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Vynélez se tyka zpidsobu vyroby polypep-
tidd vykazujicich vilastnosti agonistd lulibe-
rinu. Luliberin je mezindrodné pfijaty tri-
vidlni nédzev pro faktor uvoliiujici luteinizac-
nf hormon (LH-RF) (viz ]. Biol. Chem., 1975,
250, 3215).

Je jiZ zndmo (viz Dutta, Furr, Giles a Mor-
ley, Clinical Endocrinology, 1976, 5 Supple-
ment, str. 291s—298s}, Ze substituénim zave-
denim «-aza-aminokyselin do poloh 6 nebo
10 luliberinu se ziskaji sloudeniny, které jsou
méné Gfinné ne¥ zgkladni molekula co do
schopnosti uvolflovat luteinizaéni hormon

ve kterém

A znamené D-Tyr, D-Tyr(Me), D-Ser,
D-Ser{Bu'}, D-Phe, D-Ala nebo D-Trp,

B pfedstavuje Leu nebo MeLeuy,

E znamend Azgly a

F predstavuje aminoskupinu, nebo

A znamend Azgly nebo Azala,

B predstavuje Leu,

E je pfim4 vazba a

F znamené ethylaminoskupinu

189674

L Gly~Hi 5—Trp-Ser—T«,r-A—B-Arg—Pr'o—E-

(LH) z hypofyzy. Nyni bylo zji§t&no, Ze sub-
stituéni zavedeni azaglycinu do polohy 10
spojené se substituénim zavedenim riznych
D-e-am’mokyselin do polohy 6-luliberinu ne-
bo substitu&ni zavedeni azaglycinu nebo aza-
laninu do polshy 6 luliberinu spojené s na-
hradou termindlniho glycinamidu v luliberi-
nu ethylaminoskupinou vede ke sloufeninam,
které jsou ucinnéjsi neZ luliberin z hlediska
jeijich schopnosti uvoliiovat luteinizaéni hor-
mon.

V souhlase s tim popisuje vyndlez zpisob
vyroby polypeptidit obecného vzorce I

F

(n

a jejich farmaceuticky nebo veterindrng u-
potiebitelnych adi¢nich soli s kyselinami.
Ve shora uvedeném obecném vzorci I a v
celém textu jsou zbytky aminokyselin ozna-
covény svymi standardnimi zkratkami (viz
Pure and Applied Chemistry, 1974, 40, 317 aZ
331). Zbytkem «-aza-aminokyseliny je tako-
vy zbytek, v n8mZ «-CH-skupina aminokyse-

. liny je nahrazena dusikem. Zkratka o«-aza-

-aminokyseliny se odvozuje od zkratky od-
povidajici aminokyseliny zaFazenim prefixu
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LAz, Tak tedy Azgly predstavuje azaglycin
a Azala znamend azalanin. V pripadech, kde
neni uvedena komfigurace prislusné amino-
kyseliny, méd tato aminokyselina (s vyjimkou
a-aza-aminokyselin, které v sousedstvi kar-
bhoxylové skupiny neobsahuji Zddné centrum
asymetrie] prirodni «-konfiguraci. RovnéZz
zkratky Me a Bu' jsou v daném oboru hé&Zné
a standardng pouZivané apredstavujli methy-
lovou resp. terc.butylovou skupinu.

7Zv14as$t vhodnymi skupinami sloudenin vy-
rébénych zplisobem podle vyndlezu jsou:

latky shora uvedeného obecného vzorce I,
ve kterém

A znamena D-Tyr, D-Tyr(Me]}, D-Ser,
D-Ser,(Bu'), D-Phe, D-Ala nebo D-Trp,

B predstavuje Leu nebo MeLeu,

E znamend Azgly a

F predstavuje aminoskupinu;

latky shora uvedeného obecného vzorce I,
ve kterém

A znamend Azgly nebo Azala,

B predstavuje Leu,
E znamend primou vazbu a
I' pfedstavuje ethylaminoskupinu;

latky shora uvedeného obecného vzorce I,
ve kterém

A znamend D-Tyr(Me), D-Ser, D-ser(Bu'),
D-Phe, D-Ala nebo D-Trp,

B predstavuje Leu nebo MeLeu,

E znamend Azgly a

F predstavuje aminoskupinu.

