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1

Vyndlez se tykdé zplsobu pfipravy tetradekapeptidu vzorce I

T J
D-Val-Gly-L~Cys-L-Lys~-L-Asn-L~Phe~L~Phe-L-Trp~L~Lys-L~Thr~L~Phe~L~Thr-L~Ser-L-Cys-0H (I)

a jeho farmaceuticky vhodnjch adiénich soli s kyselinami. Vyndlez se tykd téZ intermedidrnich
sloudenin pPipravenych pPi syntéze tohoto tetradekapeptidu

Somatostatin (rovné% zndmy jako inhibidni faktor uvolhovani somatotropinu) je tetra-
dekapeptid vzorce

\
L—Ala-Gly-L-C§s~L—Lys-L-Asn—L—Phe~L—Phe—L-Trp-L~Lys—L—Thr—L—Phe—L—Thr-L—Ser-L—Cys-OH.

Tento tetradekapeptid byl izolovédn z extrakil hypothalsmu ove{ a zjistilo se, %e je u&in-
ny pri inhibici sekrece ristového hormonu, rovnd% znémého jeko somatotropin, viz P. Brazeau,
'W. Vale, R. Burgus, N. Ling, M. Butcher, J. River a R. Guillemin, Science, 179, 77 (1973).

Krom& toho patent USA &. 904 594 uvddl pr¥irodni somatostatin a generickou t¥fdu jinych
_ sloudenin s didekapeptidovou sekvenci odpovidajici polohém 3 &% 14 p¥irodnihe hormonu.

Sloudenina ddeln& oznadovand jako D—A1a1-somatostatin byla krom& toho popséna v préci
Ferland a dalsf{, Molecular and Cellular Endocrinology, 4, 79 a% 88 (1976). D—Ala‘-somato-
statin, adkoli Je strukturn& stereoisomerem piirodniho L—Alal—éomatostatinu,'je pPibliZng
poloviénd W¥inny ve srovnéni s piirodnim somatostatinem p¥i in vivo inhibici sekrece Zalue -l
deéni kyseliny. Sloufenina podle vyndlezu, D—Vall—somatostatin, se 1lis{ od,D—Ala1—someto-
statinu substituci dvou vodikovych atomd methylskupinami. P¥i udvahdeh o potencidlni farma-
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kologické udinnosti D—Val‘—somatostatinu, by se m&lo dojit k zdv¥ru, %e jeho W¥innost by
mé&la byt podobné jako vdinnost D—Ala‘-somatostatinu. Teoreticky by tedy bylo moZno piedpo-
klédat, %e D—Val‘-somatostatin bude méng W¥inny ne# prirodni hormon, jeko in vivo inhibitor
sekrece Zaludeéni kyseliny. D—Val‘—somatostatin md viak Ulinnost pondkud vyss{i ne¥ je udin-
nost p¥irodnfho hormonu. Tento vysledek ukazuje, Ze u¥innost D-Val1-somatostatinu nebylo
moZno predpoklédat na zéklad® srovndni se strukturn& podobnymi znémyni sloudeninami.

Struktura biologicky u&inného tetradekapeptidu vzorce I definovaného shora (a Jeho ne-
toxickych adinich solf) se 1i31 od somatostatinu a prisludnych soli p¥itomnosti D-valinového
z2bytku v poloze | misto L-alaninového zbytku. ﬂéelné Je tetradekapeptid vzorce I oznadovén
. Jako D—ValI -somatostatin.

Vyndlez se tedy tyké zplsobu piipravy sloudeniny vzorce I

H-D—Val-Gly—L—C&s—L—Lys-L—Asn-L»Phe—L-Phe—L-Trp—L-Lys—L—Thr-L-Phe-L—Thr-L—Ser-L-C§s-OH
’ ' (L)

a jejich farmaceuticky vhodnych netoxlckych adi¥nich solf s kyselinaml a meziproduktl obec-
ného vzorce II

R-D-Val~- Gly-L-Cys(Rl)—L-Lys(R )= L—Asn-L—Phe—L-Phe-L—Trp(R5)-
-L-LyS(R )-L—Thr(R )- L—Phe—L—Thr(R )-L-Ser(R )= L—Cye(R )=-X (II)

kde
R predstavuje vodik nebo ochrannou skupinu alfa-aminoskupiny,
RI predstavuje vodik nebo ochrannou skupinu thioskupiny,
R2 predstavuje vodik nebo ochrannou skupinu epsilon-aminoskupiny,
+ kaZdy ze symbold
R, a R pPedstavuje vodik nebo ochrannou skupinu hydroxyskupiny,

3
R5 pfedstavuae vodik nebo formylskupinu a
X predstavuje hydroxyskupinu nebo skupinu vzorce

prysky¥ice

kde pryskyrici je polystyren, s tou podminkou, %e kdy%
X predstavuje hydroxyskupinu, ka¥dy ze symboll

R, R], R2, R3, R4 a R5 pfedstavuje vodik a kdy%
X predstavuje zbytek vzorce

prysky¥ice

o-on

kaZdy ze symbold
R, R, Ry, Ry & R4'je 0dlidny od vodiku.
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Novy tetradekapeptid vzorce I,

D-Val-Gly-1-Cys-L-Lys-L-Asn-L-Phe-L-Phe-L-Trp-L-Lys-L-Thr-L-Phe-L-Thr-L-Ser-L-Cys-0K (1)
se pripravuje reakci odpovidajfciho tetradekepeptidu obecného vzorce III

H~D-Val-Gly-L-Cys~L-Lys-L~Asn-L~-Phe-L-Phe~L~Trp-
~-L~Lys-L~-Thr-L-Phe-L~-Thr-L-Ser-L-Cys-0H (III)

s oxida¥nim &inidlem. Touto reakei se pievedou dvd sulfhydrylové skupiny na disulfidovy
mistek.

