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Reseni se tyka peptidd vzorce I, kde Ry
znamena Tyr, D-Tyr, Met, Phe, D-Phe, Leu,
His nebo D-His, prFi substituci typu calfaye
nebo N21f2Me nebo bez substituce, R, zname-
nd Ala nebo D-ala, R4y znamend Asp hebo
D-Asp, Rg znamena Ser, Asn, D-Ser, nebo
D-Asn, Ryq znamena Tyr nebo D-Tyr, Ry, 2na=~
mena Arg nebo Lys, Ryj znamenia Ile nebo
Val, Ryg znamend GSly nebo D-Ala, Ry 2Zna-
mena Leu nebo D-Leu, Ryg znamena Tyr nebo
Ser, Rjj znamena Leu nebo D-Leu, R, zname-
nd His nebo Gln, Rag znamena Glu, Asp,
D-Glu nebo D-Asp, Ry znamenad Met, D-Met,
Ala, Nle, Ile, Leu, Nva nebo Val, Rpg zna-
mena Asn, nebo Ser, Ry, znamend Arg nebo
Ser, Rag znamena Gln nebo Arg, Rig znamena
Arg nebo Gly, Rygp znamena Ser nebo Ala,
R42 znamena Phe, Ala nebo Val, Ry, znamena
asn nebo Arg, Ry, znamena Val nebo Leu,
pricemz bud a) R, ma substituci typu
calfaye, nebo N21f2Me nebo b) Ry, a/nebo
Ry3 znamena D-Leu nebo ¢) Rgg znamena
D-Glu nebo D-Asp, pricemz navic je moZno
vynechat néktery ze 2bytkl Rgs, Rg3=Ryy.
Ry2-Re3-Ryq, Rao~Arg-Rez-Re3~Raygs
R39-R4o~Arg-Ry3-R43-Ryey4,

R3g"R39~R40=Arg-R43-Re3~Rey:
Glu=R3g-R39~R4o=Arg-Ry3-R43-Ry4q,
Gln-Glu-Rgs-Rgg-R4o'Arg"R4 2"R43"R44 '
Asn-Gln=-Glu=R3g=R3g9~R4g~Arg=Ry5-R44=Ry4,
R44-AsSN-Gln=Glu=R4g=R39~R4q=Arg-R,5-Ry4~
“Rgq, Glu—R34-Asn-Gln—Glu—R34-Asn-Gln-Glu-
~R3g~R39~R40~Arg=Ry3-R43~Ry4.
Gln-Gln-Gly-Glu-R4,4~Asn-Gln-Glu-Ryg-Ryg=
“R40=Arg=Ry5-R43-Rq4.

zpﬁso?u jejich vyroby a farmaceutickych
prgstredku pro uvoliiovani rustového hormonu
s jejich obsahem.
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Peptidy, zpusob jejich vyroby a farmaceutické prostfedky s je=
jich obsahem

Oblast vynalezu

Vyndlez se tykd peptida, které ovliviiuji funkci hypofyzy
“u 1lidi i jinych Zivo&ichi. Jde zvlasté o peptidy, které podporuji
uvolnéni rustového hormonu z hypofyzy. Vyndlez se také tykd zpua-
sobu vyroby téchto peptidi a farmaceutickych prostrfedkid s jejich
obsahem. :

Dosavadni stav techniky

Fysiologové dlouho védéli, Ze hypothalamus ¥idi sekrecni
funkci adenohypofyzy tak, Ze produkuje zvlastni latky, které pod-
poruji nebo brzdi vyméSovani jednotlivych hormonu hypofyzy. V ro-
ce 1982 byl izolovadn z extraktl nddoru 1lidské slinivky b¥isni
faktor, ktery uvolnuje rustovy hormon (hpGRF), tato latka byla
¢isténa, charakterizovdna, syntetizovdna a vyzkouSena a bylo pro-
kdzano, Ze podporuje uvoliiovdni riastového hormonu hypofyzou. Mi-
moto byly syntetizovdny a charakterizovany také dalsi obdobné
faktory, a to krysi faktor, uvolfiujici ristovy hormon (rGRF)
a odpovidajici faktor z vepre (pGRF).

Nyni byly syntetizovdny nové polypeptidy, které uvoliuji
ristovy hormon 2z banék hypofyzy, péstovanych v tkanové kulture,

tyto peptidy alespori ¢astec¢né odoldvaji rozkladu enzymu v Zivo-

¢isném organismu. Uvedené peptidy splnuji alespori jeden z nasle-
dujicich poZadavku: :

a) zbytek v poloze 1 je substituovan bud zpisobem NalfaMe,
nebo c2lfaye, - ;‘ S

b) D-Leu je v poloze 17 a/nebo Vv polozé 23 a/nebo

¢) D=Glu nebo D-Asp se nachdzi v poloze 25.

Peptidy mohou spliiovat véts$i pocet téchto poZadavkia, musi
vSak spliiovat alespori jeden z nich. Zbytkem v poloze 1 miZe byt

Tyr, D-Tyr, Met, Phe, D-Phe, pCl-Phe, Leu, His a D-His (tento

zbytek miZe nést methylovou skupinu bud v poloze alfa na uhli-
kovém atomu, nebo na alfa-aminoskupiné). Peptidy obvykle obsahuji
D-Alfa vV poloze 2 a/nebo D-Asp v poloze 3 a/nebo D-Arg nebo
D-Sex v poloze 8 a/nebo D-Tyr Vv poloze 10 a/nebo D-Alfa v poloze
15. Peptidy s vyhodou jsou substituovany také skupinami D-Met,
Nle nebo Nve misto Met v poloze 27.

Farmaceutické prostrfedky mohou obsahove® analogy, vyrobené
zpusobem podle vyndlezu o délce 28 aZ 44 zbytkh aminokyselin nebo
netoxické soli téchto zbytka ve formé disperze v kapaliné, prija-
telné z farmaceutického nebo veterindrniho hlediska nebo v pevném
nosidi. Takto ziskany prostfedek je moZno pouzit v klinickém lé-

karfstvi, a to v lidském a veterindrnim lékarstvi k lécebnym uce-

lim a také k Uc¢elum diagnostickym. Slouc¢eniny je moZno uZit
k urychleni rustu  teplokrevnych  Zivoé¢ichi  vcéetné dribeze
a v zemédélstvi i k urychleni ruastu studenokrevnych Zivocichq,
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napr¥iklad ryb a podobné.

Nomenklatura pro nové peptidy byla uZita podle publikace
Schroder a Lubke "The Peptides", Academie Press (1965) tak, Ze
v souladu s bézZnym ndzvoslovim se aminoskupina na N-termindlnim
zakon¢eni nachdazi na 1levé strané a karboxylova skupina na
C-termindlnim zakonéeni se nachdzi na pravé strané. U prirodnich
aminokyselin se rozumi témito kyselinami p¥irozené se vyskytujici
1latky, které se nachdzeji v bilkovinach, a to Gly, Ala, Val, Leu,
Ile, Ser, Thr, Lys, Arg, Asp, Asn, Glu, Gln, Cys, Met, Phe, Tyr,
Pro, Trp a His. Nle 2znamend norleucin a Nva znamend norvalin.
V pripadé, Ze zbytek aminokyseliny m& isomerni formy, rozumi se
vZdy L-forma, neni-li vyslovné uvedeno jinak. -

Podstata vynalezu

Predmétem vyndlezu jsou peptidy obecného vzorce I
Rl"Rz"R3 "Ala“Ile"Phe-Thr“Rs‘ser"Rl O'Arg"Rlz-Rl 3 -LQU"Rls‘Gln-Rl 7=
Rls"Ala"’Arg-Lys"’Leu"Rz 3 ""Rz 4‘R25"Ile"R2 7 -Rz 8"Arg-Gln-Gln—G’ly-Glu"
R3 4"ASH'G1H"G1U"R3 8‘”R3 9"R4 o"‘Arg"R4 2"R43 -R44

(1)
kde

R, znamenid Tyr, D-Tyr, Met, Phe, D-Phe, pCl-Phe, Leu, His nebo

D-His, pfi substituci typu c21f3Me nebo N21f3Me nebo
bez substituce, '

Ry znamend Ala nebo D-Ala,

Ra znamend Asp nebo D-Asp,

Rg znamend Ser, Asn, D-Ser, nebo D-Asn,
Ryo 2namend Tyr nebo D-Tyr,

R,, znamend Arg nebo Lys,

R,;3 2namena Ile nebo Val,

R,5 2namend Gly nebo D-Alfa,

Ri7 znamena Leu nebo D-Leu,

R,g 2znamena Tyr nebo Ser,

Rgys znamend Leu nebo D-Leu,

Roy znamena His nebo Gln,

Rog znamend Glu, Asp, D-Glu nebo D-Asp,

Ry9 znamend Met, D-Met, Ala, Nle, Ile, Leu, Nva nebo Val,
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Ryg znamena Asn nebo Ser,
Ry, 2namena Arg nebo Ser,
Rig znamend Gln nebo Arg,
Ryg 2namena Arg nebo Gly,
Ryo znamena Ser nebo Ala,
Ry, 2znamena Phe, Ala nebo val,
Ry3 2znamena Asn nebo Arg,
Ryy znamend Val nebo Leu,

za predpokladu, Ze bud

a) R, mi substituci typu éalfaMe, nebo N21fame nebo
b) Ry, a/nebo R, znamend D-Leu nebo

c) st‘znamené D=Glu nebo D-Asp,

priéemZ navic je moZno vynechat néktery ze zbytkﬁ
LYY

Ry37Ryy:

Ra2Rq3-Rayq.

