrannou skupinou Boc v
prib&hu 2 hedin v CH2Clz p¥i pouZiti troj-
nasobného prebytku Boc-derivdtu a DCC jako
aktivovaného reakéniho &inidla. Glycinové
zbytKy jsou napojeny na zbytek BHA amido-
vou vazbou.

Po navazéni zbytku kaZdé aminokyseliny,
promyti, odstranéni-ochrané skupiny a vazbé
dalstho zbytku aminokyseliny se navazuje
dalg aminokyselina podle nésledujiciho
schématu, pfifemZ se pouZivd automatické
zafizeni a zalind se s 5 g pryskyfice:

Reakéni doba
(min)

O~NoL W=

10
11

13

CH2Cl2 promyti 80 ml dvakrat 3

methanol(MeOH) promyti 30 ml
CHzClz promyti 80 ml t¥ikrat

50 % TFA s 5 % 1,2-ethandithiolu
v CH2Clz — 70 ml, dvakrét

CH2Cl2 — 80 ml, dvakrat

TEA 12,5 % v CH2Clg — 70 ml, dvakrat
MeOH — 40 ml, dvakrat

CHzClz — 80 ml t¥ikrat
Boc-aminokyselina (10 mmoli) ve
30 ml DMF nebo CH2Cl2 podle roz-
pustnosti chranéné aminokyseliny,
jedenkrat a DCC (10 mmold) v

«¥ CH2Cl2

MeOH — 40 ml, dvakrat
TEA 12,5 % v CH2Cl2z — 70 ml), jedenkrat
MeOH — 30 ml, dvakrat
CH2Clz2 — 80 ml, dvakrat

wwww
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Po stupni 13 se odebere vzorek reakéni
smési na ninhydrinovy test. V pFipadé, Ze
tento test je negativni, je zapotfebl zacit zno-
vu na stupni 1 pro vazbu dal$i aminokyseli-
ny. Je-li test pozitivni nebo slabé pozitivni,
je ti'eba opakovat stupné 9 aZ 13.

Svrchu uvedené schéma se pouZivd pro
vazbu aminokyselin v peptidu podle vynéle-
zu po navazani prvni aminokyseliny. Ochran-
né skupina N*Boc se pouZivd pro kaZdou dal-
§i aminokyselinu v prib&hu syntézy. Postran-
ni fetézec Arg se chrani Tos. Jako ochrannd
skupina pro hydroxylovou skupinu Ser se
pouzije OBZl a 2,6-dichlorbenzyl se pouZije
jako ochrannd skupina hydroxylové skupiny
Tyr postranniho fetézce. N-acetyldehydro-
-Pro se zavadi jako posledni aminokyselina,
Boc-Arg(Tos) a Boc-D-Trp s nizkou rozpust-
nosti v CHzClz se navdZi pri pouZiti smési
dimethylformamidu a methylendichloridu.

Odstépeni peptidu z pryskyfice a tGplné od-
stranéni ochrannych skupin na postrannim
Fetdzci lze snadno provést plsobenim kyse-
liny fluorovodikové p¥i teplotd 0 °C. Pred pi-
schanim kyseliny se piida anisol. Po odstra-
néni kyseliny ve vakuu se pryskyfice extra-
huje 50% kyselinou octovou a promyvaci ka-
palina se lyofilizuje, ¢imZ se ziskd surovy
peptid ve formé prasku.

(igténi peptidu se pak provadi iontoméni-
tovou chromatografii na karboxymethylcelu-
16ze (Whatman CM 32) p¥i pouZiti 0,05 aZ
0,3 M octanu amonného ve smési methanolu
a vody v pomé&ru 50:50 s nédslednou délict

Tabulka IA

10

chromatografi filtraci na gelu pii pouZiti
smesi n-putanolu a 0,1 N kyseliny octové v
objemovém poméru 1: 1.

Paptidy uvedeng v tabulce byly zkoumaény
in vitro a in vivo. PP testu in vitro bylo ps-
uZito bunék krysi hypofyzy, kierad byla pés-
tovéna v kultuie 4 dny pied pokusem. Hladi-
ny LH byly mirou ocdpovédi na aplikaci pep-
tidfl, vysledky byly zjistovany radioimunolo-
gicky. Kontrolni vzorky bunék obsahovaly
3 mol LRF, pokusné builky obsahovaly 3 mol
LRT a 0,01 aZ 3 mol peptidu, ziskaného zpi-
sohem podle vyndlezu. Pak bylo srovndva-
no mnoZstvi LH vyludovaného kontrolnimi
vzorky a pokusnymi vzorky. Vysledky byly
propoditany a jscu uvedeny v tabulce IA ja-
ko moldrni koncentraéni pomeér zkoumaného
peptidu k LRF, kterého je zapotfebi ke sniZe-
ni mnoZstvi LH, uvoliiovaného 3 mol LRF na
50 % kontrolni hodnoty (ICRs0). ,

