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- (94) Analogy oxytocinu

(57) ReSeni se tyk& novych analogh oxytocinu
vzorce Il
Me

\
CH,~CH,-CO~Tyr~Ile ~Gln-Asn-Cys=-X-Leu-GlyNH,,
! ]

CH2

kde X zna%f (3,4)dehydroprolin (11a), nebo
3,4~ [3H2]proun (11p)

a chirdlnf aminokyseliny majf konfiguracl L. Anhalog
ila se pripravi vystavbou peptidu na pevné fazi a
jeho od&tépenfm pomocf kapalného fluorovodiku, Ana=
log IIb se pfipravi katalytickou redukcf l4tky lla plyn-
nym triciem, Lé&tka Ila slouZf joako prekursor latky Iib,
kterd je vyuZfvéna ve studiu distribuce a metabolismu
klinicky vyuZfvané latky 1 (XePro).
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Vynélez se tyka syntetickych analogl oxytocinu, pfirozeného peptidového hormonu ze zad-
nfho laloku hypotyzy, Z vice jak jednoho tis{ce syntetickych analogh tohoto peptidu se jen zio-
mek uplatnil pro vyhodndj3{ viastnosti v praxi (Jo#t K. a spol. v knize Handbook of neurchypo-
physeal hormone analogs, CRC Press, USA, 1987), Mezi analogy oxytocinu vyu¥fvané v praxi
pro vyhodné viastnosti se zafadil i [2-O-methyltyrosin]deamino=i-karba-oxytocin (autorské os-
védéenf &, 149028) vzorec I, ktery pro sniZené vedlej¥f nepifznivé G¥inky a prodiouZeni doby
G&inku na déloZnf stahy a vyluZfovadn{ miéka (AO 187829) byl uveden do vyuZivini{ ve veteri-
nérnfl praxi. Pro roz#ffen{ dndika&nich oblastf, jakoZ { p¥Fipadny vyvo} novych analogl brénf za-
tim malé znalosti o jeho metabolismu a distribuci v Zivoliinych tkénfch a tekutindch po jejfm po-
dén{ do organismu, Jednou z GEInnych cest poznénf metabolismu a distribuce je vyuZitf vhodn&
znalené létky, jejlf metabolické produkty a zmény hladin intaktnf l4tky je moZné sledovat vhod-
néji neZ samotné neznalené létky,

Me
\
CH 2-CH2-CO-Tyr-no-Gln-Aen-Cys-Pro-Lou-GlyNH 2 (1)

J

Cl-l2

[2=0Q=methyllyrosin] deamino-1-karba=oxytocin

Pfedmitem tohbto vyndlezu jsou dva nové analogy [zao-mothyltyro-lnj deamino~l=karba=
~oxytocinu a to [2-O-methyltyrosin, 7=(3,4)dehydroprolin]deamino-l1-karba=oxytocin (vzorec
la) a [2-O-methyltyrosin, 7-(3.4-C3H2]-prolm)3 deamino-1-karba=oxytocin (vzorec llb) a zpl-
socb jejich p¥pravy. V daléim je p¥iprava obou létek a jejich charakteristika pfibliZena na p¥f-
kladech .

Me

CHZ—CH

CH2

5~CO=Tyr=lle~Gin-Asn-Cys-X-Leu-GlyNH, (n)

lla, X = (3,4)dehydroprolin; b, X = 3.4-[3H2]-prolin

Pifklad 1

Syntéza [2-O-methyltyrosin, 7-(3,4 )dehydroprolin] deamino~1~karba~oxytocinu byla prove-
dena nea p-methylbenzhydrylaminové pryskyfici (0,4 g, 0,8 mmol NH /s). Po’ nwézén( karboxy-
terminéin( amlnokysoliny (Boc=Gly) byly postupn& navézény Boc-bou. Boc=4A 3,4 =Pro, Fmoc-
Cys(C3H6COOBu )y Fmoc-Asn, Fmoc-Gln, Fmoc«lle, Boc~Tyr standardnim postupem uvedenym
v tabulce 1, Po pfipojen! posledni{ aminokyseliny byla Boc-chrénicf skupina od#tipena kyseli-
nou triluoroctovou, pryskyiice byla neutralizovéna roztokem triethylaminu a peptid byl cyklizo-
vén GZinkem 1o ekvivalentd dlcyldoh.xylkurbodllmldu a N=hydroxybenztriazolu v 2,2,2-trifluc~
ethanolu, Po dosaZen( negativnfho. vysledku v ninhydrinovém testu byla pryskyfice dikladnd pro~-
myta dimethylformamidem a dichlormethanem, Pryskytice s navézanym peptidem byla vysuena ve
vakuu, -uspimdov&na v teflonové aparatuie s 20 ml kapalného fluorovodfku, 1 ml anisolu a o,5 ml
ethandithiolu, Po 1 hod michénf p¥ o °c byl fluorovodik odpafen, suspenze promyta ethylace-
tdtem na frité a po vysulen( ve vakuu byl produkt eluovédn 30% kyselinou octovou, Zfskany roz=~
tok byl zlyofilizovén,