Jako farmaceuticky vhodné netoxické adi¥nf soli s kyselinami prichézeji v idvahu adidni
solil s orgenickymi a anorganickymi kyselinami, nap#{klad soli odvozené od kyseliny chlorovo-
dikové, sirové, sulfonovych kyselin, kyseliny vinné, fumarové, bromovodikové, glykolové,
citrénové, maleinové, fosforedné, jantarové, octové, dusi¥né, benzoové, askorbové, p-toluen-
sulfonové, benzensulfonové, naftalensulfonové a propionové. Prednostnimi edi¥nimi solemi
s kyselinami jsou acetdty. Adidni soli s kyselinemi se p¥ipravujfl b&Znymi zpdsoby.

Jako p¥{klady intermedidrnich slouenin obecného vzorce II

R—D—Val—Gly-L—Cys(R1)-L—Lys(R2)—L—Asn—L—Phe-L—Phe-L—
—Trp(Hs)—L—Lys(Rz)—L~Thr(R3)—L-Phe-LhThr(R3)—L— »
-Ser(R, )-L~Cys(R, )-X . . ‘ (11)

kterym se dédvé prednost, lze uvést sloudeninu vzorce III ;

H~D-Val~Gly-L-Cys-L~Lys-L~Asn-L~Phe-L-Phe~L~Trp-L~
—Lys-L-Thr—L-Phe-L~Thr-L—Ser—L»Cys~OH (III)

a sloudeninu vzorce

‘N—(BOC)—D-Val-Gly-L—(PMB)Cys~L-(CBZOC)-Lys-L—Asn—L—
—Phe—L—Phe—L—(For)Trp—L—(CBzOC)—Lys—L—(le)Thr—L;Phe—L—

-(le)Thr—L—(le)Ser-L-(PMB)Cys«O—CHz—

pryskyrice

Shore uvedené vzorce definujict intermedidrnt slouteniny, zahrnujf té% sloudeniny,
obsahujic{ ochranné skupiny emino-, hydroxy- a thio~(sulfhydryl )-skupin. Ochranné skupiny
mus{ mit vliastnosti spliiujfc{ dv¥é hlediske. Jednak mus{ ochranné skupiny zabranovat tomu,
aby reakiivni seskupeni pPftomné v uréité molekule podlehlo reakci béhem'vystaveniymolekuly
podminkém, které by jinak m&ly za nédsledek zénik tohoto reektivntho seskupeni. Ochranng
skupine v3sk musi mit na druhé stran® takovou povahu, aby ji bylo moZno snadno od¥tdpit za
souasné regenerace puvodnl reaktivni skupiny, & to za takovych podminek, které by nemgly
neZdadouci vliv na jiné ¥&sti molekuly. Skupiny vhodné k t¥mto udeldm, tj. k ochreni amino-,
hydroxy~ a thioskupiny, jsou odbornfkovi dobie znémé. Popisu t&chto ochramnych skupin a je-
Jich pouZiti byly v&novény celd svazky. Jednim z nich Je préce Protective Groups in Organmic
Chemistry, red.’d. F. W. McOmie, vyd., Plenum Press, New York, 1973. ’

Ve shora uvedenych vzoreich definujifcfch intermedidrni slouééniny pfedstavujé R bud
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alfa~aminicky vodik, nebo ochrannou skupinu alfa-sminoskupiny. Ochranné skupiny eminoskupiny
jsou dob¥e zndmé viem odbornikim v chemii peptidl a mnohé z nich 'jsou uvedeny ve shora cito=
vané McOmieov¥ préci v kapitole 2, jejim# sutorem je J. W. Barton. Jako ilustrativnl p¥i-
klady takovych ochrannych skupin lze uvést benzyloxykarbonyl-, p~chlorbenzyloxykarbonyl-,
p-brombenzyloxykarbonyl-, o-chlorbenzyloxykarbonyl, 2,6-dichlorbenzyloxykerbonyl, 2,4~di-
chlorbenzyloxykerbonyl-, o-brombenzyloxykarbonyl-, p-methoxybenzyloxykarbonyl-, p-nitroben-
zyloxykarbonyl-, terc.butyloxykarbonyl-(BOC), t-amyloxykerbonyl-, 2-(p-bifenylyl)isopropyl-
oxykarbonyl-(Bp0OC), sdementyloxykerbonyl-, isopropyloxykerbonyl-, cyklopentyloxykarbonyl-,
cyklohexyloxykerbonyl-, cykloheptyloxykarbonyl-, trifenylmethyl-(trityl) a p-toluensulfo-
nylskupinu. Prednostni ochrannou skupinou alfa-sminoskupiny ve vyznemu R je terc.butyloxy-
karbonylskupina.

R1 predstavuje bud atom vodiku, nebo sulfhydrylovou skupinu cysteinu nebo ochrannou
skupinu sulfhydrylového substituentu. Mnohé tyto ochremnné skupiny Jsou popsény v McOmieovd
préci citovené shora v kapitole 7, jejimi% autory jsou R. G. Hickey, V. R. Rao a W. G. Rho-
des. Jako ilustrativni p¥iklady t¥chto ochramnnych skupin lze uvést p-methoxybenzyl~, ben-
zyl-, p-tolyl-, benzhydryl-, acetamidomethyl-, trityl-, p-nitrobenzyl-, terc.butyl-, iso-
butyloxymethylskupinu e jakékoliv z velkého podtu tritylovych derivdtd. Daldi p¥fklady lze
nalézt nap¥iklad v encyklopedili Houben-Weyl, Methodes der Organischen Chemie, "Synthese von
Peptiden", sv. 15/1 a 15/2, (1974), Stuttgart, NSR. P¥ednostni ochrannou skupinou sulfhyd-
rylskupiny ve vyznamu R1 je p~methoxybenzylskupina.