Svrchu popsané peptidy byly pouZity k za-
brand ovulace u krysich samic. PFi tomto
testu byly pouZity dospélé samice Sprague-
-Dowley o hmotnosti 225 aZ 250 g, samicim
bylo podédno 5 nebo 10 ug peptidu v kukufFic-
ném oleji v poledne p¥i proestru. Froestrus
je odpoledne pFfed ovulaci.  Oddélend kon-
trolni skupina byla ponechéna bez podéni
peptidu. U kaZdé z kontrolnich Kkrys se do-
stavila ovulace. Jak je zPFejmé z nésledujicl
tabulky, peptidy t¢inné potlacily ovulaci u
krysich samic ve velmi nizkych davkéach a
vSechny peptidy byly zcela adinné v davce
1 mg.

Peptidy obecného vzorce

X-Ri-pCl-D-Phe-D-Trp-Ser-Tyr-Ry-
-Rs-Arg-Pro-Rs

In vitro In vivo (10 ug) In vivo (5 ug)
Peptid ICRs50 podet ovulu- podet ovulu-
jicich krys ~ jicich krys
1 0,039 0/10 4/7
2 0,070 7/9
3 0,021 0/10 0/10
4 9/10
5 0,011 0/10 2/10
6 0,010 5/7
7 0,030 1/10 7/10
8 0,125 3/10
9 0,044 1/7 9/9
10 5/10 4/7
11 0,048 1/10 4/10
12 0,29 5/10
13 0,11 3/4
14 0,05 1/3 8/10
Pifiklad 2

je mo¥no ziskat v pevné fazi zplisobem podle
piikladu 1 s vyjimkou peptidu &. 20, ktery se
ziskd na chlormethylované pryskyfici.
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Peptidy uvedené v tabulce byly zkoumany
in vitro a in vivo. Pokus in vitro byl opét
proveden pii pouZitl disociovanych buné€k
krysi hypofyzy, které byly péstovany v kul-
tufe 4 dny pred pokusem. Hladiny LH vzni-
kajici jako odpovéd na aplikaci peptidu byly
zjistovdny radioimunologicky.

Kontrolni vzorky byly pé#&stovdny v pro-
stfedi s 3 mol LRF, pokusné builky v pro-
stPed! se 3 mol LRF a mimoto 1 aZz 100 mol
zkoumaného peptidu. MnoZstvi LH vylucova-
ného kontrolnimi vzorky bylo srovnédno s
mno¥stvim, které bylo vylufovdno vzorky
pokusnymi. Vysledky byly propocitany a
jsou uvedeny v tabulce IIA jako pomér mo-
larni koncentrace zkoumaného peptidu ke
koncentraci LRF, kterého je zapotfebi ke

12

sniZeni mno¥stvi uvolitovaného LH na 50 %
kontrolni hodnoty. (ICRs0).

Neékteré peptidy byly pouZity k zdbrané
cvulace u krysich samic. Pri provadéni toho-
to pokusu bylo pouZito 4, 7, 9 nebo 10 dospé-
lych krys Sprague-Dawley o hmotnosti 225
a7z 250 g, krysém bylo podano 0,02 mg pep-
tidu, neni-li uvedeno jinak v kukufiéném
oleiji v poledne pi¥i proestru. Proestrus je od-
poledne pred ovulaci. Kontrolni skupinu tvo-
Filo 10 krysich samic, kterym nebyl podéan
pept:d. V8echny krysy z kontrolni skupiny
ovulovaly. Jak je uvedeno v nésledujici ta-
hulce, byly peptidy G&inné pri zabrand ovu-
lace u krysich samic ve velmi nizk¢ch dav-
kdach a viechny peptidy byly Gplné acinné
v davce 1 mg.

Tabulka ITA

Peptid In vitro in vivo
ICR50 podet ovulujicich krys
15 0,043 0/10*
16 0,058 0/7
17 0,19 3/8
18 0,27 5/10**
19 0,03 0/9
20 0,2
21 0,14 5/8
22 0,13 9/10**
23 0,1
24 0,12
25 0,042 4/10
26 0,2 10/10
27 0,15 7/10%*
28 0,1 7/10**
* (0,025 mg ** (0,010 mg
Priklad 3

Peptidy vzorce

X-R1-R2-R3-Ser-Tyr-D-Trp-Rs-Arg-Pro-Re

je moZno ziskat v pevné fazi pfikladu 1 s
vyjimkou peptidu &. 37, v jehoZ pfipadé se

pouZije chlormethylované pryskyfice.
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Peptidy uvedené v tabulce byly zkoumany
in vitro a in vivo. Fokus in vitro byl opét
proveden pri pouZitl disociovanych bungk
krysi hypofyzy, které byly péstovdny v kul-
tufe 4 dany pFed pckusem. Hladiny vznikajici
jako odpovéd na aplikaci peptidu byly zjis-
tovany radioimunologicky. Kontrolni vzorky
bun&k byly p8stovdny v prostfedi s 3 mol
LRF, pokusné buiiky v prostiedi se 3 mol LRF
. a m‘moto 1 aZ 100 mol zkoumaného peptidu.