Vyhodnou skupinu sloudenin vyrdb&nych
zplisohem podle vyndlezu tvori latky shora
uvedeného obecného vzorce I, ve kterém

A znamena D-Tyr(Me), D-Ser{Bu‘) nebo
D-Phe,

B predstavuje Leu nebo MeLeu,

E znamend Azgly a

I predstavuje aminoskupinu.

Tii vyhodné sloudeniny vyrdbéné zptiso-
bem podle vyndlezu maji ndsledujici struk-
tury:

Jtu—His—Trp -—Ser—T-{r-D ~-Ser ( Bu' )- Leu-Arg-Pro-Azgly-NH,

L Glu-His-Trp=Set-Tyr-D -Phe-Leu-Arg-Pro-Azgly-NH,

Egl w-His-Trp-Se P-Tclr -D -T7r~ (Me )-Leu~Arg-Pro-A1g1ly-NH,

Vhodnymi farmaceuticky nebo veteri-
narné upotfebitelnymi adiénimi solemi slou-
Cenin vyrabé&nych zplhsobem podle vynalezu
5 kyselinami jsou napi¥iklad hydrochloridy,
fosfaty, citraty nebo acctaty.

Zptisob podle vyndlezu spodivda v od§té-
peni jedné nebo nékolika b&Znych chrénicich
skupin peptidlt z piisludného chranéného
polypeptidu, za vzniku sloudeniny ohecného
vzorce 1.

Pri prdaci zptsobem podle vynidlezu muaZe
vychozi materidl obsahovat tolik chréanicich
skupin, kolik nese zbytkid pot¥ebujicich chra-
néni, jako napliklad né&které mebo vSechny
zbytky vyskytujici se v produktu jako volné
hydroxylové skupiny nebo bazické imino-
skupiny.

Chranicimi skupinami pouZivanymi p¥i
praci zpisobem podle vyndlezu mohou byt
prislu$né skupiny popsané ve standardnich
ucebnicich chemie peptidi, jako jsou na-
pFfiklad M. Bodansky a M. A. Ondetti, ,,Pepti-
de Synthesis", Interscience, New York, 1966,
kapitola IV; F. M. Finn a K. Hofmann, ,,The
Proteins®, sv. II, redakto¥i H. Neurath a R. L.
Hill, Academic Press Inc,. New York, 1976,

str. 106, ,,Amino-acids, Peptides and Pro-
teins' (Specialist Periodical Reports]), The
Chemical Society, London, sv. 1 aZ 8. Ve sho-
ra uvedenych publikacich jsou rovnéZ popsa-
ny rizné metody odSt&povani chranicich
skupin.

7v1ast vhodnou chranici skupinou imino-
skupiny je benzyloxykarbonylovd skupina a
zv148t vhodnou chrénici skupinou hydroxy-
lové skupiny je skupina benzylovd. Obé tyto
chrénici skupiny je moZno snadno od3tépit
hydrogenolyzou, napfiklad v pfitomnosti pa-
ladia na uhli jako katalyzatoru.

Dal&l vzlast vhodnou chrénici skupinou
iminoskupiny je terc.bytoxykarbonylovad sku-
pina a dalsi zvlast vhodnou chranici skupi-
nou hydroxylové skupiny je skupina terc.bu-
tylovd. Oh& tyto skupiny je moZno snadno
odstépit plsobenim kyseliny, jako chloro-
vodiku nebo trifluoroctové kyseliny.

Dal§i zvlast vhodnou chrénici skupinou
iminoskupiny je benzyloxykarbonylovd nebo
terc.butoxykarbonylovd skupina a zv1ast
vhodnou chréanici skupinou hydroxylové sku-
piny skupina terc.butylovd. Tyto chrémici
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skupiny lze snadno od3té&pit plisobenim bro-
movodiku v kyselin& octové.

Vychozi materidly pro préci zpisobem po-
dle vynélezu je moZno pripravit ze zndmych
- slouCenin standardnimi kondenzaénimi reak-
cemi z chemie peptidl, standardnim zavadé-
nim chrénicich skupin, zndmych z chemie
peptidd a standardnim od$t&povénim chra-
nicich skupin, zndmych z chemie peptidd.
Tyto reakce jsou popsdny napiiklad v niZe
uvedenych piikladech 1 a 2.