Arg=Ry3=R43=Ryy.

Ryg=Arg=Rgz=R43 R4y,

R39=Ryo=Arg~Ry3=Ry3=Ryy.
R3g~R39~R40~Arg-=Ry3~Ry3 Ry,
Glu-R3g=R39=R40=Arg-Ry3~R43-Reyqs
Gln=Glu-R3g=R39-Ryo-Arg=Ry3~Rq3 R4y,
Asn-Gln-Glu-R;g~R4g=Ryq=Arg-Ry5-R43-Ryy,

R, ,~ASN-Gln-Glu-Ryg-Ryq-R,0-ATg-Ry5=Ry3-Ryy s
Glu~R4,-ASn-G1ln-Glu-R;g-R3g-Rsq=Arg=Rg,=Rs3=Ryy4,
Gly-Glu-R;,=Asn=-Gln-Glu-R3g=R49=Ryg=Arg-R,5-R43-Ry4,
G1ln-Gly-Glu-R;,=Asn-Gln-Glu-R3g-R39=R4q=Arg=Ry5=R43=Ry,,

Gln-Gln-Gly-Glu“R3 4 "Asn‘G‘ln‘Glu"R3 8 -R3 9"R4 O-Arg"R4 2-R4 3 "R4 4 .
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Podstatu vyndlezu tvori také zplsob vyroby téchto peptidd,
ktery spocivd v tom, Ze se

i) navdze N-termindlni aminokyselina, chrédnénd terc.butoxy-
karbonylovou skupinou na -NH- benzhydrylaminové pryskyrici
nebo se :

ii) ochrannd terc. butoxykarbonylovd skupina od$tépi a postupné
se navdzi Jjednotlivé aminokyseliny v mnoZstvi 1 aZ 2 mmoly
aminokyseliny, chrdnéné terc. butoxykarbonylovou skupinou, na
1 gram pryskyfice v methylenchloridu, dimethylformamidu nebo
ve smési téchto rozpoustédel za vzniku slouceniny obecného
vzorce II s alespori jednou ochrannou skupinou ‘

x1"R (X nebo X2-R,-R;(X3)-Ala-Ile-Phe-Thr(R*)-Rg(x? nebo x°)-
~ser(x4)~Ryo(X2)~Arg(x8)-R;,(X® nebo X’)-Rqj-Leu-R;5-Gln(X°)-
-Rl7—R18(x2)-Ala~Arg(X6)-Lys(x7)-Leu—R23-R24-(x nebo X5)-R25(X3)-
~Ile-Ry;=Rog(X* nebo x3)-arg(x®)-G1n(x°)-¢in(¥°)-6ly-Glu(x>)-
-R34(X4 nebo X6)-Asn(Xs)-Glh(Xs)-Glu(X3)-R38(X5 nebo X6)-
“Ryq(X8)-R, o (X4)-Arg(X8)-R, =Ry (X5 nebo x®)-R,,-NH-pryskyEice,

(1I1)
kde

x1 znamena atom vodiku nebo ochrannou skupinu na £ -aminoskupiné,

X2 znamend atom vodiku nebo ochrannou skupinu na fenolové
hydroskupiné Tyr,

x3 znamena atom vodiku nebo ochrannou skupinu na karboxylové
skupiné Asp nebo Glu,

X4_ znamend atom vodiku nebo ochrannou skupinu na alkdholové
hydroskupiné Thr,

X® znamend atom vodiku nebo ochrannou skupinu na alkoholové
hydroskupiné Ser,

x® znamena atom vodiku nebo ochrannou skupinu na guanidinové
skupiné Arg,

X’ znamena atom vodiku nebo ochrannou skupinu na aminoskupiné
Lys postranniho retézce, '

X znamend atom vodiku nebo ochrannou skupinu na dusikovém atomu
imidazolové skupiny His,
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iii) ods&tépi se ochranna skupina nebo ochranné skupiny za
slouéeniny obecného vzorce II za vzniku peptidu obecného
vzorce: I nebo Jjeho biologicky aktivniho fragmnentu a
popripadé se

iv) prevede vysledny peptid na svou netoxickou adiéni sal.

. Dale budou probrany moZné a vyhodné vyznamy Jjednotlivych
ochrannych skupin.

x1 znamena atom vodiku nebo ochrannou skupinu na & -aminoskupiné.
Bé3i o ochranné skupiny, které se bézné uzivaji_pri postupné syn-
téze polypeptidil. Ochranné skupiny ve vyznamu X~ je moZno zaradit
do nékolika skupin, a to

1) aromatické ochranné skupiny typu urethanu, napriklad fluore-
nylmethyloxykarbonyl (FMOC), benzyloxykarbonyl (Z) a substi-
tuované Z, napriklad p-chlorbenzyloxykarbonyl,p-nitrotrobenzy-
loxykarbonyl, p-brombenzyloxykarbonyl a p-methoxybenzyloxy-
karbonyl,

2) ochranné skupiny typu alifatického urethanu, napfiklad terb
- butyloxykarbonyl (BOC), diisopropylmethyloxykarbonyl,isopropy-
loxykarbonyl, ethoxykarbonyl, allyloxykarbonyl a

3) ochranné skupiny typu cykloalkylurethanu, napfiklad cyklo-
pentyloxykarbonyl, adamantyloxykarbonyl a cyklohexyloxykarbo-
nyl.

Vyhodnou ochrannou skupinou na d»—aq}noskupiné je BOC, a to
i v pripadé, Ze v poloze 1 se uZije N~ Me-substituovaného zbyt-.

- ku. -

X . znamenda atom vodiku nebo ochrannou skupinu pro imidazolovy
dusikovy atom aminokyseliny His, napriklad Tos.

x2 je ochrannd skupina pro fenolovou hydroxylovou skupinu Tyr,
napfiklad tetrahydropyranyl, terc. butyl, ¢trityl, Bzl, CBZ,
4br-CBZ a 2,6-dichlosbenzyl (DCB). Vyhodnou ochrannou skupinou je
2,6=-dichlorbenzyl, X“ miZe také zmamenat atom vodiku, coZ zname-
na, Ze se na zbytku aminokyseliny v této poloze nenachadzi Zadna
ochranna skupina.

X3 znamena atom vodiku nebo vhodnd ochranna skupina,vytvarejici
ester s karboxylovou skupinou Asp nebo Glu, naprikad benzyl
(oBzl), 2,6=dichlorbenzyl, methyl a ethyl.

x4 je vhodnd ochrannd skupina pro hydroxylovou skupinu Thr nebo
'Ser, napr¥iklad acetyl, benzoyl, terc.butyl, trityl, tetrahvdro-
pyranyl, %zl, 2,6-dichlorbenzyl a CBZ.Vyhodnou ochrannou skupinou
je Bzl. X* muZe znamenat také atom vodiku, v tomto pripadé se na
hydroxylové skupiné nenachdzi Zadnd ochrannad skupina.

X° znamena atom vodiku nebo vhodnou ochrannou skupinu na postran-
nim Fetézci amidoskupiny - Asn nebo Gln. S vyhodou béZi o xanthyl
(Xan).
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X® znamend vhodnou ochrannou skupinu pro guanidinovou skupinu. .
Arg, napriklad nitroskupinu, skupinu Tos, CBZ, adamantyloxykarbo-
nyl a BOC, nebo znamend vodik atom vodiku.

X7 znamena vodik nebo vhodnou ochrannou skupinu pro aminoskupinu
Lys. Vhodnou aminoskupinu chrdnici ochrannou skupinu je napriklad
2=-chlorbenzyloxykarbonyl (2-Cl-Z), Tos, t-amyloxykarbonyl a BOC.

%8 znamena atom vodiku nebo vhodnou ochrannou skupinu na postran-
nim fetézci ve svrchu uvedeném vyznamu.

Met miZe byt popripadé chréanén atomem kysliku, s vyhodou
vSak chranén neni.

Volba ochrannych skupin pro postranni fetézec neni kriticka
aZz na to, Ze je zapot¥ebi volit takovou skupinu, kterd neni od-
stranéna v prubéhu odstrafovdani ochranné skupiny na « -amino-
skuplne p¥i syntéze. Pro nékteré amlnokyseliny, napriklad His,
neni zapotrebl obvykle uZit po ukonc¢eném navazani ochrannou sku-
pinu nebo maZe jit o tutez ochrannou skupinu.