R2 predstavuje bud vodik na epsilon-sminoskupin® lysinového zbytku, nebo vhodnou
ochrannou skupinu epsilon-eminoskupiny. Jeko ilustrativni. p¥iklady mohou slouZit skupiny
uvedené shora,jako skupiny vhodné pro ochranu alfa-aminoskupiny. Jeko typické skupiny vhod-
né k tomuto u&elu lze uvést benzyloxykarbonyl-, terc.butyloxykerbonyl-, terc.amyloxykarbo-
nyl-, cyklopentyloxykarbonyl-, sdemantyloxykarbonyl-, p-methoxybenzyloxykarbonyl, p-chlor-
benzyloxykarbonyl-, p-brombenzyloxykerbonyl-, o-chlorbenzxloxykarbonyl-, 2,6-dichlorbenzyl-
oxykarbonyl-, 2,4-dichlorbenzyloxykarbonyl~, o-brombenzyloxykarbonyl-, p-nitrobenzyloxykar-
bonyl-, isoprdpyloxykarbbnyl—, cyklohexyloxykarbonyl-, cykloheptyloxykarbonyl- a p-toluen~
sulfonylskupinu. '

Jak bude ztejmé z dalsfho popisu, zplsob p¥ipravy tetradekaptidd obecného vzorce I
zahrnuje periodické od¥t¥povéni ochranné skupiny alfa-sminoskupiny z termidlnf aminokyseli-
ny, pfitomné v-peptidovém Fetdzci. Jedinym omezenim, pokud se ty&e totoZnosti ochrenné sku-
piny epsflon-asminoskupiny lysinového zbytku, spodivé tedy v tom, %e ochrennd skupina musi
nit takovou povahu, aby se neod8t¥povala za podminek poufivenych pro selektivni od¥tdpovéni
alfa-aminoskupiny. ) ;

Vhodné volba ochrannych skupin alfe-apino a epsilon-aminoskupin Jje pro b&Zného odbor-
nike v chemii peptidd snadnd, je pouze t¥eba uvé%it relativni snadnost,s jekou lze jednot-
1livé ochranné skupiny odst&pit. Tek nap¥fklaed skupiny jako je 2-(p-bifenylyl)isopropyloxy-=
karbonylskupina (BpOC) & tritylskupina jsou velmi labilni a lze je od3t&povat 1 v p¥itom-
nosti slabé kyseliny. St¥edn& silnd kyselina, jJako kyselina chlorovodikovd, trifluoroctové
nebo fluorid bority v kyselind octové Jje zampot¥ebl pro odit&peni jinych skupin, jako terc.-
butyloxykarbonyl-, terc.amyloiykarbonyl—, ademantyloxykarbonyl-,a p-methoxybenzyloxykarbo-
nylskupiny.

AN B

Pro od¥tdpeni jinych ochrannych skupin je nutno pouZit je¥t¥ siln¥j¥ich kyselin, tak
neptiklad od¥t&povéni benzyloxykarbonyl-, halogenbenzyloxykerbonyl~, p-nitrobenzyloxykarbo-
nyl-, cykloalkyoxykarbonyl- a isopropyloxykarbonylskupiny vy#aduje silng kyselé podminky,
tj. pou¥itf bromovodiku, fluorovodiku nebo trifluoracetédtu bromitého v kyselind trifluor-
octové, Semozrejmd, Ze za pouZiti siln¥jsfch kyselin se rovndZ odst&pi i véechn& labiln&isL
skupiny. P¥i volbd ochreannych skupin eminoskupin je tedy tieba zajistit, aby skupine na
alfa~eminoskuping byla labiln¥j¥i ne#% ochrannd skupina epsilon-sminoskupiny a podminky
odstépovéni musi byt selektivni, aby dochézelo jen k od8tépovéni ochranné skupiny slfa-
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~aminoskupiny. PFfednostn{ kombinaci ochramnych skupin vyhovujici t¥mto podmInkém Je kombi-

nace o-chlorbenzyloxykarbonyl- nebo cyklopentyloxykarbonylskuplny ve vyznamu R2 a terc.bu-
tyloxykarbonylskupiny jako ochranné skupiny alfa-sminoskupiny pou¥fvané u kazdé aminokyse~

“liny adovené na Fret&zec polypeptidu.

Skupiny‘R3 a R4 predstavujl hydroxylové vodiky nebo ochrenné skupiny alkoholické hydro—
xyskupiny threoninu a serinu. Mnohé tekové ochranné skupiny jsou popsény ve shora citovand
McOmieovd prdci, kapitole 3, jejim%Z autorem je C. B. Reese. Jako typické priklady takovych
ochrannych skupin lze uvést CI-C4 alkylskupiny, jéko methyl-, ethyl- a terc.butylskupinu,
benzylskuplnu, substituovanou benzylskupinu, jako je p-methoxybenzyl-, p-nitrobenzyl~-,
p—chlorbenzyl- a o-chlorbenzylskupina, C 03 alkanoylskupina, jeko je formyl-, acetyl—

-propionylskupina, trifenylmethylskupinu (tritylskupinu) KdyZ jsou R3 a B4 ochranné sku-

piny, s vyhodou se v obou p¥ipadech jako tyto skupiny voli benzylskupiny.

Skupina Yedstavuje bud vodik, nebo fo 1lskupinu a definuje skupinu
p: P d rmy y dJ
P NRg

tryptofenového zbytku. Formylskupina slou¥{ jeko ochremnd skupina. Poufit{ této ochranné
skupiny neni obligatorni, a proto R5 miZe predstavovat bud vodik (skupina nechrén&nd ne
dusiku), nebo formylskupinu (skupina chrén¥nd na dusiku).

