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Vasopresinové analoga a zpisob jejich piipravy

(57) Refen{ spad4 do oblasti peptidovych
hormon a zplsobu jejich pfipravy. Latky
lze vyuZit jako 1é8iva, zejména pro substi-
tu&n{ therapii diabetes insipidus (iplavice
${zniv4). Vyhoda popsanych ldtek proti dosud
zndmym l4tkém, spo&fvd v podstatnd vy$s{ a
#istdf udinnosti a ve vy%3{ chemické stabili-
t&. Jsou popisovéna vasopresinovéd analoga obec-

ného vzorce I

)‘(—D-—Tyr-—PhP—X'ﬂ\sn-—)’(

1 2 3 4

5

6

“-Pro-D-Arg-Gly-NH, (1)
"7 8 9

v némz X je zbytek kyseliny mdselné nebo
zbytek kyseliny 3-merkaptopropionové X" je
Gln, Val nebo Asn X°~ je Cys nebo zbytek
kyseliny alfa-aminomdselné. Re3{ se rovné&i
pEiprava téchto létek. L&tky spadaji do

skupiny peptida.
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Vyndlez se tyk& vasopresinovych analogil s velmi vysokym a velmi specifickym antidiuretic~

kym 4&inkem a zptsobu jejich pfipravy. Tato analoga jsou charakterizovdna vzorceém I

| T
X-D—v’I‘yr—Phe—X'--Asn—X''-Pro—D-Arg-Gly—NH2
1 2 3 4 5 6 7 8 9

v nénZ X je zbytek kyseliny mdselné nebo zbytek kyseliny 3-merkaptopropionové
X~ je Gln, Val nebo Asn
X"" je Cys nebo zbytek kyseliny alfa-aminomdselné.

Vysoce G&innd a pfitom vyscce specificky plsobhfc{ antidiuretika vasopresinového typu
se pou%ivajl v léka¥stvi pro substitu®n{ terapii diabetes insipidus (dplavice %{iznivi4),
enuresis nocturna (noéni pomofovani d&t{), lehdich forem hemofilie v&etn& von Willebrandova
syndromu a v klinické diagnostice (Zaoral M.: Int. J. Peptide Protein Res. 25, 561 (1985)).
Dosud pouf{vané preparéty, v prvé Fads l}—kyselina 3-merkaptopropionové, 8~D-arginin]
vasopresin (DDAVP), (Zaoral M., Kolc J.: Zorm.: Collect. Czech. Chem. Commun. 32, 1 250
(1967)) jsou sice velice @Winné a v praxi se dob¥e osv&dduji jak vyplyvd napf. z toho,

Ze DDAVP je zafazovdn mezi 15 nejvyznamnéj$ich prepardtd vyr&b&nych dosud v tomto stoletf,
ale majf je$té nékteré nedostatky. Maji nizky, ale nicméné zcela patrny Ginek na krevnt
tlak a na uterus. Tyto vedlej${i UCinky sniZuji ponékud jejich terateutickou hodnotu. Uvedené
nedostatky nemaji l&tky podle &s. AO 242 062 (Zaoral M., Bldha I., Krchiidk V.). Latky

podle AO jsou zhlediska léka¥ského pouZiti vyhodn&j8{ ne? DDAVP. Jejich nevyhodou je

jen nevyraznd vy%81, nebo nif3i ufinnost ve srovndn{ s DDAVP. Vzhledem k velikosti anti~
diuretického d&inku DDAVP a nfzké hodnotd jeho vedlejdich G&inkd predstavuji ldtky podle

A0 242 062 sice vyrazny, ale pfece jen ne takovy pokrok, aby byly jednoznainé& zajimavé

z praktického hlediska.

.

Je zndmo, Ze ndhrada jedné sirné skupiny disulfidového mostu vasopresind methylenovou
skupinou vede Casto k latkém se zvySenymi biologickymi d&inky. Tak lze zvySit i G&innost

vasopresinovych analogll obsahuj{cich v poloze 8 aminokyselinu konfigurace D. .

¥yn{ bylo zji¥t&no, %e zm&na konfigurace v poloze 2 vede u téchto analogd, tj. vaso-
presinovych karba analogh obsahujfcfch v poloze 8 aminokyselinu konfigurace D, k neoCekdva-
nému zvySenf{ antidiuretického G&inku (8 a% 10ndsobnému) a k zesileni inhibilnich G&inkl
proti vedlej®fm u&inktm, jako je G&inek na krevn{ tlak a na uterus. Tyto ldtky pfedstavuji
novou skupinu vasopresinovych analogd se silnymi agonisticko~antagonistickymi d&inky.
Jejich antidiureticky udinek je a% o jeden Y4d vy¥3{ ve srovnanf s DDAVP a soulasné patii

k nejsiln&jdim zndmym inhibitorim ulinku na krevni tlak a na uterus.