%2 znamena vhodnou ochrannou skupinu na C-termindlni karboxylové
skupiné, napriklad skupinu X°, tvofici ester nebo bézi o zakotvu-
jlci vazbu p¥i syntéze na pevné fazi, slouéisi k vazbé na prysky-
fici jako pevnou podloZku, nebo béZi o des=-X’, v tomto p¥ipadé ma
zbytek na C-termindlnim zakoncéeni karboxylovou skupinu Y, jak jizZ
bylo uvedeno. V pripadé, Ze se uZije jako pevna podloZka prysky-
rice, je i tato pryskyrfice v sSirsim smyslu uvazZovana jako ochran-
nd skupina a vznikd tedy seskupeni -O-CH2~pryskyfice jako podlozZ-
ka, =NH-benzhydrylamin (BHA) pryskyr¥ice Jjako podloZka nebo
-NH-paramethylbenzhydrylamin (MBHA)-pryskyrice jako podlozZka.
V pripadé, Ze je poZadovdn nesubstituovany amid, je vyhodné po-
uziti BHA nebo MBHA pryskyfice, protoZe odstépenim vznikd pF¥imo
amid. V pripadé, Ze je poZadovédn N-methylamid, je mozZno jej zis-
kat z N-methyl BHA-pryskyfice. V pripadé, Ze jsou pozadovany jiné
substituované amidy nebo Jjiné skupiny neZ volnd kyselina na
C-termindlnim zakoncéeni, mGZe byt vyhodné syntetizovat peptid
klasickym zpusobem tak, jak je popsdno v publikaci Houben-Weyloveé

Ve wvzorci meziprgduktu je alespon jedna skupina X ochranna
skupina nebo skupina X° zahrnuje prysky¥ici jako podlozZku. Zpuso-
bem podle vyndlezu je tedy moZno ziskat peptid tak, Ze se

a) vytvori meziprodukt peptidu s alespori jednou ochrannou skupi-
nou obecného vzorce II:

x!-R; (X nebo  X2)-R,-R3(X5)-Ala-Ile-Phe-Thr(x*)-Rg(Xx* nebo
x%)-ser(x*)-Tyr(x2)-Arg(x%)-R, ,(x® nebo X7)-R;;-Leu-Gly-
-G1n(X5)-Ry;-R, g (%2)-Ala-Arg(X®)-Lys(x7)-Leu-R,5-R,5(X nebo
X°)-R,y5(X3)-Ile~Ry7-Rog(X* nebo x3)-arg(x%)-¢in(x3)-cin(x5)-
-Gly-Glu(x3)-R3,(x* nebo x8)-asn(x5)-61n(x5)-c1u(x3)-Ryg(x5

nebo X%)-Ryq(X%)-Ryq(X*)-Arg-(X5)-Ry,-Ry5(X® nebo x6)-
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-Ry 4 (x8)-%x°

kde x, x%, x2, x3, x%; x5, x5, x7 a %8
znamena atom vodlku nebo ochrannou skupinu a X° znamena
ochrannou skupinu nebo zakotvujici skupinu pro pryskyrici
jako podloZku nebo des-X9, v tomto p¥ipadé je zbytkem na
C-termindlnim zakoné¢eni karboxylova skupina Y,

b) oditépi se ochrannd skupina, ochranné skupiny nebo zakotvujici
vazba peptidu obecného vzorce II a

c) popripadé se prevede vysledny peptid na nékterou ze svych
netoxickych soli. :

PFi volbé urcéité ochranné skupiny na postrannim’fetézci pri
syntéze peptidld Jje zapotfebi zachovdvat nésledujici vsSeobecna
pravidla: '

a) ochranna skupina si md& uchovavat své ochranné vlastnosti
a nema byt odstépena pri vazbé dalsiho zbytku,

b) ochrannad skupina md byt stidld k uzitym reakénim ¢inidlim
a s vyjimkou Xan s vyhodou stald za reakc¢nich podminek, zvolenych
pro odstranéni ochranné skupiny na « -aminoskupiné v kazdém
stupni postupu a

c) postranni ochranné skupiny musi byt moZno odstranit po
ukonéeni postupu za ziskdni vysledného peptidu s obsahem poZado-
vaného sledu aminokyselin tak, 2Ze v prubéhu odstrarfiovani nedojde
k neZddoucim zméndm v peptidovém retézci.

v prlpade, Ze se peptldy nepripravuji technologll s pouzitim
rekombinantni DNA, prFipravuji se s vyhodou p¥i pouziti syntézy na
pevné fazi, naprlklad zpusobem podle publikace Merrifield, J. Am.
CHem. Soc., 85, str. 2149 (1963), prestoZe je moZno u21t také
dalsich ekvivalentnich chemickych zpusobl tak, jak byly svrchu
uvedeny.

Syntéza na pevné fazi se zadind od C-termindlniho zakonceni
peptidu tak, Ze se navdZe chranénd « -aminokyselina na vhodnou
pryskyfici. Tento vychozi materidl je moZno pripravit tak, Ze se
spoji chranénd « -aminokyselina esterovou vazbou s chlormethylo-
vanou pryskyrici nebo hydroxymethylovanou pryskyrici nebo amido-
vou vazbou na pryskyfici BHA nebo na pryskyrici MBHA. Vyroba
hydroxymethylované pryskyrice 3je popsdna Vv publikaci Bodansky
a dal$i, CHem. Ind. (Londyn) 38, 1597-98 (1966). CHlormethylované
pryskyrice se béiné doddvaji (Bio Rad Laboratories, Richmond,
California a Lab. Systems, Inc.). Vyroba pryskyfice tohoto typu
je popsdna v publikaci Stewart a dalsi, "Solid Phase Peptide
Synthesis", Freeman a Co., San Francisco 1969, kapitola 1, strany
1 aZ 6. Pryskyrice BHA a MBHA se také bézZné dodavaji a obvykle se
uzivaji pouze v tom pripadé, Ze pozZadovany peptid mé& byt synte-
tizovan jako nesubstituovany amid na C-termindlnim zakonceni.

C-termindlni aminokyselina, tj. Asn, chridnénd BOC a Xan, mi-
Ze byt nejprve navdzdna na chlormethylovanou pryskyrici zpasobem
podle publikace Chemistry Letters, K. Horiki a dals$i, 165 aZ 168
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(1978), p¥i pouZiti KF v dimethylformamidu p¥i teploté 60°C po
dobu 24 hodin za stdlého michédni v p¥ipadé, Ze md byt ziskédn pep-
tid s 43 zbytky. Po navAdzadni aminokyseliny, chrédnéné BOC na prys-
kyfici Jjako podlozku, se odstrani ochrannd skupina na « =-amino-
skupiné, napfiklad pouzitim kyseliny trifluoroctové (TFA) v
methylenchloridu nebo samotné kyseliné trifluoroctové. Odstranéni
ochranné skupiny se provadi p¥i teploté mistnosti. K odstépeni je
moZno uzit také jinych béZnych éinidel, napfiklad kyseliny chlor-
vodikové v dioxanu, uZivad se podminek, specifickych pro odstra-
néni Jjednotlivych ochrannych skupin na « -aminoskupiné tak, jak
byly popsany v publikaci Schroder a Lubke,"The Peptides", 1, str.
72 az 75 (Academic Press 1965).

Po odstranéni ochranné skupiny na «* -aminoskupiné se zbyva-
jici aminokyseliny, chrdnéné na < —-aminoskupiné a na postrannim
retézci postupné navazuji v poéadovaném sledu za vzniku svrchu
uvedeného meziproduktu nebo je také moZné postupovat tak, Ze se
nékteré amlnokysellny navazi navzajem pred pridénim celeho krat-
$iho fetézce Xk navdzané ¢asti na pevné fazi. Volbu prislusného
¢inidla miZe provést kaZdy odbornik. Zvlasté vhodnym reakénim ¢&i-
nidlem pro toto pouZiti je N,N’-dicyklohexylkarbodiimid (DCCI).

Aktivaéni ¢&inidlo, uzZivané pri syntéze na pevné fazi, je
mozZno volit 2z dobre znamych ¢inidel v chemii peptida. Prikladem
vhodnych aktiva¢nich reakénich ¢inidel jsou karbodiimidy, napr¥ik-
lad N,N’-diisopropylkarbodiimid a N-ethyl=N’-(3-dimethylaminopro-
pyl)=-karbodiimid. Je moZno uZit také dalsi aktivacéni reakéni
¢inidlo, tato ¢inidla a jejich pouzZiti pri vazbé peptidlu byla
popsdna v publikaci Schroder a Lubke tak, jak byla svrchu uvede-
na, kapitola III a v publikaci Kapoor, J.Phar. Sci. 59 strany 1
az 27 (1970).

Kazdad chranénd aminokyselina nebo sled aminokyselin se pri-
vddi k vazbé na pevnou fazi, ve &tyrndsobném nebo jesté vétsim
prebytku, vazbu je moZno provést v prostredi smési dimethylforma-
midu a methylendichloridu v poméru 1 : 1 nebo Vv samotném di-
methylformamidu nebo methylendichloridu. V pripadé, 2Ze dojde
k neuplné vazbhé, opakuje se postup pred odstranénim ochranné sku-
piny na K -aminoskupiné a pred navdzadnim nasledujici aminoskupi-
ny. Uspéch vazby v kaZdém stupni syntézy, provaddi-li se manudlné
se s vyhodou ovéruje, ninhydrinovou reakci tak, jak byla popséna
v publikaci E. Kaiser a dals$i, Anal. Biochem. 34, 595 (1970).
Vazbu je moZno také provadét automaticky, nap¥iklad automatickym
syntetizdtorem (Beckman 990), 2zplisob byl popsan v publikaci
Rivier a dalsi, Biopolymery, 1978, 17, strany 1927 aZ 1938.