Skupina X definuje povehu kerboxylové termindlni skupiny tetradekepeptidového Fetszce.
MiZe ji byt hydroxyskupina, a v tekovém piipadd se jednéd o volnou karboxyskupinu. MiZe krom&
toho znamenat pevny pryskyricovy nosi&, ke kterdmu je termindlni karboxylové skupina peg}ldu
vézéna v prib&hu jeho syntézy. Zbytek pevné pryskyfice lze znézornit vzorcem

pryskyrice
—0—CH,
/

Phitom platl, Ze vidy, kdy%Z X predstavuje hydroxysklipinu, znemend kaZdy ze symbdlﬁ
R, R, R2’ R3, R4 a R5 vodik. KdyZ X predstavuje pevny pryskyri¥ny nosié, piedstavuje ka¥dy
ze symbold R, Ri’ R2, R3 a R4 v#dy ochrannou skupinu. ’

V popisu je pouZivéno ndsledujicich zkratek, z nichZ v&t3ina jsou zkratky v tomto
oboru bi&Zn& zavedené.

Ala - alanin

Asn - asparagin

Cys - cystein

Gly - glycin

Lys - lysin

Phe -~ fenylalanin
" Ser - serin

Thr - treonin

Trp - tryptofan

Val - valin

DCC ~ N,N’-dicyklohexylkarbodiimid
DMF ~ N,N-dimethylformemid

BOC - terc.butyloxykarbonyl

PMB - p-methoxybenzyl

CBz0C -~ o- chlorbenzyloxykarbonyl
CPOC - cyklopentyloxykarbonyl
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Bzl - benzyl
For - formyl
BpOC - 2-(p~bifenylyl)isopropyloxykarbonyl

I kdy%Z volba konkrétnich dchrannych skupin, kterych se mé pou¥ft pPi p¥ipravé sloude-
nin obecného vzorce I je v rozsshu zkudenosti odbornika v syntéze peptidl, je ssmoz¥ejné,
fe sekvence resikcl, které museji byt provedeny, ovliviuje volbu konkrétnich ochra@ngch sku-
pin. Jinymi slovy zvolené ochrannd skupine musi byt stéld Jek vidi poufitym reskdnim sloi-
kém, tek za podminek ndsledujicfch reak&nich stupid. Tak nep¥ikled, jak jii bylo v uréitém
rozsehu uvedeno, musi zistat konkrétn¥ pou¥ité ochranné skupina netknuta za podminek pou#i-
tych pii od¥t¥povéni ochranné skupiny alfa~aminoskupiny termindlnfho zbytku aminokyseliny
peptidového fregmentu pri p¥ipravé pro kondenzaci ndsledujictho eminokyselinového fragmentu
ne peptidovy Fet¥zec. Je rovn&% dile¥ité zvolit jako ochrannou skupinu takovou skupinu,
kterd zistene netknuta b&hem budovéni peptidového Pet¥zce a kterou lze snadno od3tZpit po
skondeni syntézy poZadoveného tetradekapeptidového produktu. VS8echny tyto.faktory jsou viek
v rozsehu zkuSenosti odbornika v tomto oboru. ‘

Jak je ze shora uvedené diskuse ziejmé, mohou se tetradekapeptiidy obecného vzorce I
pripravovat syntézou v pevné fdzi. Tato syniéza spodivé v postupném budovéni peptidového
Tet&zce podinaje na termindlnim uhl{kovém konci peptidu. V&tdirou se postupuje tek, Ze se
nejprve cystein véZe prost¥ednictvim své karboxylové funként skupiny k prysky¥ici, reakeci
cysteinu s chrén&nou eminoskupinou & chrén&nou sulfhydrylovou skupinou s chlormethylovenou
nebo hydroxymethylovenou prysky¥ici. Priprava hydroxymethylovené pryskyfice je popséna
v préci Bodanszky a dal3i, Chem. Ind. (Londyn), 38, 1597 a¥ 1589 (1966). Chlormethylovend
pryskytice je obchodnd dostupnéd (Lab Systems, Inc., San Mateo, California, USA).,

. PPi provdd¥ni vazebné reakce karboxylové funkdni skupiny cysteinu a pryskytice se nej-
prve chréndny cystein pfevede na cesnou sil. Tato sil se pak nechd reagovat s pryskyPict
zplsobem popsanym v préci B. F. Gisin, Helv. Chim. Acta, 56, 1476 (1973). Alternativn¥ se
mi¥e cystein vdzat k pryskyfici tak, Ze se jeho karboxylovéd funk¥ni skupina nejprve b&Znym
zpisobem ektivuje. Tek naprfklad se miZe nechat cystein resgovat s pryskyfici v pFfiftomnosti
sloudeniny ektivujfci kerboxyskupinu, jasko je N,N'—dicyklohexylkarbodiimid (oee).

Po navézdni volné karboxyskupiny cysteinu na pryskkydi¥ny nosié se zadne postupng
budbvat peptidovy Yetdzec, postupnou kondenzaci jedriotlivych aminokyselin k N-termindlnif
8éstl peptidového Fetdzce. Pritom je tedy zapotPebi v ka¥dém stupni od§t¥pit ochrannou
skupinu elfa-sminoskupiny z eminokyseliny v termindlnf &&sti peptidového fragmentu a pak
se pripojf k volnému & reaktivnfmu N-konci’' termindint aminokyseliny ndsledujici eminokyse-
linovy zbytek. Od3t&povéni ochranné skupiny alfa-eminoskupiny se miZe provéddst v p¥itom-
nosti kyseliny, jeko kyseliny bromovodfkové, chlorovodikové, trifluoroctové, p~toluensulfo-
nové, benzensulfonové, neftalensulfonové a octové za vzniku odpovidajici adiéni soli pro-
duktu s kyselinou.