Jak jiZ bylo uvedeno vySe, vykazuji slou-
Ceniny, které je moZno vyrobit zplisobem po-
dle vynélezu vlastnosti agonistl luliberinu,
tj. napodobuji plsobeni luliberinu. Luliberin
je pfirodni hormon vyludovany hypothala-
mem, ktery pilsobi na hypofyzu tak, Ze hy-
pofyza uvoliluje luteinizatni hormon (LH)
a folikulostimulaéni hormon (FSH]). Tyto dva
hormony hypofyzy Fidi reprodukéni procesy,
priCemZ posledn& jmenovany, folikulostimu-
latni hormon, pisobi na vajetniky v tom
smyslu, Ze napomdéha zréni folikuld, a prv-
né zminény, luteinizafni hormon, vyvoldva
ovulaci. Slouédeniny obecného vzorce I jsou
neocekavateln® G€innéjsi neZ luliberin po-
kud jde o schopnost uvoliiovat luteinizatni
hormon, a jsou proto uZitetné pro fizeni a/
/mebo zlepSovéani reprodukce u Zivofichi.
Zmin&né sloufeniny jsou zejména uZitegné
pro mnoZeni velkych domadacich zviiat b&hem
anoestru a p¥i v8ech typech umslé insemina-
ce k presnéjlimu ¥izeni doby ovulace. Slou-
geniny podle vyndlezu mohou byt rovnéZ
pouZivany k zlepSeni infertility u muZd a
Zen.

Agonistické vlastniosti popisovanych slou-
¢enin v@d¢i luliberinu je moZno prokdzat na-
pfiklad jejich schopnosti vyvolat ovulaci u
krys s konstantnim esterem, sterilizovanych
androgenem, nebo jejich schopnosti uvoliio-
vat luteinizagni hormon a fiolikulostimula&ni
hormon, méfeno dvojitou radioimunologic-
kou zkousSkou na protildtky v krevni plasmé
nedospélych krysich samcli nebo v krevni
plasmé anestralnich nebo diestrdlnich owvci.

Shora zminény test na krysach sterilizova-
vanych androgenem se provddi nasledovné:

Androgeneim sterilizované krysi samice, p¥i-
pravené poddnim 100 ug testosteron-propioc-
natu krysam ve tfetim, Ctvrtém a patém dou
véku, maji trvaly estrus, jak je moZno pro-
kazat vagindlnimi vytéry a pritomnosti Cet-
nych preovulacnich folikuld ve vajeCnicich.
Aplikace luliberinu a jeho aktivnich amalo-
gl zphsobi uvolnéni ovulaéni davky luteini-
zatnfho hormonu a folikulostimula&niho
hormonu, coZ je moZno prokédzat pfitomnosti
vajiéek ve vejcovodech a &erstvych Zlutych
t8lisek ve viajecnicich.

VSechny slou€eniny jmenované v tomto
textu jsou U¢inné&jsi neZ luliberin co do je-
jich schopnosti vyvoldvat ovulaci u krys s
konstantnim esterem a mimoto nevykazuji
Z&dné zndmky toxicity pfi podéni v dévce
nejméné ¢tyrnasobn& vyssi neZ je jejich mi-

o

nimé4lni G¢innd ddvka. Zejména pak vyhodné
slouceniny podle vyndlezu, coZ jsou latky u-
vedené v prikladech 6, 8 a 9, jsou zhruba sto-
krat G&inné&jsi neZ luliberin a memaji Z4dné
toxické tcinky p¥i poddni v davce stondsob-
né vyssi neZ je jejich minimélni aéinng dav-
ka. Slouceniny vyrobené zplisobem po-
dle vyndlezu je moZno pouZivat ve formd
farmaceutickych nebo veterindrnich pro-
stfedkt obsahujicich jako uéinnou latku
slouc¢eninu vyrobenou zpiisobem podle vynéa-
lezu, v kombinaci s farmaceuticky nebo ve-
terindrné upotfebitelnym redidlem nebo no-
sidem.