Pifklad 2

C4st (50 mg) lyofilizdtu byla rozpudténa v 3 mol/1(4 ml) AcOH a nanesena na kolonu Bio-
~Gelu P-4 (70x1 cm). Frakce obsahujicf 2&dany produkt byly spojeny a lyotulzovémy. Produkt
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byl rozpuitdn v 3 mlifi AcOH 2 ml a nanesen na kolonu Separonu Sl C-18 (25 x o,4 cm).,
Elucf 50% methanclem v 0,05% kyselind trifluoroctové byla frakce obsahujicf 2-O-methyltyrosin,
7-(3,4)dehydroprolin deamino-l-karba-oxytocin zahu3tina ve vakuu a lyofilizovdna. Bylo zfské-
no 6,2 mg chromatograficky jednotného produktu, jehoZ biologické viastnosti jsou uvedeny v ta-
bulce 2, ktery hydrogenac( na Eerstvé vyredukovaném paladiu v dimethylacetétu prechéz{ v
[2-O-mothyl-tyroslr_t] deamino-1-karba~oxylocin (srovnénf{ pomocf{ HPLC a biol. aktivit ).

Tabuitka 1

V¢stavba peptidového Fet¥zce na pryskyfici s pouiitim Fmoc-aminokyseliny nebo Boc~aminokye
seliny, Obecné schéma.

Fmoc=aminokyseliny Boc=aminokyseliny
krok reagencie (15 ml) min krok reagencie (15 mil) min
1 CH,Cl, (2x) T3 1 CH,Cl, (ax) ?
2 DMF (2x) 3 2 45% TFA v CH,CL, 2
3 DMF:piperidin (1 : 1) (2x) 2o 3 - 20
4 DMF (2x) 3 4 CH,C1, (3x) 5
5 dioxan: H,0 (2 @ 1) (2x) 1o 5 8% TEA v CH,Cl, (2x) 3
6 DMF (3x) [} 6 CH,Cl, (4x) 7
? CH,CL, (%1 DMF) (3x) 5 ? HOBLt ester Boc-Ak &l sy-
: metricky anhydrid (3 ekv.) 4o i
v CH2C12 vice
8 HOBt ester Fmoc AK &l sy- 8 ninhydrinovy test 5
metricky anhydrid (3 ekv.) v
CH,C1, & CH,CL, 1 DMF 151
vice
9 ninhydrinovy test 5 9 CH,Cl, (3x) 5
.10 v pipad¥$ potfeby opakovat 1o 2-propanocl (3x) 5
kondenzaci (krok 7 a% 9)
11 DMF (5x) : 8 11 CH,Cl, (4x) ?
12 i-propanol (5x) 8 12 v pifpad# potieby opakovat
kondenzaci (krok 7 a% 11)
13 CH,CL, (5x) 8
Pézn. TEA - triethylamin

" AK - minokyﬁllne
DMF = dime thylformamid
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Tabulka 2

Bl ologické viastnosti [2-O-methyltyrosin]deamino~i-karba-oxytocinu a derivdtu s 3,4 dehydro-

prolinem v poloze 7

Létka D&loha krysy Galaktogogicky test
test in vitro in vivo in vivo (intenzita G&inku,
IU/mg 1U/mg . IU/mg)
[ 2-O~Methyltyrosin] =17 17,1 45 35

deamino-lkarba«oxytocin

[2=0~Methyltyrosin, 7=(3,4) 36,2 169,3 . 910
dehydroprolin] «deamino=1-
=karba~oxytocin

Pfiklad 3

19,0 mg PdO bylo piedredukovéno Hz v methanolu, ktery byl nésledn& odpaf¥en. Ke kata-
lyzétoru bylo p¥idéno 0,5 mg [2-Ow=methyltyrosin, ?=(3,4)dehydroprolin]deamino=i~karba-oxytocinu
a 1 ml dimethylacetamidu. Sm¥s byla redukovéna 60% plynnym triciem 2,5 h pi tlaku 84 kPa.

Po odlyofilizovanf DMAA a odcentrifugovéni katatyzA&toru byl produkt izolovén pomoef
HPLC na Separonu SX 18, 250 x 8 mm 53% vodnym roztokem methanolu, Vyt¥Zek byl 150 MBq.
Biologickym testem na izolované krysf déloze in situ bylo ukézéno, Ze bylo z{akdno celkem
150 ug (0,15 ymolu) blologicky GEinného triclovaného [2-O-methyltyrosin]deamino=i~karba-oxy-
tocinu, jeho¥ speclfické reaktivita byla (0,99 TBq/mmol).

PREDMET VYNALEZU

Analogy oxytocinu obecného vzorce 11

. M. .
CH,~CH 2-co-\ryr-uo ~Gin-Asn-Cys=Xeleu-GlyNH,

CH,

kde X zna¥f (3,4 )dehydroprolin nebo
3.4-[3H2]prolln

a chirdlnf{ aminokyseliny majfl konfiguraci L.
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