Po ziskdni dplného poZadovaného sledu aminokyselin je moZno
peptid, =ziskany jako meziprodukt, odstranit 2z pryskyrice jako
podloZky pusobenim ¢inidla, nap¥iklad kapalného fluorovodiku,
ktery nejen odstépi peptid z pryskyrice, ale také od&tépi veskeré

zbyvajici ochranné skupiny na postrannim Fetézci X, Xz, X3, X4,

x5,x5, x7 a x® a x8a x° jako zakotvujici vazbu, jakoZ i ochrannou
skupinu X* na « -aminoskupiné, v p¥ipadé, Ze byla pouZita, &imz
se ziskd vysledny peptid ve formé volné kyseliny. V pfipadé Ze ve
sledu se vyskytuje Met, odstrani se s vyhodou nejprve ochranna
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skupina BOC pouZitim smési kyseliny trifluoroctové a ethandithio-
lu pfed odstépenim peptidu z pryskyfice kyselinou fluorovodikovou
k vyloudeni potencidlni S-alkylace. V pripadé, Ze se k odsStépeni
uzije fluorovodik, dopliiuje se reakéni smés anisolem a methyl-
ethysulfidem jako latkami, které na sebe vaZi vedlejsi produkty.

Vynalez bude osvétlen ndsledujicimi pfiklady, které popisuji
vyhodné zplsoby provedeni metody na pevné fézi za ziskani vysled-
ného peptidu. Je samozrejmé, Ze syntéza odpovidajiciho kratsiho
fragmentu peptidu se provadi stejnym zpisobem tak, Ze se prosté
vynechaji pfislusné aminokyseliny, je vsak pravdépodobné, Ze bio-
logicky aktivni fragmenty by mély obsahovat svrchu uvedeny sled
priléhajici k N-termindlnimu zakonceni. ’

Priklad 1

Syntéza peptidu vzorce [NJ” MeHisl]/rhGRF~(1~43)—OH, podrob-
néji vypséano : _

N°°MeHis-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser=Ser-TyrwArg—Arg-IlenLeumGlyn
-Gln-Leu—Tyr»Ala-Arg=Lys-Lequeu—HiSGGlunIlewMet-AsnwArguGlanln=
-Gly-Glu~Arg=-Asn-Gln-Glu-Gln-Arg-Ser-Arg-Phe-Asn-0H

se provadi postupné pfi pouziti syntetizdtoru peptidu (Beckman
990) na chlormethylované pryskyfici se substituci pfiblizZné 0,1
az 0,5 mmol/g pryskyfice. Navézani BOC-Asn(Xan) na pryskyfici se
provadi zpusobem, popsanym ve svrchu uvedené publikaci Chemistry
‘Letters pri pouziti fluoridu draselného v dimethylformamidu pri
teploté pfibliZné 60 °C po dobu 24 hodin za stdlého michéni, vy-
sledkem je substituce pfibliZné 0,35 mmol Asn na gram pryskyrice.

Po odstranéni ochrannych skupin a po neutralizaci se postup-
né buduje na pryskyfici peptidovy fetézec. Odstranéni ochrannych
skupin, neutralizace a pridani kaZdé dal$i aminokyseliny se pro-
vadi zplsobem, ktery byl podrobné popsén v publikaci Rivier J. J.
Amer. Chem. Soc., 96, 2986 aZ 2992 (1974). VSechna pouZita roz-
poustédla se peélivé zbavi plynd promytim inertnim plynem, na=-
pFiklad heliem nebo dusikem, aby byla jistd nep¥itomnost kysliku,
pri niz by mohlo dojit k neZadouci oxidaci siry ve zbytku Met.

Odstranéni ochrannych skupin se s vyhodou provadi podle na-
sledujiciho schéma A.

Sch é m a A

Reakéni éinidla Doba miseni (min.)

1. 60 % kyselina trifluoroctova ‘ 10
s 2 % ethandithiolu

2. 60 % kyselina trifluoroctova 15
" s 2 % ethandithiolu

3. IPA s 1 % etandithiolu 0,5

4. 10 % Et3N v methylendichloridu 0,5
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5. methanol : - 0,5

6. 10 ¥ Et;N v methylendichloridu . 0,5
7. methanol (dvakréat) 0,5
8. methylendichlorid (dvakrat) 0,5

Navazani dals$ich aminokyselin se provaddi podle nasledujiciho
schématu B:

Schénmna B

Reakéni ¢inidla Doba miseni (min.)
9. DCCI. -

10. Boc=-aminokyselina . 50 az 90
11. methanol (dvakrat) 0,5

12. methylendichlorid (dvakrat) . 0,5

13. 3M Ac,0 Vv methylendichloridu ’ 15,0

14. methylendichlorid ‘ 0,5 
15. methanol | o 0,5

16. methylendichlorid (dvakrat) 0,5

Uzivd se 1 aZz 2 mmol aminokyseliny, chranéné BOC-v methylen-
chloridu na 1 g pryskyfice a mimoto 1 ekvivalent 1,0M DCCI
v methylenchloridu po dobu 2 hodin. Po navadzani BOC-Arg (TOS) se
uzije smés 50 % dimthylformamidu a 50 % methylenchloridu. Bzl ve
formé etheru se uzZije jako ochrannd skupina pro hydroxylovou sku-
pinu postranniho retézce Ser a Thr. Amidoskupina Asn nebo Gln se
chrdni Xan v pfipadé, Ze se uzZije dicyklohexylkarbodiimidu jako
&¢inidla pro vazbu. Je také mozZno uzZit P-nitrofenylester (ONp) k
aktivaci karboxylového zakonceni Asn nebo Gln, a napriklad je
moZno pres noc navdzat BOC-ASn (ONp) pr¥i pouzZiti jednoho ekviva-
lentu HOBt v 50 % smési dimethylformamidu a methylenchloridu
v tomto pripadé neni zapot¥ebi pridavat dicyklohexykarbodiimid.
2=chlorbenzyloxykarbonyl (2Cl-Z) se uZije jako ochrannd skupina
pro postranni retézec Lys. TOS se uZije k ochrané guanidinové
skupiny Arg a k ochrané dusikového atomu imidazolového zbytku His
a karboxylovad skupina postranniho retézce Glu nebo Asp se chrani
OBzl. Fenolovd hydroxylovd skupina Tyr se chrani 2,6-dichlor-
benzylovou skupinou (DCB). Na konci syntézy se ziskd nasledujici
sloucdenina:

BOC-N % MeHis(X)-Ala-Asp(X3)-Ala-Ile-Phe-Thr(x%)-ser(x?)-ser(x%)-
-Tyr(X2)-arg(x®)-Arg(x®)-Ile-Leu-Gly-G1ln(X?)-Leu-Tyr(x2)-Ala-

~-Arg(X®)-Lys(X7)-Leu-Leu-His(X)-Glu(X3)-Ile-Met-Asn(X>)-Arg(x®)-
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-G1n(x%)-¢1n(x%)-c1ly-Glu(x3)-Arg(x®)-asn(x3)-cin(x3)-clu(x3)-

-G1n(x%)-Arg(x®)-ser(x?)-arg(x®)-Phe-Asn(x)-x°

kde

X znamena Tos,‘

x2 - znamené DCB

x3 znamend Obzl,

x4 znaméné Bzl,

x5 znamend Xan,

x® znamena Tos

x/ znamena 2Cl-Z a

x2 - znamena -O-CH,-pryskyfice jako podloZka.

Xan je moZno casteéné nebo uplne odstranit pUsobenim kyseli-
ny trifluoroctové, kterd se uzZije k odstranéni ochranné skupiny
na % =aminoskupiné.

K odstepenl peptldu z pryskyrice a k odstranéni ochrannych
skupin se uZije smési 1,5 ml anisolu, 0,5 ml methylethylsulfidu
a 15 ml kyseliny fluorovodlkove nalg komplexu peptidu a prysky-
tice p¥i teploté =20 °c po dobu 1/2 hodiny a potom p¥i teploté
0 °c 1/2 hodiny. Po odstranéni fluorovodiku ve vysokém vakuu se
zbytek pryskyrice a peptidu promyvd stridavé bezvodym diethyl-
etherem a chloroformem a potom se peptid extrahuje 2N vodnym roz-
tokem kyseliny octové, zbavenym plynu a odde11 se od pryskyrice
filtraci.

Odstepeny peptid, zbaveny ochrannych skupin se potom roz-
pusti v 0 aZ 5 % kyseliné octové a c1st1 se naprlklad filtraci na
gelu Sephadex G=50.

Potom se peptid déle ¢isti preparativni nebo semi-prepara-
tivni vysokotlakou kapalinovou chromatografii zplsobem podle
publikace Rvivier a dalsi, Peptides: Structure and Biologi-
cal Function (1979), strany 125 aZ 128 a Marki a dalsi, J.
Am. CHem. Soc. 103, 3178 (1981). Sloupce (Waters Associates prep
LC-500) se plni 15 aZ 20 Clg-kysllcnikem kfemic¢itym (Vydac
300A). Gradient CH,CN v TEAP se vytvori pfistrojem (Eldex) tak,
jak bylo popsano v publlka01 Rivier J., J. Lig. CHromatography
1, 343-367 (1978). CHromatografické frakce se peclivé sleduji
vysokotlakou kapalinovou chromatografii a spojuji se pouze frakce
s dostatednou &istotou. Odstranéni soli z ¢isténych frakci se do-
sahuje pouzitim gradientu CH4CN v 0,1 % kyseliné trifluoroctové.
Stredni cast se potom lyoflllzuje, ¢imZz se ziskd poZadovany pep-
tid, jehoZ ¢&istota muZe byt vyssSi nez 98 %.