Jinou metodou od&t&povéni ochremné skupiny eminoskupiny je phsobenf fluoridem boritym.
Tek nepiiklad phsobenim diethyletherdtu fluoridu boritého v ledové kyselind octové se frag-
ment peptidu s chréndnou aminoskupinou p¥evede na komplex s fluoridem boritym, ktery se pak
prevede na volny peptidovy fragment pisobenim zdsady, jako vodného hydrogenuhliditanu dra-
selného. MiZe se pou¥it kterékoll z t&chto metod za pfedpokladu, e se Jj{ dosdhne odit&peni
ochranné skupiny N-termindlnf alfae-eminoskupiny bez poruenf jakychkoli dal¥ich ochrannych
skupin prftomnych v peptidovém Pet&zci. S ohledem na tento po¥adavek se p¥ednostng odité-
puje N-termindlni ochrannd skupina za pouZiti kyseliny trifluoroctové. Obvykle se St¥peni
provddi p¥i teplotd od asi 0 °C do asi teploty mistnosti.

Po od¥t8peni ochremné skupiny v N-termindlnf poloze Je ziskeny produkt obvykle ve for-
m& adiénf soli s kyselinou, které bylo poufito pro od¥tdpovéni ochrenné skupiny. Tento pro-
dukt se pak mliZe prevést na sloudeninu s volnou aminoskupinou plisobenim slabé zdsady, ty-
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picky tercidrnfiho aminu, jeko pyridinu nebo triethyleminu.

Nyn{ je Fetdzec peptidu p¥ipraven pro reakci s ndsledujfci aminokyselinou. Reekce
s aminokyselinou se miZe provéddt kteroukoli z n&kolika zndmych technik. Pro p¥ipojoveéni nd<
sledujici aminokyseliny k N-konci Ietdzce peptidu se pouZivéd eminokyseliny, kterd mé volnou
karboxyskupinu, ale kterd md vhodn& chrén¥nou alfa-aminoskupinu a véechny'ostatni pop¥ipad¥
pf{tomné reaktivni skupiny. Aminokyselinu je pro reakci s N-koncem Fetdzce peptidu tieba
aktivovat. Jednim ze zpisobd aktivace, kterého lze p¥i syntéze pousit, je pPevedeni amino-
kyseliny na sm8sny anhydrid. P¥itom se volnd karboxylovd funkdni skupine aminokyseliny ak-
tivuje reakci s jinou kyselinou, typicky s derivétem kyseliny uhlidité ve form& chloridu
kyseliny. Jako priklady tekovych chloridl kyselin, kterych lze pouit pro tvorbu smdsnych
anhydridd, lze uvést ethylchlorformidt, fenylchlorformidt, sek.butylchlorformidt, isobutyl-
chlorformiét a pivaloylchlorid. - ;

Jinym zpisobem aktivace karboxylové funk®ni skupiny sminokyseliny pro kondenzaci
s Petdzcem peptidu, je prevedeni aminokyseliny na reaktivni estérovy derivédt. Jako p¥iklady
takovych reaktivnich esterd lze uvést 2,4,5~trichlorfenylester, pentachlorfenylester, _
p-nitrofenylester, ester vznikly z 1~hydroxybenzotriaszolu a ester vznikly z N-hydroxysukcin-
imidu. Jinym zphsobem pripojovéni C~termindlni &ésti aminokyseliny k peptidovému fragmentu
Jje zpisob, p¥i kterém se kondenzace provddi v p¥itomnosti alespon ekvimolérniho mnoZstvi
N,N’~dicyklohexylkarbodiimidu (DCC). Posledn& uvedeného zpisobu se pfednostnd pouZivé pii
p¥ipravé tetradekapeptidu obecného vzorce II, kde X predstavuje skupinu vzorce i

pryskyiice
—O—CH, o

Po pripraveni Fetdzce peptidu s poZadovanym sledem aminokyselin se miZe vysledny pep-
tid odstrenit z prysky¥i&ného nosile. To se provéd{ pisobenim fluorovodiku na tetradeke-
peptid vézany k pryskyrici s chréndnymi resktivnimi skupinemi. Phsoberim fluorovodiku se
od3t&pi peptid od pryskyfice, krom¥ toho se jim vSak od¥t8pl v3echny ostatnf{ ochranné sku-
piny p¥{tomné na resktivnich skupindch peptidového Yetdzce, stejn& tak jako ochremné skupina
alfa-aminoskupiny termindlni aminokyseliny. Kdy% se peptid od¥t¥puje od pryskyﬁicé za sou-
dasného od¥tépeni ochrannych skupin pﬁsobenim'fluorovodiku, pPednostnd se reakce provédi
v pfitomnosti amisolu. Zjistilo se, e p¥ftomnost anisolu inhibuje potencidlni aikylaci
urditych zbytkd aminokyselin pP{tomnych v Fet&zci peptidu. Krom¥ toho se od¥tdpovéni pred-
nostng provéddi v pritomnosti ethylmerkaptanu. Ethylmerkeptan slou¥f k ochreng indolového
kruhu tryptofanového zbytku a krom¥ toho usnadiuje pievedeni chrén&nych cysteinovych zbytkd
do thiolové formy. Rovn&% v p¥ipadk, Ze R5 pfedstévuje formylskupinu, usnadnuje p¥ftomnost
ethylmerkaptenu oddt&pen{ formylskupiny fluorovodikem.