Podstatou tohoto vyndlezu jsou vasopresinovd analoga podle vzroce I

r D
X-D-Tyr-Phe-X"~Asn~X"" ~Pro~D-Arg-Gly-NH, (1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

v némi X je zbytek kyseliny méselné nebo zbytek kyseliny 3-merkaptopropionové

X" je Gln, Val nebo Asn
X"~ je Cys nebo zbytek kyseliny alfa-aminomdselné.

pdle jsou pf¥edmétem vyndlezu sloueniny obecného vzorce IT

s L
X~D-Tyr-Phe-Gln-Asn-X —Pro-D—Arg—-Gly--NH2 (I1)
kde X znadi zbytek kyseliny merkaptopropionové
X~ " je Cys nebo zbytek kyseliny alfa-aminomdselné, vzorce III
(1II)

f
X~D—Tyr—Phe~Gln—Asn-C}s—Pro—D—Arg—Gly—ﬁH?,
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kde X znal{ zbytek kyseliny miselné, a vzorce IV

{ 1

X—D—Tyr—Phe—Val—Asn-Cys—Pro—D-Arg-Gly-NH2, (IV)
kder X znactl zbytek kyseliny mdselné.

Podstatou vyndlezu je ddle zplsob p¥ipravy t&chto latek.

Podstata pfipravy vasopresinovych analogi podle tohoto vyndlezu spod{v& v tom, Z%e

se pFipravi{ linedrn{ prekursor analoga obecného vzorce V,

-
X H-D-Tyr-Phe-X ~Asn-X~"~Pro-D-Arg/Tos/-Gly~f) (v)

!
COOR

v némZ R je terc.-butyl nebo fluorenylmetyl

@a je polymerni nosi&

Tos znadf zbytek kyseliny p-toluensulfonové
a ostatnf{ zkratky maji{ stejny vy¢znam jako v bodu 1, od3t&p{ se chrénicf{ skupina R, provede
se cyklisace mezi zbytky 1 a 2, vznikly cyklicky prekursor analoge se od3tdpf z polymerni-
ho noside amonolysou, p-toluensulfonov§ zbytek se oditépi plisobenim kapalného fluorovodiku
nebo ptisobenim sodfku v kapalném amoniaku a ziskany produkt se vylistf.

Metodou syntézy peptidh v pevné fé&zi, s vyhodou na styren-divinylbenzénovém kopolymeru
se p¥iprav{ linedrni prekursor analoga podle vzorce V, p¥iem? ve &tvrtém stupni syntézy
nekondensuje k peptidovému ¥et&zci N-Boc~S-/tetrbutoxykarbonylpropyl/cystein nebo N-Boc-8~/-
fluorenylmetyloxykarbonylpropyl/cystein. Po skonleni p¥ipravy linedrnfho prekursoru podle
vzorce V se od$tépfl Boc chrédnic{ skupina (resp. Boc a fluorenylmetylovd chrénici skupina)

a provede se uzdvér kruhu mezi karboxylovou skupinou S-/karboxypropionyl/cysteinu a amino-
skupinou tyrosinu v poloze 2. Produkt se pak od3tép{ z pryskyfice amonolysou, Tos zbytek
chrédnic{ guanidinovou skupinu D-argininu se od$§t&pf, s v§hodou plisobenim sodfku v kapalném
amoniaku nebo plsobenfm kapalného fluorovodiku v p¥{ftomnosti anisolu a zfskan{ produkt

se vyd&ist{ gelovou filtraci{ na Sephadexu, kontinudln{ beznosilovou elektroforesou a vysoko-

vykonnou kapalinovou chromatografif.

Cyklisace liendrniho vasopresinového analogu vzorce V se provdd{ v dimethylformanidu.