Syntéza se opakuje pri pouziti pryskyrice MBHA, ¢imZ se zis-
k4 stejny peptid s amidovanym C-termindlnim zakoncenlm, postupuje
se zplsobem, popsanym v publikaci Vale a dals$i, US patentovy spis

~

¢. 4 292 313, ¢imZ se navaZe Asn na pryskyfici MBHA.
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Priklad 2

_ Syntéza peptidl o 40 zbytcich o vzorci H-C%* MeHis-Ala-Asp-

~-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-GLy-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-
-Lys~Leu-Leu~His-Glu~Ile~-Met-Asn-Arg-Gln-Gln-Glu-Arg-Asn-Gln-Glu-
-Gln—-Arg-Scer-NH,

se provaddi postupné pri pouziti syntetizdtoru peptidu (Beckman
990) a prysky¥ice MBHA zpusobem ktery byl obecné popsdn Valem
a dalsimi v US patentovém spisu &. 4 292 313. PFi provadéni chro-
matografie na tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové chromatogra-
fii bylo prokdzano, Ze se ziskd v podstaté ¢isty peptid.

P¥iklad 3

Syntéza analogu rhGRF, to jest:
[N % Me-Metl,Leu?’]-rhGRF(1-43)-OH vzorce
N % MeMet-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-
-Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-~Leu-Leu-His-Glu-Ile-Leu-Asn-Arg-Gln-
=Gln=Gly-Glu-Arg-Asn-Gln-Glu-Gln-Arg-Ser-Arg-Phe-Asn-OH
se provadi postupné pri pouziti syntetizdtoru peptidd (Beckman
990) ~a chlormethylované pryskyf¥ice zpusobem, ktery byl obecné
popsan v prikladu 1. Podle vysledki chromatografie na tenké vrst-
vé a vysokotlaké kapalinové chromatografie se timto zplUsobem zis-
k& v podstaté ¢&isty peptid.
Priklad 4

Syntéza fragmentu analogu hpGRF, tj. .
[C % MePhe(4C1)']-hpGRF(1-32)-NH, vzorce
H-C % MePhe(4Cl)-Ala-Asp-Ala~Ile~Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-
-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala=-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Met-Ser-Arg-
=G1ln-Gln-Gly-NH,
se provddi postupné pri pouZiti syntetizdtoru peptidu (Beckman
990) na pryskyrici MBHA zplusobem, popsanym v prikladu 2. Podle
vysledkd chromatografie na tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové
chromatografie je tento analog v podstaté cisty.

Syntéza se jesté dvakrat opakuje, €imZ je moZno ziskat

[4C1-Phe1]-hpGRF(1-32)-NH2 a [N% MePhel]/hpGRF(1-32)-NH2.
Priklad 5
Syntéza fragmentu analogu hpGRF, tj.

[N o MeTyrl]-hpGRF(l-ZQ)-NHZ vzorce:
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N “’MeTyr-Ala-Asp-AlanIle=Phe—Thr=Asn~Ser~Tyr=Arq»Lys—Va1~Leu-
-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Met-Ser-Arg-NH,

se provadi postupné pfi pouziti syntetizdtoru peptidd (Beckman
990) na pryskyrici MBHA zpusobem podle pfikladu 2. Podle vysledku
chromatografie na tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové chroma-
tografie se timto zpusobem ziskd v podstaté cisty peptid.

Priklad 6
Syntéza fragmentu rhGRF, tj.
" [N % MePhel]-rhGRF(1-29)-NH, vzorce:

N % MePhe-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-
-Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His-Glu-Ile-Met-Asn-Arg-NH,

se provadi postupné pfi pouZiti syntetizdtoru peptidd (Beckman
990) na pryskyrici MBHA zpusobem podle p¥ikladu 2. Podle vysledku
chromatografie na tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové chroma-
tografie se timto zpusobem ziskd v podstaté Cisty peptid.

Priklad 7
syntéza [N% MeLeul,Ile27]-hpGRF(1-32)-NH, vzorce:

_N‘* MelLeu-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-
-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala~-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Ile-Ile-Ser-Arg~Gln-
"Gln"Gly"NHz

se provadi postupné pfi pouziti syntetizdtoru peptidd (Beckman
990) a pryskyrice MBHA zplUsobem podle prikladu 2. Podle vysledku
chromatografie na tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové chroma-
tografie se timto zpusobem ziskd v podstaté ¢isty peptid.

Priklad 8
Syntéza fragmentu analogu rhGRF,tj.
[c* Me(4Cl)1]-rhGRF(1-29)-NH, vzorce:

H-C % MePhe(4Cl)—Ala-Asp—Ala-IleePhe—Thr—Ser-éer-Tyr-Arg—Arg—Ile-
-Leu~-Gly-Gln-Leu~-Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His-Glu-Ile-Met-Asn-Arg-
se provaddi postupné p¥i pouziti syntetizdtoru peptidd (Beckman
990) na pryskyrici MBHA zpuisobem, popsanym v pfikladu 2. Podle
vysledkd chromatografie na tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové
chromatografie se timto zplisobem ziskd v podstaté cisty peptid.
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pPriklad 9
Syntéza fragmentu analogu rhGRF,tj.
[N % MeTyrl]-rhGRF(1-29)-NH, vzorce:

H-N % MeTyr-Ala—Asp-Ala-Ilé-Phe—Thr~Ser-Ser~Tyr—Arg-Arg-Ile-Leu—
-Gly-Gln~Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys—-Leu-Leu-His-Glu-Ile-Met-Asn-Arg-NH,

se provadi péstupne pri pouziti syntetizétoru peptida (Beckman
990) a pryskyfice MBHA zpusobem, popsanym v prikladu 2. Podle
vysledku chromatografie na tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové
chromatografle se tlmto zpusobem ziskd v podstaté cisty peptid.
Priklad 10
A d l - - 44-= 7 °

Syntéza [C* MeLeu™]-rhGRF-{Val®"-NH,] vzorce:
H-C ¥ MeLeu-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-
-Gly-Gln-Leu~Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His-Glu-Ile-Met-Asn-Arg-Gln-
-Gln-Gly-Glu-Arg-Asn-Gln-Glu-Gln-Arg-Ser-Arg-Phe~Asn-Val-NH,
se provad1 postupné pri pouz1t1 syntetizdtoru peptidi na prysky-

¥ici MBHA zpUsobem, popsanym v prikladu 2. Podle vysledkl chroma-

tografie na tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové chromatografle
se timto zpusobem ziskd v podstaté cisty peptid.
PFiklad 11 ' S

Syntéza peptidu’[fo MeTyrl, D-Le?3]-rGRF(1-43)1OH vzorce:
N * MeTyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-
-Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-D-Leu~His-Glu-Ile-Met-Asn-Arg-
-Gln=Gln~-Gly-Glu-Arg-Asn-Gln-Glu-Gln-Arg-Ser-Arg-Phe-Asn-OH
se provaddi postupné p¥i pouZiti syntetizdtoru peptidi (Beckman
990) na chlormethylované prysky¥ici se substituci pribliZné 0,1
aZ 0,5 mmol/g pryskyrice zpusobem, popsanym v prikladu 1.

Na konci syntézy se ziskd sloucenina vzorce:
BOC-N % MeTyr(X2)-Ala-Asp(X>)-Ala-Ile-Phe~Thr(x%)-ser(x*)-
-Ser(x4)-Tyr(x2)-arg(x%)-Arg(x8)-Ile-Leu-Gly-G1ln(X>)-Leu-Tyr(x2)-
-Ala—Arg(XG)-Lys(X7)-Leu-D-Leu—His(X)-Glu(x3)Ile-Met-Asn(X5)~
-arg(x5)61n(x5)-61n(x°)-Gly-G1lu(x3)~-Arg(x®)-Asn(x>)-c1ln(x3)-
-Glu(x3)-61n(x3)-Arg(x%)-ser-(x*)-Arg(x%)-Phe-asn(x>)-x°
kde

X2 znamena DCB,
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x3 znamena 0OBzl,

x4 znamena Bzl,

X2 znamena Xan,

x° znamena Tos,

x’ 2C1-7 a

x2 znamend -0-CH,-pryskyfice jako podlozZka.

Xan je moZno &asteéné nebo Uplné odstranit kyselinou tri-
fluoroctovou, Kkterd se uZije Xk odstranéni ochranné skupiny
z o —-aminoskupiny. '

_ Chranény peptid se odstépi, zbavi se ochrannych skupin
a éisti se obdobnym zpisobem jako v prikladu 1. Z éiétén?ch frak-
ci je moZno odstranit soli pouZitim gradientu CH,CN v 0,1 kyse=
1liné trifluoroctové. Stredni c¢ast se potom lyoflllzuje, imZz se
ziskd vysledny peptid, Jehoz éistota je vyssSi nez 98 %.

Syntéza se opakuje pfi pouZiti pryskyrice MBHA, ¢imZ se zis-
k& stejny peptid s amldovanym C-termindlnim zakoncenim zpusobem,

ktery byl obecné popsan Valem a dal$imi v US patentovém spisu
" 4 292 313 pro navazadni Asn na pryskyrici MBHA.