Tento prostfedek miZe byt napfiklad ve
formé& vhodné k ordlni nebo perlinguédlni a-
plikaci, napiiklad ve formé& tablety, kapsle,
roztoku ¢i suspenze, k nasdlni aplikaci, na-
priklad ve formé $iiupactho pras$ku, nosniho
spreje nebo niosnich kapek, k vagindlni ne-
bo rektalni aplikaci, napfiklad ve formé& &ip-
kd, nebo k parenterdini aplikaci, napriklad
ve formé sterilntho injekéniho roztoku nebo
suspenze.

Obecné je moZno shora uvedené prostied-
ky pripraviovat obvyklym zplisobem za pouZi-
t1 b&Znych pomocnych latek, v pripadé pro-
stfedkd k ordlni aplikaci v8ak miZe byt vy-
hodné opatfit prostfedek povlakem chréni-
cim polypeptidickou wc¢innou komponentu
pfed ufinkem enzymt v Zaludku.

Popisované prostfedky mohou kromé& poly-
peptidu vyrobeného zpidsobem podle vyndle-
zu obsahovat je$té jedno nebo nékolik zné-
mych 1é¢iv vybranych ze skupiny zahrnujici
prostaglandinové derivdty, napiliklad prosta-
glandin Fae, cloprostenol nebo fluprostenol,
a dals1 1éciva, jako clomiphene nebo tamo-
xifen.

Vyhodnym prostfedkem je preparéat k oral-
nimu podéni v jednotkové davkovaci forms,
naptiklad tableta, kapsle, kapky nebo bolus,
obsahujici v kaZdé jedniotkové davce od 2,5
do 500 mg, s vyhodou od 10 do 100 mg, poly-
peptidu, nebo preparat vhodny k parenterdl-
nimu podani, obsahujici od 5 ug do 1 mg
polypeptidu na 1 ml roztoku, s vyhodou od
10 ug do 100 ug polypeptidu na 1 ml rozto-
ku.

Prostfedkemk parenterdlnimu podéni je s
vyhodou roztok v isotonickém solném nebo
isctonickém dextrézovém roztoku, popfipa-
dé& pufrovany na pH 5 aZ 9. Prosti¥edek k pa-
renterdlnimu podani mtiZe byt alternativné
ve formé, z niZ se G€innd latka postupné po-
malu uvoliluje, v kterémZto pfipadé je
mnoZstvi polypeptidu na jednotkovou davku
obecné vy38i neZ pifi pouZiti bé&Znych injeke-
nich prepardti. Vyhodny prostiedek k pa-
renterdlnimu poddni s pomalym uvoliiovéa-
nim G¢inné 1atky obsahuje v jednotkové dav-
ce od 100 ugdo 1,00 mg polypeptidu. ,

Popisocvané prostfedky se normdlné apli-
kuji tak, aby pfi ordlnim podédni ¢inila den-
ni davka od 50 ug/kg do 20 mg/kg a denni
ddvka pri parenterdlnim podédni, napfiklad
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intravenézni, subkutanni &i intramuskuldrni
injekci nebo infusi, se pohybovala od 0,2
ug/kg do 100 ug/kg. U lidi odpovida toto dav-
kovani celkové «denni ddvce od 3,5 mg do
1,4 g pri ordlnim podani a celkové denni dév-
ce od 14 ug do 7 mg pii podani parenterdl-
nim. P¥i aplikacl prostfednictvim sliznic se
davky pchybujl mezi vySe zminénymi dav-
kami pro ordlni a parenterdlni podani.

Vynélez ilustruji nédsledujici pfiklady pro-
vedeni, jimiZ se v8ak rozsah vyndlezu v Z&d-
ném sméru neomezuje.

V pfikladech uvddé&né hodnoty R; se ty-
kaji vzestupné chromatografie na tenké vrst-
vé silikagelu. Rozpoust&dlovymi systémy po-
uZivanymi pfi této chromatografii jsou systa-
my -

1-butanol - kyselina octovd - voda (4:1:5
objem/objem] [R¢A),

1-butanol - kyselina cctovd - voda - pyridin
(15:3:12:10 objem/objem)} (R:B],

2-butanol-3% [hmotnost/cbjem) vodny roz-
tok hydroxidu amonného (3:1 objem/ob-
jem] (R:C),

acetonitril - voda (3:1 objem/objem) (R(D]},

aceton - chlorcform (1:1 objem/objem)
(R(E), '

chloroform - ethanol {1:4 objem/objem)
[RfF]1

cyklohexan - ethylacetdt (1:1 objem/ohjem)
[RIGL

cyklohexan - ethylacetat - methanol (1:1:1
cbjem/obhjem) (RH),

chicroform - methanol - voda (11:8:2 ob-
jem/objem) (R/K],

chloroform - methanol (19:1 objem/objem)
[RfP]y

a chloroform - methanol (9:1 objem/objem)
(RAQ).