Pripravené latky byly zkouSeny na antidiureticky, presoricky a uterotonicky d&inek
a na inhibici presorického a uterotonického G&inku (testy byly provddény v podstaté& podle:
Vavra I., Machovd A., Krej&{ I.: J. Pharmacol. Exp. Ther. 188, 241 (1974); Krej&fi I.,
Kubkovd4 B., VAvra I.: Brit. J. Pharmacol. 30, 497 (1967); Munsick R. A.: Endocrinology
66, 451 (1960)). zfskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 1. Z idaji uvedengch v tabulce
je patrné, %e zm&na konfigurace v poloze 2 zvySuje antidiureticky d&inek karbaanalogt
3-6x a soulasn& prohlubuje jejich inhibi&ni G&inky ve srovndn{ s jingmi analogy tohoto
typu. Ddle je zfejmé, Ze karbal analogon (ldtka I) m& mnohem vyS$S{ ﬁéinnost‘nei-odpovida-

jici karba 6 analogon (l&tka III).

Tabulka 1

VP AD BP uT
S 3 8
1 [But’, D-Tyr, D-Arg"| 7,9 PR, 7,2 PA, 7,5
11 |put?, p-ryr?, vai?,
p-Arg®) 10,0 pA, 6,8 pA, 7.9

111 |ipr!, p-ryr?, abu®,
D-Arg®] 1 a3 2 pA, 6,8 pA, 7,8

Iv DDAVP 1 0,96
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PouZité zkratky: VP = vasopresin, AD = antidiureticky t&inek, BP = presoricky u&inek,
UT = uterotonicky d&inek. Velikost antidiuretického 1i&inku je vyjddfena v relativnich
hodnotdch, pii¥emZ GZinnost DDAVP = .1, But je zbytek kyseliny méselné, Mpr je zbytek
kyseliny 3-merkaptopropionové, Abu je zbytek kyseliny alfa-aminoméselné.

Latky T a II maj{ mnohem vy38f a specifi&t8j${ antidiureticky G&inek ne? DDAVP.
Specififnost jejich antidiuretického G&inku jo de facto nekondend, ponfvad¥® ob® 1At ky
jsou zna&nymi inhibitory presorického G¢inku a specifi®nost antidiurcetického u&inku se
stanovuje z poméru velikosti antidiuretického a presorického G&inku. Ob& 14tky se jevi
jako jednozna&né vyhodn&js{ pro ty indika&n{ oblasti, v nich¥ je dosud pova¥ovdn za 1lék
prvé volby DDAVP. Dal®{ vyhodou ldtek I a II proti DDAVP je zvyZend resistence proti
ataku proteolytickych enzymi a odstranéni chemické lability vyplyvajici z p¥{tomnosti
disulfidového mostu v DDAVP. Stabilita ldtek I a II je p¥edurduje pro perordln{ aplikaci.
Znaénd G¢innost obou l4tek p¥i perordlni aplikaci byla experimentdln& prok&zéna.

Podstata vyndlezu je ilustrovéna a doloZena ndsledujfcimi p¥{fklady provedeni:

Teploty tén{ (t.t.) byly m&feny na Koflerov& bloku a nejsou korigované. Optické
aktivity byly stanovovdny na objektivrim polarimetru. Syntézy v pevné fézi byly provéddény
na automatickém syntetizdtoru peptidii. Volné peptidy byly ¢i&t&ny na kontinudlni beznosidové
elektroforese a/nebo vysokovykonnou kapalinovou chromatografif. Cistota produktd byla
kontrolovéna chromatografii v tenké vrstvé silikagelu, papi{rovou elektroforesou, analytickou
vysokovykonnou kapalinovou chromatografif, analysou aminokyselinového slofen{ a elemntédrni
analysou. Biologick& téinnost p¥ipravenych latek byla testovéna metodami uvedenymi na
str. 4. Program syntézy analogl je uveden v tabulce 2. Chemické a fyzik&ln&-chemické

vliastnosti analogt jsou uvedeny v tabulce 3.
Tabulka 2

Program syntézy analogil vasopresinu

C{slo Cinidlo Cas Podet

kroku (min) opakovéni
1 55% TFA/CH,CL,® 2 1
2 55% TFA/CH,CL,? 30 1
3 CH2C12 1 3
4 30% dioxan/CH2012 1 3
5 CH2C12 1 3
6 10% Et3N/CH2012 2 1
7 CH2C12 1 2
8 10% EtaN/CHZCl2 .2 1
9 CH,Cl 1 6

2772 b

10 Sym. anhydrid/CHZCl2 (DMF) 30 aZ 120 1
11 C112C12 1 3
12 20% EtOH/CHzCl2 <1 3
13 CH2C12 1 3

2 po navdzani Tyr bylo prid&véno 5% anisolu.
Do negativnfho ninhydrinového testu.
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P¥iklad 1
{P—Tyrz, D-Argé]desamino—6—carba—vasopresin

