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(54) , Druhové specifické analogy gonadoliberind
/GnRH/ a zplsob jejich pripravy

Predm&tem redeni jsou druhové speci-
fické analogy gonadoliberini /GnRH/ obec-
ného vzorce I

Gl.p-l’l:l.ss--Trp-Ser-}{-Pra-G.ly-I\XH2 ’

kde x znadi Hig-D-Tle-Trp-Tyr
nebo Tyr-~D«Tle=Leu=-Gln
nebo Tyr-D-Tle~Trp-Leu.

Ddle je predm&tem Fedieni zplsodb pripravy
t8chto ldtek, spodivajici v tom, Ze na
polymerni nosid polystyrenového typu s
benzhydrylaminovymi skupinami se zakotvi
karboxytermindlni aminokyselina p#ipravo-
vaného peptidu a postupnou kondenzaci se
vystavi peptidick{ fetézec, nadeZ se chri-
nény peptid od3tépl z polymerniho nosile
a predisti se. Tyto analoﬁy ge podle bio~
logickych pokust vyznaéuli selektivnim a
vy35im G¥inkem na reprodukéni funkce neZ
maji prirozené faktory.
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- nim a vy&3im uéinkem na reprodukéni funkce naz maji pifirozené fakto-
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Vynalez se tykad synthetickych analogl gonadoliberinu /dale
jen 6nRH/ a zpUsobu jejich pfipravy. Je znamo, Ze sekvence pii-
rodnich GnRH je zavisla na druhu Zivodicha. Byly napf. isolovéany
GnrRH 2 hyﬁothalam& kuirete a lLlososa /King. JeA., Millar R.P:
S,afr.J.Sci. 73, 1982, str. 124=-125; Sherwood N, a kol.:Proce.
Natl.Acad Sci USA, 80,1983, 2794~2795/. N&které analogy téchto
hormonl nalezly uplatnéni v humadnni i veterinarni medicing, zejmé~-
na‘pFi ovlivnani reprodukénich funkci‘/napF.Aregulaci porodnosti/.

Predmétem vynadtezu jsou druhové specifické analogy GnRH
obecného vzorce I

Glp=His=Trp=-Ser=X-Pro~Gly~NH, ,

kde X zna&i His=D=Tle=Trp~Tyr
nebo Tyr-D=Tle-Leu=Gln
nebo Tyr=D=Tle~Trp~Leu

Dale je piredmétem vynalezu znisob pripravy téchto analogd,
jehoZz podstatou je, 2e na pdymerni nosi¢ polystyrenového typu’
s benzhydrylaminovymi skupinami se zakotvi karboxyterminalni
aminokyselina pfipravovaného peptidu a nostupnou kondensaci se
vystavi peptidicky Pfetézec, nadez chranény peptid se oditédpni
2 pohmmernfho nosife a predisti se.

Timto zpﬁsobem byly pfipraveny analogy drqhové specifickych
GnRH /kuitete a lososa/, piritéemZ do polohy O byla zavedena nepro=-
teinogenni hydrofobni aminokyselina konfigurace D, t-leucin. Tyto
analogy se dle pitedbéZnych biologickych pokust vyznaduji selektiv-
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Peptidy obecného vzorce I byly pFipraveny Merrifieldovou
metodou syntézy peptidu v pevné fazi. Jako polymernt nosit byl
pou?it polystyren sitovany divinylbenzenem, s vyhodou jednim pro-
centem, s funk&nimi skupinami chlormetylovymi nebo benzhydrylami=- |
novymi. N =aminoskupiny byly chranény acidolabilni chranici skupinou,
s vyhodou tere butyloxykarbonylovou /dale jen 3oc/ skupinou, jejiz |
od§tépovani v jednotlivych fazich syntézy bylo provedeno acidolytic- .
ky, s vyhodou smési trifluoroctovou kyselinou /dale jen TFA/ a f
dichlormethanu /dale jen DCi/. Postranni funkéni skupiny vice=- |
funkinich aminokyselin byly chranény skupinami benzylového typu.
Kondenzace chrandnych aminokyselin byly provedeny vhodné aktivo-
vanymi derivaty, s vyhodou symetrickymi anhydridy nebo hydroxy-
oenztriazolovée /Hudt/ estery. Po ukoniené syntéze byly peptidy
2z pryskyirice od§tépeny a soucasnd byly odstranény chranici skupi=-
ny vicefunkénich aminokyselin acidolyticky, s vyhodou pusobenim
kapalného HF nebo Prifluormethansulfonovou kyselinou /TEHSA/ ve
smési s trifluoroctovou kyselinou /TFA/ a thiocanisolem. Surové
orodukty byly &istény pomoci sloupcové chromatografie na nosiéich
pouzivanych v chemii peptidu, s vyhodou silikagelu, potaZeném
hydrofobnimi uhlikatywi rfetézci nebo nosiéld fungujicich jako mo-
lekularni sita. Peptidy byly charakterizovany aminokyselinovou
analyzou a elektroforetickymi metodami.