8

Ve vSech pPipadech se chromatografické
desky zkoumaiji v ultrafialovém svétle a de-
tekuji se fluorescaminem, ninhydrinem a
chlor-8krob-jodovym &inidlem. Pokud neni u-
vedeno jinak, znamend uvedeni symbolu Ry,
Ze pfi téchto postupech byla detekovédna pou-
ze jediné skvrna.

Kyselé hydrolyzaty vSech produktd v pii-
kladech se ziskdvajl zdhFevem peptidu nebo
chrané&ného peptidu s 6 N kyselinou chloro-
vodikovou obsahujici 1 % hmotnost/ob-
jem) fenolu v zatavené evakuované ampuli
na teplotu 100°C po dobu 16 hodin. SloZe-
ni aminckyselin v kaZdém hydrolyzatu se
stanovuje ze pomoci analyzdtoru aminoky-
selin (LoCarte} a ve v8ech pfipadech je v
souladu s odekdvanym sloZenim.

Vyraz ,zpracuje se obvyklym zpfisobem",
pouZivany v piikladech, znamend, Ze po re-
akci se v8echny pevné podily odfiltruji, fil-
trat se odpafi k suchu pfi teploté pod 40 °C,
zbytek se rozpusti v ethylacetatu, roztok se
promyje 20% roztokem kyseliny citrénovg,
vodou, nasycenym roztokem hydrogenuhligi-
tanu sodného a znovu vodou, vysus$i se bez-
vodym siranem sodnym a ethylacetdt se od-
pafi ve vakuu, ¢imZ se ziska Zddand sloude-
nina.

Priklad 1 a 2

Syntéza L-pyroglutamyl-L-histidyl-L-
-tryptofyl-L-seryl-L-tyrosyl-A-B-L-arginyl-
-L-prolyl-azaglycinamidu

Obecny postup (0} schémata 1 a 2)

50 mg chréanéného dekapeptidického deri-
vatu [obsahujiciho Ser({Bu') v poloze 6 nebo
Tyr(Bu'}) v poloze 5] se rozpusti v 5 ml
90% (objem/objem) vedné kyseliny trifluor-
octové, pridaji se 3 kapky g-merkaptoetha-
nolu a roztok se nechd 45 minut stdt pri
teploté mistnosti. Rozpoustédlo se odpafli ve
vakuu a zbytek se lyofilizuje jednou z vody
a dvakrat z terc.butanolu. Vyt&Zek &ini 90
az 100 %.

Sloudeniny podle vynédlezu, pfipravené tim-
to zphsobem, jsou uvedeny v p¥ikladech 1
a 2, shrnutych do nésledujici tabulky:
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Tabulka
Pifklad A B E F Postup Vyté- Papirova elektroforéza R;A
¢islo Zek R¢ (vztaZeno na luliberin)
(%) pH21 PH 6,5

1 D-Ser Leu largly NH2 0 95 0,94 0,96 0,25
2 D-Phe MeLeu argly NH2 0 46 0,84 0,87 0,35

Vychozi latky pro pouZiti ve shora uvede- Bzl = benzyl
ném postupu je moZno pfipravit podle nésle- Z = benzyloxykarbonyl
dujicich schémat 1 a 2 [postup (o0]]. Boc = terc.butoxykarbonyl

V té&chto schématech se pouZivaji ndsledu- DMF = dimethylformamid

jici zkratky:

0c, = 2,4,5-trichlorfenylester

Cisla v krouZcich oznaduji p¥isluiné re-
akéni stupné popsané dale.
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Stupen @