Po shora popseném %t&peni se ziskd Jako produkt peptid s pPIimym Fetdzcem obsahujicim
14 zbytklh aminokyselin., Pro ziskdnf konedného produktu obecného vzorce I je zapot¥ebf oxi-
‘dovat tetradekapeptid s pifmym Fet¥zcem za takovych podminek, za kterych se sulfhydralové
skupiny pfiﬁomné v molekule po jedné na ka%dém zbytku cysteinu zoxidujf za vzniku disulfi-
dového mistku. Oxidace se mi%e provést tak, ¥e se na zPed¥ny roztok linedrntho tetradeka-
peptidu piisobl n&kterym z *ady. oxidadnich &inidel, jeko je napiiklad jéd a ferrikyanid dra-
selny. Jako oxida¥nfiho &inidla lze té% pouZit vzduchu, pPidem# pH sm¥si se obvykle udriZuje
od asi 2,5 do asi 9,0, pfednostnd od asi 6,2 do asi 7,2. Kdy# se jako oxida&nfho &inidla
pouZivé vzduchu, byvé koncentrece roztoku peptidu obvykle ni¥3{ ne% asi 0,4 mg peptidu/ml
roztoku a obvykle asi’'50 ug/ml. ' -

A

Slouleniny obecného vzorce I se mohou podévét teplokrevnym Zivodichlm, vieind lidem
kterymkoli z t&chto zpusobli: ordéln#, sublingudlng, subkuténng, intramuskulérns, intravendz- -
ng i jinymi zphsoby. VSechmy tyto sloudeniny jsou rovn¥Z udinné, i kdyZ ne vZdy ve stejné
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‘mife, jeko inhibitory uvolfovéni ristového hormonu. Tento inhibi¥nf d¥inek je prosp¥sny

v t&ch p¥{padech, kdy je Zddouct 1&3it nadm&rnou sekreci somatotropinu. Nadm&rnd sekrece so-
matotropinu miZe byt spojena s nep¥fznivymi poruchemi, jeko je juvenilnf diabetes a ekrome-
galie. Tyto slou¥eniny maj{ rovn&: Jiné fyziologické udinky, jako Jje inhibice sekrece Zalu-
deéni kyseliny, ufitefnd p¥i 1é&ent viedl, inhibice exokrinnf sekrece penkreasu, potencidl-
né uZitednd p¥i lé8eni pankreatitidy @ inhibice sekrece inzulinu 2 glukagonu a snifeni pohyb-
livosti st¥ev, co% je uZite¥né v gastrointestindlnf radiologii. :

Rozmez{ ddvkovéni p¥i sublingudlnim nebo ordlnim podédvéni je prednostnd asi 1 mg a¥
esl 100 mg/kg t&lesné hmotnosti za den. Dévkovéni p¥i intravendznim, subkuténnim nebo intre—
muskuldrnim poddvéni je v rozmezf od asi 10 4g do asi ! mg/kg t8lesné hmotnosti za den a
pfednostn& od asi >0 ug do asi 100 4g/kg t&lesné hmotnosti za den. Je samozfejmé, Ze ddvkova-
ci rozmezi je ve velké mi¥e zévisld na konkrétni lé&ené porude a na jeji prudkosti.

Sloudeniny obecného vzorce I se mohou poddvat ordln¥ nebo sublingudln ve spojeni s far-
maceutickym nosidem, nepffklad ve form¥ tablet nsbo kepsli. Jako farmaceutickych nosi¥d se -
pouZivé b&#nych inertnich ¥edidel a nosidld, jeko nap#fklad uhliZitenu hofeZnatého nebo lak~-
tézy ve spojeni s b¥Znymi desintegradnimi ¢inldly, napffklad kukuiidnym Skrobem a alginovou
kyselinou a lubrikednfmi &inidly, nep¥fkled stearenem horednatym. Typicky je mno¥atvi nosi-
de nebo Fedidla v rozmezf od asi 5 do asi 95 %, vztaZeno na konedny preparét a pF¥ednostnd
od asi 50 do asi 85 %, vztaZeno na konedny preperét. Do kone¥ného prepardtu se té3 mohou
p¥idat vhodné ochucovact p¥isady zlepsujfci chuf ddvkovecich forem.

Kdy% se majf sloudeniny obecného vzorce I poddvat intravendzns, miZe se Jeko vhodngch
nosidd pou¥ft nep¥ikled isotonického roztoku chloridu sodného a roztokd fosfétovych pufri.

. Nésledujici p¥iklaedy bli¥e objasfiuj{ p¥fpravu sloudenin obecného vzorce I a meziproduk-
td. P¥fklady maji pouze ilustrativnf charskter a rozsah vynélezu v Zddném smdru neomezuji.

P¥rdLiklad

Oxidace na D-Vall-somatostsatiri

Roztok redukoveného D-Val'-somatostatinu (374 ml, teoreticky 175 mg) se z¥edf 147 ml
0,2 M kyseliny octové a 2 967 ml destilovend vody ne koncentraci 50 4ug/ml. P¥idd se koncen-
troveny hydroxid amonny, aby se pH sm&si nastavilo na 6,7. Roztok se miché p¥i teplotd mist~
nosti ve tm¥ po dobu 64 hodin a pak se zjist{ Ellmanovou titrac{, Ze oxidece je skondena.

Sm&s se za vakua zkoncentruje na objem esi 10 ml e p¥idd se 10 ml ledové kyseliny octo-
vé. Sm&s se odsoll na sloupci Sephadexu. G-25F. Chromatografie se provédl za t¥chto podminek:

rozpoudt&dlo: odplyn&nd 50% kyselina octovs,
rozm&r sloupce: 50 x 900 mm, '
teplota: ’ 26 °c,

iychlost toku: 246 ml/h a

objem frakce: 16,4 ml,

Absorbance p#i 280 nm ke?dé frakce se vynese oproti pbiadi frakce do grafu. Ziskend
k¥ivka obsahuje dvd velkd maxima. Prvni maximum je tvo¥eno -agregovanymi formemi pro&uktu
& druhé maximum tvo#{ monomernt produkt. Létka odpovidajic! druhému maximu se shroméZdf
Kfrakce 49 a% 64 (787 a% 1 050 ml)], a roztok se ve tm¥ lyofilizuje do sucha. Vysledné pev-
né létka se rozpustf v 15 ml odplyn&né 0,2 M kyselin& octové a nenese ne sloupec Sephadexu
G-25F. Chromatografie se provédi za t¥chto podminek:

rozpoustédlo: odplynénd 0,2 M kyseiina octovs,:

rozmdry sloupce: 50 x 1 500 mm,

teplota: 26 °c, ‘ )

rychlost toku: 475 ml/h a N

objem frekce: 16,6 ml.
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Absorbence pri 280 nm ka¥dé frakce se vynese do grafu oproti pofadf frakce. Ziskand
k¥ivka obsahuje jedno velké maximum. UV-gpektroskopie ikazuje, Ze hlavni &4st mexima Jje tvo-
fena produktem. Spoji se frakce 157 a% 172 (od 2 590 do 2 855 ml eludtu, maximum odpovidd
2 667 ml proteklého eludtu) a ve tm& lyofilizujfci do sucha., UV-spektroskopie ukazuje, Ze
vytdZek je 95 mg poZedoveného (vyt&Zek vztaZeny na redukovenou formu 54,3 %).

84st vysledného produktu se rozpusii v 5 ml 50% kyseliny octové a znovu chromatografu-
je na sloupci Sephadexu G-25F. Chromatografie se provddi za t&chto podminek:

rozpoustédlo: odplyn&nd 50% kyselina octova,
rozm&ry sloupce: 25 x 1 800 mm, ‘
teplota: 26 °C,

rychlost toku: 53,2 ml/h a

objem frakce: 8,87 ml.

Absorbance p¥i 280 nm ka¥dé frekce se vynese do grafu oproti po¥adf frakce. Ziskand
kiPivka obsahuje jednp.velké maximum. UV-spektroskopie ukazuje, Ze hlavnl &ést maxima je tvo-
fena produktem. Spoji se frakce 56 aZ 60 (488 aZ 532 ml, maximum = 505 ml) a ve tm& lyofili-~
zuji do sucha. )

Optickd otddivost [élfq]%6 = 42,1 (1% kyselina octovéd).

Analyze eminokyselin:

Val 0,98, Gly 1,01, 2Cys 1,81, 2Lys 1,99, Asn 0,95, 3Phe 2,94) Trp 0,80, 2Thr 1,91, Ser 0,85.

Shora uvedené vysledky jsou vyjéd¥eny jako pom&ry vzhledem k (Gly + Lys)/3 = 1,0. Pro-
v4d&ji se t¥i 21hodinové hydrolyzy:

1. v pritomnosti dimethylsulfoxidu, aby se cystein oxidoval na cysteovou kyselinu,
2. za pouZiti kyseliny thioglykolové, jako skceptoru,
3. bez skceptoru a bez oxida¥niho &inidla.

V8echny uvedené hodnoty jsou primdry z t&chto t¥{ hydrolyz s vyjimkou

Cys a Ser - prim&r pouze z hydrolyz 1. a 3.
Trp - hodnota pouze z hydrolyzy 2.
Phe - primér pouze z hydrolyz 2. a 3.

D~Vall—somatosta;in byl zkouSen na psech;jekoZto :#*inidlo pro Fin vivo" inhibici sekrece
%alude&ni kyseliny. Sesti pstm s chronickym pi¥t¥lem a Heidenhainovym védkem se vyvold sekre-
ce Zaludedni kyseliny chlorovodikové infizdf C~-termindinfho tetrepeptidu gastrinu p¥i dévko-
véni 0,5 Ag/kg.h. Kazdy pes slou¥l sém sob& rovn¥} pro kontrolu. PFi kontrolnim pokuse se je-
den den puddvé pouze tetrapeptid. Jiny den se Besti psim podévé tetrapeptid a po jedné hodi-
n& sekrece kyseliny chlorovodikové v ustédleném stavu se | hodinu zavdd{ infuze D-Val'-somato-
statinu v ddvce 0,75 mg/kg.h. Pokraduje se v odebiréni vzorkd Zaludednf kyseliny po daldich
1,5 hodiny p¥i intervalu odb&ru 15 minut.

Vzorky se v automatickém titrdtoru titruj{ na pH 7. Maximélni inhibidnf d&inek D—Val‘—
~gomatostatinu se extrapoluje proti k¥ivce ddvke-odezva somatostatinu a relativni wddinnost
anelogu vidi dWlinnosti somatoatatinu se vyjad¥i jeko % ektivity. D-Val'~somatostatin inhi~
buje ustdlenou sekreci Zaludedni kyseliny, vyvolanou C-termindlnim tetrapeptidem geastrinem
%z.85,1 % 6,0 % (stendardn{ st¥ednf{ chyba m&¥eni). Tento Udinek je ekvivalentni uddinku
0,935 Ag/kg.h somatostatinu. Relativni aktivita této létky vi¥i somatostatinu je tedy 125 %.

D-Val'—somatostatin byl rovn&Z zkousen na uUlinek p¥i sniZovéni pohyblivosti stfev psi
pti védomi. Jako zku¥ebnich zvidat se pouZfvd t¥{ psl se zavedenymi intralumendrnimi katery
umist&nymi v antru, duodenu a pyloru. Tlakové zm&ny v lumeni st¥eva se zaznamendvajl v zari-
zen{ Visicorder za pouZitl m&$i&d napdtf{ a miniaturnich galvanometrd se sv&telnym paprskem.
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Po ustaveni ustélendho stavu se pstm infdzt podévé intravenozng po dobu 10 minut zkudeb-
ni slouenina. Zkudebni sloufenina zpoddtku zvysuje intralumendrni tlek v pyloru a pak ho
snifuje, zatfmco tlek v duodenu & entru zdist4vé bshem zkousky snifen. NejniZf ddinnd dévka
nutné pro zvyseni tleku v pyloru a snffenf tlaku v duodenu @ antru je ni%¥f ne# 0,12
~g/kg.10 min. Odpovidajici hodnota pro samotny somatostatin je 0,125 a% 0,25 4g/kg.10 min.