Q¢ o

Priklad 12
Syntéza amidového peptidu o 40 zbytcich [c% MeHisl,
D-Leu23.]-hpGRF(l-40)-NH2 vzorce:

H-C % MeHis-Ala-Asp-Ala~-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-
-Gly=Gln~Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-D~Leu-Gln-Asp-Ile-Met-Ser-Arg-
-Gln-Gln-Gly-Glu-Ser-Asn-Gln-Glu-Arg-Gly-Ala-NH,

se provadi postupné pri pouZiti syntetlzatoru peptidd (Beckman
990) na pryskyrlcl MBHA zpusobem, popsanym Valem a dalsimi v US
patentovém spisu 4 292 313. Podle vysledki chromatografie na ten-
ké vrstvé a vysokotlaké kapalinové chromatografie se timto zplso-
bem ziskd v podstaté cisty peptid.

Priklad 13
Syntéza [N & Me-Metl, D-Leu23,N1é27]-rGRF~(1-43)-OH vzorce:

N % MeMet-Ala-Asp-Alé-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leuu
" =Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-D-Leu-His-Glu~Ile~Nle-~Asn-Arg-
-Gln-Gln-Gly-Glu-Arg-Asn-Gln-Glu-Gln-Arg-Ser-Arg-Phe-Asn-0H

se provadi postupné pfi pouziti syntetizatoru peptida (Beckman
990) na chlormethylované pryskyfici zpusobem, ktery byl popsén
v prikladu 1. Podle vysledkd chromatografie na tenké vrstvé a vy-
sokotlaké kapalinové chromatografie se timto zplsobem ziska
v podstaté ¢isty peptid.
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Priklad 14 ' .

Syntéza fragmentu analogu, tj. [D-Leu23]-hpGRF(1-32)-NH2
vzorce:

H-Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-Gln
-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-D~Leu~-Gln-Asp-Ile-Met-Ser-Arg-Gln-Gln-
"‘GlY"NHz ‘ :
se provadi postupné pri pouziti syntetizdtoru peptidd (Beckman
990) na pryskyfici MBHA zpisobem, popsanym v prikladu 2. Podle
vysledkl chromatografie na tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové
chromatografie se timto zpusobem ziskd v podstaté ¢isty analog.
Uvedeny zpusob se jesté dvakrat opakuje, <¢imZ se ziska
(D-Leu2?,D-G1u25]-hpGRF(1-32)-NH, a [D-Leu?3,N1e?7]-hpGRF(1-32)-
"‘NH2 © ’

Priklad 15
Syntéza fragmentu analogu hpGRF, tj.
[D-Leu23,D—Aspzs,Nle27]/hpGRF(1.-29)—-NH2 vzorce:

H-Tyr-Ala=-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-
-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-D-Leu-Gln-D-Asp-Ile-Nle-Ser-Arg-NH,

se provadi postupné p¥i pouZiti syntetizatoru peptidu (Beckman
990) na pryskyfici MBHA zplusobem, popsanym v p¥ikladu 2. Podle
vysledku chromatografie na tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové
chromatografie se timto zplsobem ziskd v podstaté cisty peptid.
Priklad 16

syntéza [D-Leu?3,N1le-27]-rGRF(1-29)-NH, vzorce:

H-His-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-Gly-
-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-D-Leu~His~Glu-Ile-Nle-Asn-Arg-NH,

se provddi postupné pri pouZiti syntetizdtoru peptidi (Beckman

990) na pryskyrici MBHA zplsobem, popsanym v pfikladu 2. Podle .

vysledkld chromatografie na tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové

chromatografie se timto zpusobem ziskd v podstaté cisty peptid.
Syntéza se opakuje, ¢imZ se ziska

[D-Leul’.N1e27)-rGRF(1-29)-NH,.

Priklad 17
5yntéza [D—Glu25,Nle27]-hpGRF(l-29)—NHZ vzorce:

H-Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-
-Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-D-Glu-Ile-Nle-Ser-Arg-NH,
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se provadi postupné pri pouziti syntetizatoru peptidld (Beckman
990) na prysky¥ici MBHA zpusobem, popsanym v prikladu 2. Podle
vysledkl chromatografie na tenké vrstvé a vysokotlaké chromato-
grafie se timto zplusobem ziskd v podstaté cisty peptid.

PEiklad 18
syntéza [D-Glu2?®,Nle?7]-rGRF(1-29)-NH, vzorce:

HaHis=AlawAsp-Ala~Ile-PhewThr-SerwSer«TyrmArg—Arg-Ile-Leu«Glym
-Gln-Leu-Tyr-Ala=-Arg-Lys-Leu-Leu-His~D-Glu-Ile-Nle-Asn-Arg-NH,

se provadi postupné pri pouZiti syntetizatoru peptidd (Beckman
990) zpusobem, popsanym v pfikladu 2. Podle vysledkl chromatogra-
fie na tenké vrstvé a vysokotlaké chromatografie se timto zpuso-
bem ziskid v podstaté cisty peptid.

Priklad 19
Syntéza [D-Tyrl, D-Leu23]pGRF(1-=44)-=NH2 vzorce:

H-D-Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe~Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg~Lys-Val-Leu-Gly-
Gln-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-D-Leu-Gln~Asp-Ile-Met-Ser-Arg-Gln-
-Gln-Gly-Glu-Arg-Asn-Gln-Glu-Gln-Gly-Ala-Arg-Val-Arg-Leu-NH,

se provadi postupné pri pouZiti syntetlzatoru peptida (Beckman
990) na pryskyrici MBHA zpUsobem, obecné popsanym Valem a dal$imi
v US patentovém spisu &.4 292 313. Podle vysledkli chromatografie
na tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové chromatografle se timto
zpusobem ziskd v podstaté cisty peptid.

Priklad 20

syntéza  [D-Hisl, D-Leul7/23,p-G1u?3,N1e27]-rGRF(1-43)-0H
vzorce: )

H-D-His-Ala~Asp-Ala-Ile-Phe~The-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-Gly-
D-Leu~Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-D-Leu-His-D-Glu-Ile-Nle-Asn-Arg-Gln-
-Gln=-Gly-Glu-Arg-Asn-Gln-Glu-Gln-Arg-Ser-Arg-Phe-Asn-OH

se provddi (Beckman 990) na chlormethylované pryskyrici zpUsobem,
ktery byl popsédn v prikladu 1. Podle vysledkl chromatografie na
tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové chromatografie se timto
zpusobem ziskd v podstaté ¢isty peptid.

Priklad 21
syntéza [D-Ala?, D-Leu'”/23, p-asp?®]-hpGRF(1-32)-NH, vzorce:
H-Tyr-D-Ala-Asp~Ala-Ile-Phe~-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu-Gly-

=Gln-D-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-D -Leu-Gln—D—Asp-Ile-Met-Ser-Arg-
-Gln-Gln-Gly-NH,
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se provadi postupné p¥i pouziti syntetizatoru peptidli (Beckman
990) na prysky¥ici MBHA zplsobem, popsanym v pfikladu 2. Podle
vysledkld chromatografie na tenké vrstvé a vysokotlaké chromato-
-grafie se timto zpisobem ziskd v podstaté céisty analog.

Priklad 22
Syntéza [D-Tyrl,D-Alaz,D-Asp3,D~Asn8,D~Tyrl°,D-Ala15,
DmLeul7'23,DmAspzs}D-Met27]~hpGRF-(1-29)-NHZ vzorce:

H—D-Tyr-D~Ala—D—Asp-A1a~Ile—Phe-Thr»D-Asn-Ser—D-Tyr4Arg-Lys—Va1-
Leu-D=-Ala-Gln-D-Leu-Ser-Ala-Arg-Lys=Leu~-D-Leu~Gln-D-Asp~Ile-D-
-Met-Ser-Arg-NH,

se provadi postupné pri pouZiti syntetizatoru peptidia (Beckman
990) a pryskyfice MBHA zplusobem, popsanym v prikladu 2. Podle
vysledku chromatografie na tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové
chromatografie se timto zpuisobem ziskd v podstaté ¢isty analog.

P¥iklad 23
syntéza [D-Hisl,D-ser®,D-Leu?3,N1e27]-rGRF(1-43)-0H vzorce:

H-D-His-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-D-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-
-Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-D-Leu-His-Glu~Ile-~Nle-Asn-Arg-
-Glanln:Gly-Glu-Arg-Asn«Gln-Glu—Gln-Arg-Ser-Arg—Phe-Asn-OH

se provadi postupné pri pouZiti syntetizatoru peptida (Beckman
990) na chlormethylované prysky¥ici zpuisobem, popsanym v prikladu
1. Podle vysledku chromatografie na tenké vrstvé a vysokotlaké
kapalinové chromatografie se timto zplsobem ziskd v podstaté cis-
ty peptid.

P¥iklad 24

Syntéza fragmentu analogu rGRF, tj. . .
[N * MeTyr!,D-Glu?5-rhGRF(1-29)-NH, vzorce:
N MeTyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-
=Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-Leu-His-D-Glu-Ile-Met-Asn-Arg-
¢NH2
se provadi postupné pri pouZiti syntetizdtoru peptidi (Beckman
990) na pryskyrici MBH zpusobem, popsanym v prikladu 2. Podle
chromatografie na tenké vrstvé a vysokotlaké kapalinové chroma-
tografie se timto zplisobem ziskd v podstaté &isty peptid.
Priklad 25

syntéza [C% MeLeul,D-Leu??,D-GLu??,N1e27]-rGRF-[Val*4]-Nh,
vzorce: B :
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- H-C % MeLeu-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Ser-Ser-Tyr-Arg-Arg-Ile-Leu-
-Gly-Gln-Leu-Tyr-Ala-Arg-Lys-Leu-D-Leu-His-D-Glu-Ile-Nle-Asn-Arg-
-G1n-Gln-Gly-Glu-Arg-Asn-Gln-Glu-Gln-Arg-Ser-Arg-Phe-Asn-Val-NH,

se provadi postupné p#i pouziti syntetizdtoru peptidd (Beckman
990) na pryskyfici MBHA zpusobem, popsanym v prikladu 2. Podle
chromatografie na tenké vrstvé a podle vysokotlaké kapalinové
chromatografie se timto zplUsobem ziskd v podstaté &isty peptid.