N-terc.butoxykarbonylderivdt se rozpusti
v ethylacetdtu a necha se 1 hodinu reago-
vat pri teploté mistnosti s 3 N chlorovodi-
kem v ethylacetdtu (4 ekvivalenty).

s‘tuper{

Pracuje stejné jako u postupu @

S(:u.peri’

5,4 mmol methylesteru L-pyroglutamyl-L-
-histidyl-L-tryptofyl-L-serinu se rozpusti v 70
mililitrech dimethylformamidu a roztok se
nechd 4 hodiny reagovat se 100 mmol hyd-
razinhydrdatu. Dimethylformamid se odpafi

ve vakuu, zbytek se trituruje s ethanolem,

produkt se shromédZdi, promyje se ethanolem
a etherem, a vysusi se . Ziskd se produkt o
teploté& tani 184 aZ 189 °C. VytéZek &ini 88,2
procenta;

RA=0,18,
R¢{B=0,55,
R(C=0,39,
RD=0,27,
RfK =0,58.

seupes® [i-07y- (4]

Roztok 3,17 g (9,64 mmol)} Z-D-Tyr(Me)-
-0OH, 1,92 g (10,6 mmol)} H-Leu-OHe.HCl, 2,6
gramu (19,2 mmol) 1-hydroxybenzotriazolu
a 1,6 ml (11 mmol} triethylaminu ve 30 ml
dimethylformamidu se ochladi na 0°C a pfi-
déd se k ndmu 2,29 g (11,1 N,N'-dicyklohexyl-
karbodiimidu. Reakéni smés se pfes noc mi-
ché pfi teploté 4 °C, naceZ se obvyklym zpl-
sobem zpracuje. Po prekrystalovédni z hor-
kého cyklchexanu se ziskd chran&ny dipep-
tidicky derivat ve vyt&¥ku 1,41 g (95,2 %);

RD=0,83,
R{E=0,69,
RP= 0,72,
R,Q =0,76.

Stuper E—\‘—'D-Tqr(Me)jl

K roztoku 4,59 g (6,4 mmol) Z-Tyr(Bzl)-
-D-Tyr(Me)-Leu-OMe ve 25 ml dimethylfor-
mamidu a 50 ml methanolu se p¥Fidd 12,9
mmol hydrazinhydrdatu a smés se neché pies
noc stat pri teploté mistnosti. Methanol se
odpa¥i ve vakuu, produkt se vysrdZi vodou,
shroméZdi se, promyje se vodou a vysusi se.
Teplota tanf ¢ini 212 aZ 213 °C,

12

R;E=0,49,
R:F=0,66,
R;H =0,69,
R1Q= 0,70

;S_t.%QDé/ a [A=D"Tt,r (Me)J
3,54 g (5,0 mmol) hydrazidu ze stupnd

se rozpusti v 10 ml dimethylforma-
midu, roztok se za michani ochladi na —20
stupiit Celsia a prid4 se k nému nejprve 3,38
mililitrt (20 mmol) 5,9 M chlorovodiku v di-
oxanu a pak 0,6 ml (5,25 mmol] terc.butyl-
nitritu. Po 2 minutdch se pridd pfedem o-
chlazeny roztok 2,04 g (5 mmol} H-Arg-
(NOz2)-Pro-Azgly-NH2.HC1 a 3,55 ml triethyl-
aminu {25 mmol} v 10 ml dimethylformami-
du a v michdni se pokracuje pfes noc pfi
teploté 4°C. Reakéni smér se obvyklym zpii-
sobem zpracuje a surovy produkt se vydisti
chromatografii na sloupci silikagelu za po-
uziti chloroformu, 5% (objem/objem) me-
thanolu v: chloroformu a 10% (objem/objem)
methanolu v chloroformu jako eludnich &i-
nidel. Vyt&Zek produktu &ini 3,72 g (70,9
procenta);

RA=0,64,
RB=00,72,
R10= 0,55,
R¢{D=0,68,
RfF =|0,4'0,
RH=0,52.

Stupert [A'—'D—Ser (ButJJ

Pracuje se stejn& jako ve stupni @
Produkt se krystaluje z vodného methanolu.
VytéZek &ini 90,4 %; teplota tani 107 a¥ 108
stupiifi Celsia,

R:D=0,80,
R.E/=0,68,
RF=0,73,
RH=0,72,
R{P=0,72,
RQ="0,74.