D—Val’—somatostatin byl rovnéZ zkousen,pokud se ty¥e jeho uéinkugna inhibici sekrece
pankreasu. Pokus byl provddén takto: T¥em psim, ktefd maji Jak pankreatickou, tak dplnou Za-
ludednf pi¥t&l, se infuz{ sekretinu v ddvce 2 Jjednotky/kg.h a cholecystokininu v ddvce
0,45 jednotek/kg.h vyvold sekrece pankreasu a infiz{ tetragastrinu v dédvce 0,5 mg/kg.h vyvo~
14 sekrece Zaludednf kyseliny chlorovodfkové. Poté,co je odezva v ustdleném stavy, se kaZdé-
mu psu poddvé po dobu 1 hodiny D-Val'—somatostatin v dévce 0,75 4g/kg.h. Meximélni inhibig-
ni udinek, vyjdd¥eny jako percentuélni zm&na vidi kontrolnimu pokusu pro viechen protein
je '51 %- »

D-val'-somatostatin byl rovn&# zkouden,pokud se tyde y¢innosti, na uvoliiovént rdstového
hormonu. PouZity postup se provédsl za pouZit{ normdlnich samecl krys Sprague-Dewley o hmot~-
nosti 100 a% 120 g (Leboratory Supply Company, Indianapolis, Indiana). Zkouska je modifikaci
metody P. Brazeau, W. Vaele a R. Guilleman, Endocrinology, 94, 184 (1974).

PFi zkoudce se pouZije celkem p&ti skupin po osmi kryséch pro zkousien{ ka%dé sloufeni-
ny. Pro stimulaci sekrece rlistového hormonu se vem krysdm intraperitonedlns podd pentobar-
bital sodny. Jedna skupina slou#i jeko kontrolnf a dostévd pouze roztok soli. Zviratim ze
dvou skupin se subkuténng podé'somatostatin,a to zviFatim z jedné skupiny v ddvce 2 ug/zviie
a zvifatlm z druhé skupiny v dévce 50 wg/zvife. Zvidatim ze zbyvajicich .dvou skupin se sub-
kuténng podd zkoudend sloudenine,a to zviratim z jedné skupiny v ddvce 2 wg/zvite a zvifatﬁm
2z druhé skupiny v ddvee 50 mug/zvite.

Koncentrace ristového hormonu v séru se mé&*f 20 minut po simultdnnim podéni pentobarbi-
talu sodného a zkoudené sloudeniny. Urdf{ se stupen inhibice koncentrace ristového hormonu
v séru vzhledem ke kontrolni skupin¥ a relativnf u¥innost DuVal‘-somatostatinu vzhledem k sa-
motnému somatostatinu.

PFi ddvce 2 ug/krysu inhibuje D-Val'-somatostatin zvy8eni sekrece ristového hormonu
0 2 % ve srovnéni s kontrolnim pokusem, zat{mco somatostetin zplsobuje 44% inhibici. P#i
" dévee 50 ug/krysu D-Vall-somatostatin inhibuje zvySenf sekrece ristového hormonu o 73 % ve
srovnén{ s kontrolnim pokusem, zatimco semotny somatostatin zpisobuje 79% inhibici.

D—Val’-somatostatin byl rovndf zkouden na W¥innost "in vivo" p¥i inhibici sekrece gluke-~
gonu & insulinu po stimulaci L-aleninem. B&¥nf nedistokrevnf psi obojtho pohlavi se nechajf’
pfes noc bez potravy. Odeberou se kontrolni vzorky krve a pak se zahéjf intravenozni infize
solného roztoku obsshujifcfho somatostatin nebo zkoudenou sloudeninu. Po 30 minutéch se navic
intravendzng po dobu 15 minut poddvd L-elenin. V infidzi solného roztoku obsshujicfho somato-
statin nebo zkouSenou sloufeninu se pokra&uje po dobu.15 minut po skonéeni poddvén{ L-alani~-
nové infize.

Infuze L-aleninu 2pdsobi'néhlé zvyseni koncentrace glukegonu a inzulinu v séru,kterd
se vrétl na kontrolni koncentrac1 po skonSeni infuze L—alanlnu. Timto postupem se zjistilo,
e miniméln{ ddvka D- Val ~-somatostatinu na inhibieci glukagonu Jje 0,06 az 0 11/qy%g/m1n
& pro inhibiei ingulfnu 0,006 a% 0 03 ug/kg/min, zetimco minimdlni ddvke somatostatinu pro
inhibici glukagonu je 0,10 a¥ 0,12 mg/kg/min a pro inhibici inzulfnu 0,03 a¥ 0,10.4g/kg/min.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob piipravy analogl sometostatinu vzorece I

H—D—Val-Gly-L—C§s—L—Lys-L—Asn—L—Phe—L—Phe—L—Trp—L-Lys—LéThr—L—Phe-L-Thr-L-Ser-L—C§s—OH (I)

a Jejich farmaceuticky vhodnych netoxickjch adidnfch solf s kyselinemi, vyénaéeny tim, ¥e se
odpovidajici tetradekapeptid s p¥fmym Fetdzcem obecného vzorce III

H—D—Val—Gly-L-CysrL-Lys-L—Asn-L—Phe—L—Phe—L-Trp-L—Lys-L—Thr-L-Phe—L—Thr—L—Ser—L—Cys—OH (III)
nechd reagovat s oxidadnim &inidlem.

2. ZpGsob podle bodu 1, vyznadeny tim, ¥%e se Jako oxidadniho ¢inidlae pouZfivé vzduchu.

Severoprafia. n. p.. zivod 7. Most
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