MnoZstvi LH vylugovaného kontrolnimi vzor-
. ky bylo srovndno s mnoZstvim, které bylo
vyludovano vzorky pokusnymi. Vysledky by-
ly propsgitany a jsou uvedeny v tabulce I1IA
jako pomér moldrni kencentrace zkoumané-
ho pept'du ke koncentraci LRF, kterého je

14

zapoti'ebl ke sniZenl mnoZstvi uvoliiovaného
LH na 50 % kontrolni hodnoty (ICRso0).

Nékteré peptidy byly pouZity k zdbrané
ovulace u krysich samic, pti provddéni toho-
to pokusu bylo pouZito 4, 7, 9 nebo 10 do-
spélych krys Sprague-Dawley o hmotnostl
2235 az 250 g, krysam bylo podédno 0,2 mg
paptidu, n2ni-li uvedeno jinak v kukuFiéném
cleil v poledne pii proestru. Proestrus je
odpocledne pfed ovulaci. Kontrolni skupinu
tvofile 10 krysich samic, kterym nebyl podan
pepiid. VSechny krysy z kontrolni skupiny
ovulovaly. Jak je uvedeno v nésledujici ta-
bulce,byly peptidy G¢inné pfi zdbrané& ovu-
lace u krysich samic ve velmi nizkych dav-
kdch a v3echny peptidy byly Uplné Gfinné v
ddvce 1 mg.

Tabulka IITA

Peptid In vitro in vivo
ICRs0 podet ovulujicich krys
29 0,5:1 4/10
30 0,8:1 7/10
.31 0,3:1 1/10
32 0,4:1 2/10
33 0,6:1 0/4*
* 0,025 mg

Tyto peptidy je moZno podévat savedm
nitreZilng, podkozng, nitrosvalové, perorél-
né, intranazalngé nebo do pochvy, ¢imZ je
moZno dosdhnout inhibici a/nebo Fizeni fer-
tility. Uginnd davka se pohybuje v zavislosti
na cesté peddni a druhu savce. Prikladem
typické formy pro podéani je fyziologicky
roztok chleridu sodného s obsahem peptidu.
Tento roztok se podava tak, aby bylo moZno

zarudit davku 0,1 aZ 5 mg/kg. Perordlné je
mo#no peptidy podavat v pevné nebo kapal-
n# forms8.

FrestoZe vynalez byl popsdn na zékladé
vyhodnych provedeni, je zcela zfejmé, Ze je
mo¥no navrhnout Fadu modifikaci, spadajici
rovnéZ do ohoru vyndlezu, je napriklad moz-
no pouZit jiné substituenty, které se podstat-
né& neligd{ adnnosti vysledného peptidu.

PREDMET VYNALEZU

1. Zplisob vyroby peptiddl ihibujicich uvol-
fiovdni gonadotropind z hypofyzy savch o-
becného vzorce

X-Ri-Rg-R3-Ser-Tyr-R4-Rs-Arg-Pro-Re,

kde

X znamend atom vodiku nebo acylovou
skupinu aZ o 7 atomech uhliku,

Rt znamené dehydro Pro, dehydro D-Pro,
Thz nebo D-Thz,

Rz znamena D-Phe, D-His, D-Trp, Trp, Cl-
-D-Phe, dichlor-D-Phe, CF3-D-Phe, F-D-Phe,
difluor-D-Phe, AcNH-D-Phe,

kde

Ac znamend acetyl, NO2-D-Phe, dinitro-D-
-Phe, Br-D-Phe, dibrom-D-Phe, CH3S-D-Phe,
OCH3-D-Fhe nebo CH3-D-Phe,

R3 znamend D-Trp, Trp, D-Phe nebo D-His,

R4 D-isomer lipofilni «-aminokyseliny ze
skupiny Arg, Lys, Trp, Phe, His, Tyr a C-fe-
nylglycin,

Rs znamend Leu nebo N*-Me-Leu

kde

Me znamend methyl,

Rs znamend Gly-NH: neho NHCH2CHS3,
jakoZ 1 netoxickych soli t&chto peptidd, vy-
znadujici se tim, Ze se z meziproduktu obec-
ného vzorce