Stupen Eq=o—5er (Bu,t)]

Pétihodinova katalytickd redukce v pii-
tomnosti 5% (hmotnost/hmotnost) palddia
na uhli, ve smési dimethylformamidu a vody
(8:2).
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Stuper{ [AzD—Ser (But)]

Roztok 19,17 g (32,7 mmol) Z-Tyr(Bzl)-
-OCp a 32,7 mmol H-Ser(Bu']-Leu-OMe ve
100 ml dimethylformamidu se nechd 72 ho-
diny st4t p¥i teplot¥ mistnosti. Obvyklym
zpracovanim se ziskd pevny produkt, ktery
se shroméZdi, promyje se etherem a vysusi
se. VytdZek &ini 17,6 g (79 %); teplota t4-
ni 135 aZ 137 °C,

RD =0,80,
RH=0,77,
RQ=0,81.

t
Stupen E4=D—Ser (Bu)]
Pracuje se stejné jako ve stupni

Produkt se pfekrystaluje z vodného me-
thanolu. Vyts¥ek &inf 56,2 %; teplota t4ni
134 aZ 136 °C,

R¢D =0,66,
RH=0,64,
RQ=0,64.

t
Stupne 3 [A =D-Ser (Bu )]
Pracuje se stejné jako ve stupnich

€ a €

Produkt se vygisti chromatografif na sloup-
ci silikagelu za pou#iti chloroformu a 5%
(objem/objem) methanolu v chloroformu ja-
ko elu¢nich &inidel. Vyt&Zek produktu ¢ini
38,5 %; teplota tani 142 a¥ 145 °C,

R{A =0,64,
RB=0,71,
{0=10,55,
R(D'=0,65,
RF =0,46,
RH=0, 43
R:Q=0,16.

s @
Stupen

K roztoku 5,99 g (20 mmol) Z-Phe-OH a
2,2 ml (20 mmol) N methylmorfolinu v 60 ml
dimethylfo'rmamndu ochlazenému na —15 °C,
se pridd 1,8 ml (18 mmol) chlormravenca-
nu ethylnatého. Po 2 minutdch se pfidd roz-
tok 4,8 g (20 mmol) H-MeLeu-OMe.HBr a
2,8 ml (20 mmol} triethylaminu ve 20 ml di-
methylformamidu, p¥edem -ochlazeny na
—15°C a reakéni smés se michd nejprve 30
minut pfi teploté 0 °C a pak pres noc pii tep-
loté mistnosti, nateZ se zpracuje obvyklym

14

zplisobem. VytéZek olejovitého produktu &int
7,54 g (90 %).

10,
Stupen -

Trihodinovd katalytickd redukce v metha-
nolu obsahujici ekvivalent chiorovodiku, v
pfitomnosti 5% (hmotnost/hmotnost) palé-

dia na uhli.
StuPe; @

Stejnym postupem jako ve stupni @
se kondenzuje 16,02 g (43,2 mmol) Z-Tyr-
(Bu)—OH a 13,15 g (40,0 mmol) H-D-Phe-
-MeLeu-OMe.HCI. Produkt se vyéisti chroma-
tografii na sloupci silikagelu za pouZiti chlo-
roformu a 5% (objem/objem) methanolu v
chloroformu jako elutnich &inidel. VyrtéZek‘
olejovitého produktu &inf 60 %; .

R{G=10,48,
R{P'=0,71,
R{Q=0,73.

Stu.perr @

Roztok 6,52 g (0,76 mmol) Z-Tyr{Bu')-D-
-Phe-MeLeu-OMe a 97,6 mmol hydrazinhydra-
tu v 50 ml methanolu se nechd pfes noc
stdt p¥i teplot® mistnosti, nadeZ se methanol
odpa¥i ve vakuu. Hydrazid se krystaluje ze
smési methanolu a etheru, promyje se smé-
si methanolu a vody (1:1 objem/objem) a
etherem, a vysusi se. Vyt&Zek produktu dCi-
nf 5,2 g (80%); teplota tani 135 °C,

R{D=0,75,
RE=0,69,
R¢F=0,86,
RH=0,79,

R;Q =0,73.