K syntéze v pevné fazi bylo poufito 2 g chlormetylovaného afFovaného polyntyronu (1% p-
~divinylbenzenu, 0.63 mmol Cl/g) esterifikovaného Boc-Gly kaliumfluoridovou metodou (Horiki
K., Igano K., Ynouye K.: Chem. Letters 1978, 165). Na nosi& obsahujfc{ 0.30 mmol Gly/g
byly postupn& pfipojeny: Boc-D-Arg(Thos)OH, Boc-ProOH, Boc—Hcy(CHZ—CHZCOOBut)OH, Boc-AsnOH,
Boc-G1lnOH, Boc-PheOH a Boc-D-Tyr (Z)OH metodou symetrickgch anhydridl (Hagenmaier H.,

Frank H.: Hoppe-Seyler s 7. Physiol. Chem. 353, 1973)). Syntéza byla provedena na automatic-
kém syntetizdtoru dle programu uvedeného v tabulce 2. Po od%t&peni Boc-chrénici skupiny
tyrosinu a terc.-butylové chrénic{ skupiny homocysteinového derivétu, Hcy(CH2~CH2.COOBut),
pisobenfm kyseliny trifluoroctové, byl peptid na nosi&i cyklisovdn 3 ekviv. N,N -dicyklo-~
hexylkarbodiimidu v 20 ml CH2C12X. Po 3 dnech, kdy bylo dosafeno negativn{ reakce v ninhydri-
novém testu (Kaiser E., Kolesott R. L., Bossinger C. D., Cook D. I.: Anal. Biochem. 34,

595 (1970}), byl peptid na nosi&i promyt (3x20 ml dimetylformamidu, 3x20 ml CH2C12) a vysuSen.
Bylo ziskéno 2.36 g (90%) l&tky.

Z{skany peptid byl odit&pen z noside pusobenim nasyceného roztoku amoniaku v metanolu
(30 m1, 20 %, 2 dny) . Nosif byl odfiltrovén a promyt teplym dimetylformamidem (50 °c,
20 ml). Po zahuft&nf roztoku ve vakuu byl produkt sra¥en eterem, odfiltrovdn a vysu¥en.
Bylo ziskdno 607 mg (84%) surového peptidu. Tosylové chrénic{ skupina argininu byla od%tdpe-
na pisobenim 10 ml kapalného HF (0 °C, 1 h) za pFfdavku anisolu (0,3 ml) a thioanisolu
(0,3 m1)**. po odpa¥eni HF byl zbytek suspendovdn v etylacetdtu (20 ml), odfiltrovén
a filtra&ni{ kol4Z byl extrahovén 3x20 ml 3M kyseliny octové. Spojené extrakty byly lyofiliso-~
vany a bylo zfskdno 470 mg (75%) produktu.

¥se stejnym vysledkem lze cyklisaci provést v dimetylformamidu, toluenu nebo smési

dimetylformamid-metylenchlorid (1:1}).
**rosylovou chrénici skupinu je moZno od¥t&pit také sodikem v kapalném amoniaku.

vznikld l4tka byla rozpuSténa v 9,4 ml ZO%CH3COOH a podrobena d&leni{ na kontinudlni bez-
nosi&ové elektroforéze (1M, CH3COOH, 2 600 V). Ziskané frakce byly .detegovdny spektrofoto-
metricky p¥i 280 nm, frakce odpovidajici produktu byly spojeny a lyofilizovdny. Bylo
ziskéno 97,2 mg (15,5%) latky vyhovujicich vlastnostf.

C4st produktu (8 mg) byla analysovdna gradientovou elucf{ (15% aZ 40% vodny methanol
obsahujfc{ 0,1% kyseliny trifluoroctové) na koloné Separonu S8i~C-18 (5x2,5 cm). Byl tak

ziské&n chromatograficky zcela jednotny produkt.

PEfklagd 2
-D—Tyrz, D-Arge]desamino—l—carba—vasopresin

syntéza byla provedena postupem uZitnym u p¥ikladu 1, jen s tim rozdilem, Ze jako
&tvrtd aminokyselina byl pou#it Boc-Cys(CH2—CH2-CH2-COOBut)OH. Po p¥ipojeni Boc-AsnOH
byla prysky¥ice rozd&lena na polovinu. Zfskané meziprodukty byly pouZity k syntézdm dal$ich
analogl vasopresinl (p¥fklad 3). Cyklisace byla provedena 3ekv. N,N -dicyklohexylkarbodiimidu
v dichlormethanu (3 dny). Po amonolyze byla tosylovA skupina argininu od¥t&pena kap.
HF jako v pYedchozim p¥ipad® a také postup purifikace byl analogicky. Charakteristiky

produktu jsou uvedeny v tabulce 3.