Dale jsou uvedeny piiklady zplUsobu podle vynalezu.

Priklad i

Do reakéhi nadoby syntetizatoru peptiddcsyto umisténo 1,4 g
benzhydrylaminove polystyrenové pryskyfice sitované 1% divinyl=-
benzenu /obsah NH2 Jo7 mmol/g pryskyifice/«. Syntéza zahrnovala
10 cyklly, sestavajicich z nasledujicich kroklU: /i/ Stépeni chré-
nicich skupin. TF.A:DCM /1:%/, (x5 mines 1x30 nin; /2/ promyvani,
DCHM, 6x1 min; /3/ promyvani, 2=-propanol, 2x1 min; /4/ promyvani,
DCH, 2x1 min; /5/ neutralizace triethylaminn/TEA/2DCH /1:1/,
1%1 min. 1x3 miny /6/ promyvéni, bCM, 6x1 miny /7/ kandenzace
pomoci piFedem pFipravenych HOBt esteru /3 nadsobny piebytek/, do
negativni reakce na aminoskupiny; /3/ promyvani, DCM, 3x1 mine.
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Prvni cyklus zadinal krokem &. /5/. V jednotlivych cyklech byly
kondenzovany nésledujic{ chrangné aminokyéeliny: doc-Gly, Boc-Pro,
Boc-Leu, Boc-Trp/For/, Boc-D=-Tle, Boc~Tyr/2/, Ser/Bzl/, Boc-Trp/For/,
Boc~His/Boc/ a Glp. Po ukonééni syntézy bylo ziskano 3,1 g peptidyl-
pryskyifice. Chrdnici skupiny byly odstranény a peptid byl od3tdpen

z pryskyifice v 30 ml kapalného HF obsahujici 2 g p-tiokresolu, | h
pFi 0°c. Po oddestilovani' HF byla reakéni smés extrahovana suchynm
eterem a peptid extrahovadn do 50%ni kyseliny octové a Lyofilizovan.
Vytézek ¢,94 g surového peptidu. 200 mg surového peptidu bylo &ig~-
téno na koloné IZSxZ cm/ naplnéné silikagelovym sorbentem s navaza-
nymi hydrofobnimi uhlikatymi zbytky, mobilni faze 45 - 55 % metha-
nolu, 55 = 45 4 vody obsahujici 0,1 % TFA. Frakce odpovidajici ho~
mogennimu produktu byly spojeny, zahustény a lyofilizovadny. Produkt
mél vyhovujici aminokyselinovou analyzu a byl jednotny »fi chroma=-
tografii na tenké vrstvé, elektroforéze naoife pfi pH 2,5,