ﬂupné a

Pracuje se stejn& jako ve stupnich
@2 €

P¥i zpracovani se produkt vysraZi ethyl-
acetdtem, odfiltruje se, promyje se ethyl-
acetdtem a etherem, a vysuSi se. VytéZek
ni 58,5 %; teplota tani 145 aZ 148 °C,

RD=0,72,
RfF = 0,40,

H=10,53,
R:Q=0,18.

P¥iklady 3 aZ 12

Za pouZiti obecného postupu popsaného v
ptikladech 1 a 2 je moZno pFipravit nasle;du-
jic{ sloueniny:
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L Glu-His-Trp—Ser-A—B —Arg—Pro-E-F

Priklad A B E F ‘Papirova RA
&islo elektroforéza
R; (vztaZeno na
luliberin)
pH 2,1 pH 6,5
3 Azgly Leu —_ NHC2Hs 0,98 1,03 0,28
4 Azala Leu — NHC2Hs 0,97 1,0 0,30
5 D-Ala Leu Azgly NHz 0,97 1,0 0,30
6 D-Phe Leu Azgly NHz 1,0 0,71 0,27
7 D-Trp Leu Azgly NH2 0,53 0,37 0,37
8 D-Tyr(Me} Leu Azgly NHz 0,92 0,87 0,25
9 D-Ser(Bu‘) Leu Azgly NHz2 0,94 0,96 0,25
10 D-Tyr(Me) MeLeu Azgly NH2 0,87 0,90 0,34
PREDMET VYNALEZU
1. Zplsob vyroby polypeptidli obecného
vzorce I
-E-F

ve kterém

A znamend D-Tyr, D-Tyr(Me), D-Ser,
D-Ser(Bu'), D-Phe, D-Ala nebo D-Trp,
B pfedstavuje Leu nebo Meleu,

E znamena Azgly a

F pfedstavuje amingskupinu, nebo

A znamené Azgly nebo Azala,

B predstavuije Leu,

E je pFfimé vazba a

F znamend ethylaminoskupinu,

a jejich farmaceuticky a veterindrn& upotie-
bitelnych adi¢nich soli s kyselinami, vyzna-
Cujici se tim, Ze se od$tépi jedna nebo ndko-
lik chrénicich skupin b&%nych v chemii pep-
tidd z pfisludného chran&ného polypeptidu,
za vzniku sloufeniny shora uvedeného obec-
neho vzorce I, nadeZ se popifipadd vysledny
produkt v neprotonované formé# reakci s kKy-
selinou poskytujici farmaceuticky nebo vete-
rindrné upotfebitelny anion p¥evede na svo-
ji stil.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se jako vychozi 14tka pouZije chréa-
nény polypeptid, v n8mZ chréanici skupinou
iminoskupiny je benzyloxykarbonylovd sku-

Severografia, n. p.,

L_Gly~His Trp —Ser‘—T:,P-A-B’ArS‘PrO

(1)

pina a/nebo chranici skupinou hydroxylové
funkice benzylové skupina.

3. Zptsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se jako vychozi latka pouZije chré-
nény polypeptid, v ndmZ chrénici skupinou
iminoskupiny je terc.butoxykarbonylov4 sku-
pina a/nebo chrénici skupinou hydroxylové
funkce terc.butylovd skupina.

4. Zptisob podle bodu 1, vyznadujici se tim,
Ze se jako vychozi 1dtka pouZije chréan&ny po-
lypeptid, v némZ chrénici skupinou iminosku-
piny je benzyloxykarbonylovd nebo terc.bu-
toxykarbonylovd skupina a/nebo chrdnici
skupinou hydroxylové funkce terc.butylova
skupina.

5. Zpisob podle bodd 1, 2 nebo 3, vyzna-
¢ujict se tim, Ze se pouZije vychozi polypep-
tid, v ném%

A znamend D-Ser(But),

B predstavuje Leu,

E znamend Azgly a

I pfedstavuje aminoskupinu, pfigem# ten-
to vychozi materidl rovn®Z obsahuje jednu
nebo n&kolik chrénicich skupin od$t&pitel-
nych hydrogenolyzou nebo pisobenim chlo-
rovodiku nebo kyseliny trifluoroctové.

z4vod 7, Most
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