P¥F{f{kxlad 3

EJ-Tyrz, Val4, D-Args]desamino-l-carba-vasopresin
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P¥i syntéze bylo pouZito &&sti pryskyfice ziskané p¥i p¥fipravé pfedchozi latky (pEf{-
klad 2) a misto glutaminu byl kondenzov&n valin. Postupy kondenzaci, cyklizace, &t&peni
a %i&tén{ byly anologické (p¥i HPLC &isténi byl pouZit gradient a% do 50% methanolu).
Vlastnosti zi{skaného peptidu jsou uvedeny v tabulce 3.

TAtky, které jsou predmdtem tohoto vynélezu, mohou byt pouZity k 1éZebnym dleldm
v ohlantech, ktord joou vysnadend v dvodnf &asti, a to ve tormd vhodné pro Intranasdlnt,
sublingudln{, subkuténni, intravenosnf a perordln{ aplikaci. Mohou byt pouZfity ve vodngch
roztocich, v emulsich s rostlinngmi oleji, v liposomech, ddle adsorbované, absorbované,
enkapsulované a kovalentné vdzané na/v polymernich nosi&ich. Pro svou vysokou chemickou

a zv14%té enzymatickou stabilitu jsou velmi vhodné bro perordln{ poufitf.

Tabulka 3

Seznam zkratek .
Zkratka Plny nézev ’
Hey homocystein

Boc zbytek terc.-butyloxykarbonylovy

Tos zbytek p-toluensulfonylovy

TFA kyselina trifluoroctové

\'24 vasopresin

AD antidiureticky d&inek

BP presoricky G&¢inek

uT uterotonicky u&inek

But zbytek kyseliny méselné

Mpr zbytek kyseliny 3-merkaptopropionové

Abn zbytek kyseliny alfa-aminoméselné

PREDMET VYNALEGZU

1. Vasopresinov4 analoga obecného vzorce I

I T 1.
X-D~Tyr-Phe-X" -Asn-X -Pro—D—Arg—Gly—NH2 (1)
1 2 3 4 5 6 7 8 9

v ném# X je zbytek kyseliny miselné nebo zbytek kyseliny 3-merkaptopropionové

X~ je Gln, Val nebo Asn
X"° je Cys nebo zbytek kyseliny alfa-aminomiselné

[ ..
2. X-D~Tyr-Phe-Gln-Asn~X —Pro-D-Arg—G1y~NH2 (I;)
kxde X znadi zbytek kyseliny 3-merkaptopropionové
X"~ je Cys nebo zbytek kyseliny alfa-aminoméselné
1
3. )"rD-Tyr—Phe-Gln-—Asn-Cys—Pro—D-Arg—Gly-—NH2 (I1I)
kde X zna&i zbytek kyseliny méselné
| 1
4. X—D—Tyr—Phe—Va1—Asn~Cys~Pro—D—Arg—Gly—NH2 (IV)

kde X zna&f{ zbytek kyseliny méselné

) o RS L
RUUER SN [ RRRTIE 5 Y e
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5. Zpisob p¥ipravy vasopresinovych anologt obecného vzorce I podle bodu 1, vyznadujfci
se tim, Ze se metodou v pevné f&zi p¥ipravi linedrnf prekursor analoga obecného vzorce V
[ ——y .
¥ H-D-Tyr-~Phe-X ~Asn-X ~Pro-D-Arg(Tos)~Gly-P, (v)
COOR )
v ném¥ R je terc. Butyl nebo fluorenylmetyl

@Qje polymernf nosid

Tos znad{ zbytek kyseliny p-toluensulfonové
a ostatni{ symboly maj{ stejny vyznam jako v bodu 1, odit&p{ se Boc skupina Tyr a skupina
R pisobenim kyseliny trifluoroctové, provede se cyklisace mezi zbytky 1 a 2 piscbenfim
N,N"-dicyklohexylkarbodiimidu v dichlormetanu, dimetylformamidu, toluenu nebo sm&si dimetyl-
formamidu a dichlormetanu, cyklicky prekursor analoga se od$t&pi z polymernfho noside
amonolysou, p-toluensulfonylovy zbytek se od$t&pf{ plusobenim kapalného fluorovodiku nebo
pisobenim sodfku v kapalném amoniaku a ziskany produkt se vy&istf{ na kontinudlnf{ beznosi&ové

elektroforese nebo vysokovykonnou kapalinovou chromatografif.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kcs
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