Vytézek 65 mg Glp=-His~Trp=Ser-Tyr~Ile-Trp~Leu~Pro-Gly=-NH,,

Priklad &

Postupem podle pifikladu 1 byly na benzhydrylaminovou polysty-
renovou pryskyfici kondesnzovany nasledujici aminokyseliny: Boc-Gly,
Boc~Pro, Boc~Gln, Boc-Leu, Boc-D=-Tle, Boc~Tyr/Z/, Ser/BIL/, Boc~
~-Trp/For/, Boc-His/Boc/ a Glp. Po ukonéené syntéze bylo ziskano
2,9 g peptidyl=pryskyifice. Chréanici skupiny byly odstranény a pep-
tid byl od&tépen z pryskyfice v 30 ml kapalného HF obsahujici 2 g
p-tiokresolu, 1 h pii 0°c. ro oddestilovani HF byla reakéni sués
extrahovana suchym eterem a peptid extrahovan do 50ixni kyseliny
octové a Llyofilizovan. Vytézek (,94 g surového peptidd; 5¢: mg
surového peptidu bylo &idténo na koloné /25x2 cm/ naplnéné sili-
kagelovym sorbentem s navazanymi hydrofobnimi uhlikatymi zbytky,
mobilni faze 45 - 55 4« metanolu, 55 - 45 % vody obsahujici 0,7 %
TFA. Frakce odpovidajict homogennimu produktu byly spojeny, za-
hustény a lyofilizovany. Produkt mél vyhovujici aminokyselihovou
analyzu a byl jednotny pi#i chromatografii na tenké vrstvd a
elektroforéze na papiFe’pFi pH 2,5; .

Vytéiek 180 mg GLs-His-Trp-Ser-Tyr-Tle-Leu-Gln-Pro-GLy-NHE.




Priklad J 234 830

Postupem podle prRikladu i byly na henzhydrylaminovou poly-
styrenovou pryskyifici kondenzovanyg nésledujici aminokyseliny:
3oc~-Pro, Boc-Tyr/2/, Boc~Trpn/For/, Boc=-0=Tle, Boc-His/Boc/,
jer/3l2/, Boc=Trp/For/, Boc-His/Boec/ a Glp. Po ukonéené syntéze
bylo ziskéno 2,9 peptidyl-pryskyfice. Chranici skupiny byly odstra-
nény a peptid byl oddtépen z pryskyfice v 30 ml kapalného HF
obsahujici 2 g p-tiokresolu, 1 h p#i ¢°C. Po oddestilovani HF
byla reakéni smés extrahovana suchym eterem a peptid extrahovén
do 5U4ni kyseliny octové a lyofilizovan. Vytdiek G,94 g surového
peptidu. “OU mg surového peptidu bylo &¢i8téno na koloné& /25x2 cm/

‘naplnéné silikagelovym sorbentem s navazanymi hydrofobnimi uhli-

katymi zbytky, mobilni fadze 45 - 55 & metanolu, 55_- 45 4 vody

obsahujici U, & TFA. Frakce odpovidajici homogennimu produktu

byly spojeny, zzhudtény a Lyofilizovadny. Produkt mé&l vyhovujici
g]

aminokyselinovou analyzu a byl jednotny p#i pH 2,5,
Vytézek 39 mg GLp-His-Trp-Ser-His—TLe—Trp-Tyr-Pro-GLv-NHz.
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PREDMET VYNAILEZU

i. Dpruhové specifické analogy gonadoliberinl /GnRH/ obecného

vzorce I

GLp-His-Trp-Ser-X-Pro-GLy—NH2 /11,

kde X znaéi His=-D=Tle~Trp~Tyr
nebo Tyr=-D=Tle~Leu-Gln
nebo Tyr=D~Tle~Trp~Leau

2. ZpUsob vyroby analogl gonadoliberind podle bodu 1, vyznadu-
jici setim, 2e na polymerni nosi¢ polystyrenového typu
s henzhydrylaminovymi skupinami se zakotvi karboxyterminadlni
aminokyselina pfipravovaného analogu a posthpnou kondenzact
se vystavi peptidicky Fetézec, nafei chrédnény analog se od&té-~
DY z polymerniho noside a preéisti se.




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