X1-R1-R2-R3-Ser(X2)-Tyr-(X3)-R4-Rs-
-Arg(X4)-Pro-X5,

kde

X1 znamend ochrannou skupinu na e-ami-
noskuping,

X2 znamend ochrannou skupinu na alko-
holové hydroxylové skuping Ser,

X3 znamend ochrannou skupinu na feno-
lové hydroxylové skupiné Tyr,

X4 znamend ochrannou skupinu na dusiko-
vych atomech Arg a

X5 se voli ze skupiny Gly-O-CHz{pryskyfi-
ce), O-CHz-(pryskytice), Gly-NH-{pryskyfi-
ce), Gly-NHgz a NHCH2CH3,

R, Re, R3, R4 a Rs maji svrchu uvedeny vy-
znam,
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odStépi alespoil jedna skupina X! aZ X5 a po-

pFipadé se vysledny peptid prevede na ne-
toxickou sil.

2. Zptisob podle bodu 1, yvyznadujici se tim,
Ze se vychdzi z meziproduktu v némZ X! zna-
mend acylovou skupinu aZz o 7 atomech uhli-
ku, Rz znamend 3,4-Cl-D-Phe a R5 znamena
Leu a zbyvajici substituenty maji vyznam u-
vedeny v bodu 1.

3. Zptisob podle bodu 1, vyznadujici se tim,
Ze se vychdzi z meziproduktu, v némz X!
znamend acylovou skupinu aZ o 7 atomech
uhliky, Rz znamend 4 F-D-Phe a R5 znamend
Leu a zbyvajici substituenty maji vyznam u-
vedeny v bodu 1.

4. Zplsob podle bodu 1, vyznadujici se tim,
Ze se vychdzi z meziproduktu, v ndmZ X1
znamend acylovou skupinu aZ o 7 atomech
uhliku, Rz znamend 4 NOz2-D-Phe a R5 zname-
na Leu a zbyvajicl substituenty maji vyznam
uvedeny v bodu 1.

5. Zplisob podle bodu 1, vyznadujici se tim,
Ze se vychazi z meziproduktu, v ndmZ X!
znamena acylovou skupinu aZ o 7 atomech
uhliku, Rz znamend 2,4 Cl>-D-Phe a Rs zna-
mend Leu a zbyvajici substituenty maji vy-
znam uvedeny v bodu 1.

6. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se tim,
Ze se vychézi z meziproduktu, v némZ X!
znamend acylovou skupinu aZ o 7 atomech
uhliku, R2 znamené 3,4 CI-D-Phe a Rs zname-
nd Leu a zbyvajici substituenty maji vyznam
uvedeny v bodu 1,

16

7. Zplsob podle bodu 1, vyznadujici se tim,
Ze se vychdzi z meziproduktu, v n&mz X!
znamend acylovou skupinu aZ o 7 atomech
uhliku, Rz znamend 3,4 Cl2-D-Phe a Rs zna-
mend N*MeLeu a zbyvajici substituenty maji
vyzaam uvedeny v bodu 1.

8. Zptisob podle bodu 1, vyznadujic{ se tim,
Ze se vychdzi z meziproduktu, v, némZ X1
znamend acylovou skupinu aZ o 7 atomech
uhliku, R: znamend dehydro-Pro, R4 zname-
mend D-Trp, R5 znamena Leu a X5 znamend
Gly-NHg a zbyvajici substituenty maji vyz-
nam uvedeny v bodu 1.

9. Zptisob podle bodu 1, vyznadujici se tim,
Ze se vychdzi z meziprodukty, v n&mZ X1
znamend acylovou skupinu aZ o 7 atomech
uhliku, R1 znamend dehydro-Pro, R4 zname-
na D-Trp, Rs znamend N*MeLeu a X5 zname-
na Gly-NHz a zbyvajici substituenty maji vy-
znam uvedeny v bodu 1.

10. Zpfisob podle bodu 1, vyznadujici se tim,
Ze se vychdzi z meziproduktu, v némZ X1
znamend acylovou skupinu aZ o 7 atomech
uhliku, Ri1 znamend dehydro Pro, R4 znamen4
D-Trp, Rs znamend N*MeLeu a X5 znamena
Gly-NHz a zbyvajici substituenty maji vy-
Znam uvedeny v bodu 1.

11. Zpfsoh podle bodu 1, vyznadujici se tim,
Ze se vychazi z meziproduktu, v nd8mz X!
znamena acylovou skupinu aZ o 7 atomech
uhliku, Ri znamené dehydro Pro, R4 Znamend
(imBzl)D-His, Rs znamend Leu a X% zname-
nd Gly-NHz a zbyvajici substituenty maji vy-

znam uvedeny v bodu 1.
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