Ruzné syntetické peptidy pripravené zplsobem podle jednotli-
vych prikladt byly srovnany se syntetickym hpGRF (1-40)-OH in
vitro a bylo prokdzano, Ze vSechny nély vétsi schopnost podpo-
rovat sekreci rustového hormonu a dals$i podobné uéinky.

- Aby bylo moZno stanovit dé¢innost nékterych syntetickych pep-
tidd na uvolinovani rustového hormonu, byly provadény pokusy in
vitro pri pouZiti syntetického hpGRF(1-40)-OH jako standardu
a ekvimolarnich koncentraci rlGznych jinych analogi a fragmentu.
Byly uzity kultury krysich hypofyzilnich bunék ze 214z, odebra-
nych pred 3 aZ 5 dny. Kultury, které byly pro toto sledovéni
optimalni, byly uZity pro srovnavaci 2zkousky zpusobem, popsanym
- v publikaci Vale a dal$i, Endocrinology,91, 562-572 (1972) a jes-
té podrobnéji v publikaci Vale a dal$i, Endocrinology (1983)
v tisku. Inkubace se sledovanymi latkami se provadi 3 aZ 4 hodi-
ny, potom se odeberou podily 2Zivného prostfedi a zpracovavaji se
tak, Ze se méri obsah imunoreaktivniho rtstového hormonu (ir GH)
béZnou radioimunologickou zkou$kou s pouZitim desticek.

Vysledky tohoto srovndni pro ekvimoldrni koncentrace jsou
uvedeny ¥ nasledujici tabulce I.

Tabulka I
Peptid | , srovnani v %
hpGRF (1-40)-0H "
(standard) 100
[D-G1u?%,N1e?7 ]-rGRF(1-29)-NH, 125
[D-Leu?3,N1e27 ]-rGRF(1-29)-NH, | 160
[D-Leul” ,N1e27 ]-rGRF(1-29)-NH? 138
[N Me Phel(4cl)]-hpGRF(1-32)-NH, ‘ | 12
[C Me Phe'(4C1)]-hpGRF(1-32)-NH, 4,7
[4C1-Phel hpGRF(1-32)-NH, 2

In vitro pokusy s témito syntetickymi peptidy ukazuji, ze
kaZzdy z nich md plnou biologickou ﬁ%%nnost 9pGRF(1-40)-OH-. Maxi-
madlni Géinnd koncentrace pro [D-Leu“”, Nle? ]J-hpGRF(1-29)~NH, Jje
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p¥ibliZné 1 nanomol.

Kromé testd in vitro na sekreci rustového hormonu byly pro-
" vaddény také pokusy in vitro tak, Ze byly syntetické peptidy poda-
ny injekéné krysim samcim po predbéZném osetfeni FLA-63, inhibi-
torem hydroxyldézy dopaminu, ktery potlacduje samovolnou sekreci
rastového hormonu, aniZ by ovliviioval odpovéd na zevné privadény
GRF. Krevni vzorky byly odebirdny katetrem tésné pred injekci”
a 5 a 20 minut po injekci. Hladiny rﬁstového hormonu v krvi, mé-
feno radioimunologicky ukafgji, Ze %etick? [D-Leu2 N1e27]
-rGRF (1- 29)-NH2 daléi D-Leu~’ a D-Glu -analogy rGRF a svrchu
identifikované “N%Me a C % Me-analogy hpGRF(1-32)-NH2 jsou G&in-
nymi stimuldtory sekrece hypofyzalniho ristového hormonu a daleko
delsi dobu uéinku neZ rGRF(1-29)~NH, 'a hpGRF (1- 32)-NH2. Dalsi
znamé GRF in vivo, které jsou U¢inné pr1 sekreci ristového hormo-
nu potvrdily tyto vysledky. Davky se pohybuji v rozmezi 100 nano-
grami aZz 50 mikrogrami peptidu na 1 kg hmotnosti.

Syntetické analogy hpGRF a pravdépodobné také analogy rGRF
a pGRF by mély byt pouZitelné v 1lidské mediciné v pripadé, Ze je
zapotfebi 2zvysSit produkci rustového hormonu. Stimulace sekrece
ristového hormonu témito analogy spadd v uvahu zejména u nemoc-
nych s dplnym chybénim nebo nedostatecnou sekreci rastového hor-
monu, a to v disledku toho, Ze se tento hormon nevyrdbi z toho
davodu, Ze chybi faktor, ktery jeho uvolnovani podporuje. Mimoto
je pravdépodobné, Ze 2zvysSend sekrece rustového hormonu a vliv
této sekrece na zrychleny rist miZe priznivé ovlivnit i vyvoj
1idi nebo zvifat s normdlnimi hladinami ristového hormonu. Mimoto
je moZné, Ze by timto zplsobem bylo moZno ovlivnit tukové burky
v téle a pozménit dalsi metabolické, imunologické a vyvojové
pochody, které zavisi na produkci rustového hormonu. Tyto analogy
by tedy mohly byt pouZitelné k podpore anabolickych pochodu
u 1lidi nap¥iklad pr¥i tézkych popdlenindch. Také by mohlo padat
v Uvahu poddvani téchto analogi u hospoddrskych zvirat, napriklad
kurat, krocana, vepri, koz, skotu a ovci, a také u studenokrev-
nych zvirat, nap¥iklad ryb a dalsich mofskych zvirat, napfiklad

Zelv, popripadé u obojZivelnika k urychleni jejich rastua ke~ "~

zvyseni poméru bilkovin k tukim, coZ by soucasné mélo vést
i k dokonalejsSimu vyuzZiti bilkovin, které jsou témto Zivocichim
zadavany v krmiwvu.

Pri podavani shora uvedenych 1latek lidem by syntetické pep-
tidy mély mit &istotu alespori 93 %, s vyhodou alespori 98 %. Cis-
tota v tomto p¥ipadé znamend hmotnostni procento poZadovaného
peptidu ve smési ostatnich peptidd a jejich fragmenti. P¥i poda-
vani syntetickych peptidl hospodd¥skym zvifatim a jinym zviFatim
k urychleni jejich ristu a ke sniZeni tuku stac¢i daleko nizsi
¢istota, napriklad pouze 5 %, v nékterych pripadech je pripustnd
Cistota 0,01 %.

Syntetické peptidy nebo jejich netoxické soli Jje mozZno
zpracovavat na farmaceutické prost¥edky spolu s béZnymi nosiéi,
prijatelnymi z farmaceutického nebo veterindrniho hlediska. Takto
ziskané prostredky je moZno podavat Zivoéichim vcéetné 1idi, obvy-
klym zplUsobem podani je podéni nitroZilni, podkoZni, nitrosvalo-
vé, kozZni a popripadé intranasdlni nebo perordlni. K podani pep-
tida, vyrobenych zpusobem podle vyndlezu, se miZe rozhodnout 1lé-
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kar v pripadé, Ze je zapotfebi zvySit uvolfiovdni rustového hormo-
nu v zdjmu jeho nemocného. PoZadovana davka peptidu se miZe ménit
podle podminek, a to zejména v nezdvislosti na zavaZnosti stavu
nemocného a na poZadované dobé léceni.

Peptidy, vyrobené zpusobem podle vyndlezu, je &asto mozno
- podavat ve formé jejich netoxickych soli, napf¥iklad adiénich soli
s kyselinami nebo ve formé jejich komplexi s kovy, napfiklad zin-
kem, Zelezem a podobné. Tyto komplexy se povazuji s hlediska
pfihlésky pro jednoduchost také za soli. Jako priklad vhodnych
adidnich soli s kyselinami je moZno uvést hydrochloridy, hydro-
bromidy, sirany, fosforec¢nany, maleadty, citronany, octany, janta-
" rany, Jjableénany, benzoadty, soli kyseliny askorbové, kyseliny
vinné a podobné. V p¥ipadé, Ze G¢innd latka mé byt podavéna pero-
ralné ve formé tablet, miZe tableta obsahovat také pojivo, na-
ptiklad tragakant, kukufic¢ny Skrob nebo Zelatinu, dale plnidlo,
které napomahd rozpadu tablety, napriklad kyselinu alginovou,
kluznou latku, napfiklad stearan hofeénaty a podobné. V pripadé,
%e se pozaduje poddni v kapalné formé, miZe prostfedek obsahovat
sladidlo a/nebo chutovou latku, pZi nitroZilnim podéni bude pro-
stredek obsahovat zejména isotonicky roztok chloridu sodného,
fosfatovy pufr a podobné.

Peptidy, vyrobené zplUsobem podle vyndlezu, Jje zapotrebi
poddvat lidem pod dohledem lékarte, farmaceutické prostredky budou
obvykle obsahovat prislusny peptid spolu s bé&Znym pevnym nebo
kapalnym nosidem, prijatelnym 2z farmaceutického hlediska. Pri
parenterdlnim poddni se bude Uc¢innd 1latka pohybovat obvykle
v rozmezi 100 nanogrami a% 50 mikrogrami peptidu na 1 kg télesné
hmotnosti. .

PrestoZe vyndlez byl popsan v souvislosti s nékterymi vyhod-
nymi provedenimi, kterd predstavuji v soudasné dobe nejlepsi zpu-
sob provedeni, ktery je znam, je samozfejmé, Ze bude moZno prova-
dét ruzné zmény a modifikace, které miuZe bézZné provést kaZdy
odbornik, aniZ by pritom doZlo k odchylkdm od predmétu vynalezu.
Je napriklad moZno provadét nejruznéjsi modifikace v zdkladnim
peptidovém retézci, a to zejména vynechat nékteré zbytky nebo
skupiny zbytkd od C-termindlniho zakonceni peptidového fetézce
v souladu s béznymi zplsoby, které se v soudasné dobé pouzivaji
k ziskdvani peptidi nebo peptidovych fragmentid, které si uchova-
vaji veskerou ucéinnost puivodni 1latky nebo podstatnou &ast biolo-
gické udéinnosti z&kladniho peptidu. VSechny takto ziskané latky
také spadaji do ~oboru vyndlezu. Mimoto je moZno na obou koncich
peptidu nebo na nékterém z téchto konci zbytky pridat a/nebo je
moZno uzit misto pfirodné se vyskytujicich zbytku zbytky, ktere
se obvykle pokladaji za zbytky ekvivalentni tak, jak je to znamo
v chemii peptidl za vzniku analogi, které maji alespon podstatnou
¢ast biologick? W¢innosti polypeptidu, aniZz by pfitom doslo
k odchyleni od oboru vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Peptidy obecného vzorce

- Rl“R2°R3'Ala"’Ile"Phe"’Thr‘”RS“Ser"‘Rlo-Arg"Rl 2“R13‘°LQU“’R15"

Gln-’Rl7"’Rls"Ala"Arg"Lys-‘Leu-Rz 3 "R24"R2 5"Ile°’R2 7"“R2 8“'Arg'=Gln'°

Gln-Gly-Glu~R4,~ASn=-Gln-Glu~R;g=Ryg=Ryq=Arg=R,5=Ry3-Ry,,  (I)

kde

Ry znamena Tyr, D«Tyr Met,Phe,D~Phe,pCl-Phe-Leu-His.

nebo D-His, pfi substituci typu c2lf2Me nebo N2lfape
nebo bez substituce,

Ry znamena Ala nebo

R; 2namend Asp nebo

Rg znamend Ser, Asn,

Rqig znamend Tyr nebo
Ry, znamend Arg nebo
R,; znamena Ile nebo
R;5 znamena Gly nebo
Ry~ 2znamena Leu nebo
Ryg 2znamena Tyr nebo
Ros znamend Leu nebo

R,, znamend His nebo

D-Ala,

D-Asp,

D-Ser nebo D-Asn,
D-Tyr, |
Lys,

Vval,

D-Ala,

D-Leu,

Ser,

D-Leu,

Gln,

Ryg znamend Glu, Asp, D=-Glu nebo D-Asp,

Ry znamena Met, D-Met, Ala, Nle, Ile, Leu, Nva nebo Val,

Ryg 2znamena Asn nebo
R34 2znamena Arg nebo
R3g 2znamena Gln nebo
R3g9 2namena Arg nebo
R,o znamend Ser nebo

Ry, 2znamena Phe, Ala

Ser,
Ser,
Arg,
Gly,
Ala,

nebo Val,
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R4 znamenad Asn nebo Arg,

Rya znamena Val nebo Leu,

za predpokladu, Ze bud

a) R; mé substituci typu c@lfaye nebo N21fape nebo

b) Ry~ a/nebo Ro3 znamend D-Leu nebo

c) Ryg znamend D-Glu nebo D-Asp,

pridemZ navic je moZno vynechat néktery za zbytkl

Ryg

R43~Ryyr .

Rga"Rq3-Reyq.

Arg-Rgo=Ry3-Ryy.

Rqo~Arg-Ry-Rg3/Raq -

R39~R49~Arg-Ry3-R43~Ry4:

R3g-R39~R4q~Arg-Rg=Rg3-Ryq4:

Glu-R3g=R39-R4o~Arg=Rg;~Ry3=Ry4

Gln-Glu-R38‘R39“R40'AI9“R42'R43‘R44,

Asn'Gln-Glu"R38‘R39-R40‘Arg°R42“R43“R44,

R34°Asn-Gln-Glu‘R38‘R39'R40‘AI9‘R42“R43‘R44,

Glu‘R34-Asn“Fln¢Glu‘R38“R39“R40°Arng42“R43°R44,

G1Y°GIU°R34=ASD°G1n°Glu=R38-R39¢R40°Arg—R42-R43°R44,

Gln“Gly°Glu"R34‘Asn‘Gln°Glu‘R38‘R39“R40“Arg“R42'R43‘R44,

Gln“Gln‘GlY‘Glu‘R34“Asn"Gln-Glu‘R38‘R39°R40-Arg“R42-R43-R44.

Zpusob vyroby peptidd obecného vzorce I podle bodu 1,
vyznacujici se tim, Ze se

i)

ii)

navdZe N-termindlni aminokyselina, chrdnénad terc. butoxy-
karbonylovou s':pinou na -NH- benzhydrylaminové pryskyrici
nebo se ‘ ’

ochranna terc.butoxykarbonylovd skupina odstépi a postupné
se navdzi jednotlivé aminokyseliny v mnoZstvi 1 aZ 2 mmoly
aminokyseliny, chranéné terc. butoxykarbonylovou skupinou,
na 1 gram pryskyrice v methylenchloridu, dimethylformamidu
nebo ve smési téchto rozpoustédel za vzniku slouceniny

obecného vzorce II s alespornl jednou ochrannou skupinou
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Xl—Rl (X nebo XZ-RZ—R3-(X3)--Ala-Ile-Phe--'I'hr(X4)--R8(X4 nebo
x%)-ser(x%)-R, o (x2)~Arg(X®)-Ry,(X® nebo X7)-R;;-Leu-Ry5-
¢1n(xX%)-Ry7-Ry g (X?)Ala-Arg(X®)-Lys(X7)~Leu-Ry3-Ry4 (X nebo
x%)-Ry5(X?)-Ile-Ry;-Ryg(X* nebo x3)-arg(x%)-61n(x°)-c1n-
(Xg)-Gly-Glu(X3)-Ry, (x* nebo X®)-Asn(x°)-61n(x°)-Glu(x?)-
-R,4-NH-pryskytice, (11)

kde

x! znamend atom vodiku nebo ochrannou skupinu na alfa-
aminoskupinég,

x2 znamend atom vodiku nebo ochrannou skupinu na fenolové
hydroskupiné Tyr, ’

x3 znamena atom vodiku nebo ochrannou skupinu na karboxy-
"~ lové skupiné Asp nebo Glu, ' .

x4 znamend atom vodiku nebo ochrannou skupinu na alkoho-
lové hydroskupiné Thr, :

X2 znamend atom vodiku nebo ochrannou skupinu na alkoho-
lové hydroxyskupiné Ser,

x® znamend atom vodiku nebo ochrannou skupinu na guanidinové

skupiné Arg,

x’ znamend atom vodiku nebo ochrannou skupinu na amino-
skupiné Lys postranniho retézce, '

X znamend atom vodiku nebo ochrannou skupinu na dusiko-
vém atomu imidazolové skupiny His,

iii)odstépi se ochrannd skupina nebo ochranné skupiny z slou-
&¢eniny obecného vzorce II za vzniku peptidu obecného vzor-
ce I nebo jeho biologicky aktivniho fragmentu a popripadé
se

iv) prevede vysledny peptid na svou netoxickou adicéni sul.
Zpuisob podle bodu 2, vyznaéujici e tim, Ze se na misté Ryg
navaZe D-Glu.

Zpisob podle bodu 2, vyznadujici se tim, Ze se na misté Rys
navaze D-Asp.

Zpusob podle bodu 2, vyznaéujici se tim, Ze se na misté Ry,
navaze D-Leu.
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6. Zpisob podle bodli 2 az 5, vyznacdujici se tim, Ze se na misté
Ry navazZe D-Leu.

7. Zpisob podle bodi 2 aZ 6, vyznacujici se tim, Ze se na misté
Ry navaze Nle.

8. ZplUsob podle bodd 2 aZ 7, vyznacdujici se tim, Ze se na misté
Rl navaze c@lfaye nebo N2lf3ye,

9. Zpusob podle bodu 7, vyznadujici se tim, 2e se jako ochranné
skupiny X’ zavede terc. butoxykarbonyl, jako X% se zavede 2,‘6“=
-dichlorbenzyl, jako x3 se zavede benzyl, jako x® se zavede
tosyl a jako x’ 2=chlorbenzyloxykarbonylova skupina.

10.Farmaceuticky prostredek pro stimulaci. uvoliovani rustového
hormonu u Zivodéichi, vyznadujici se tim, Ze jako svou uc¢innou
sloZku obsahuje peptid obecného vzorce I podle  bodu 1 nebo

jeho netoxickou sul a nosi&, prijatelny z farmaceutického hle-
diska. '

Konec dokumentu
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