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Linearni peptid, ktery je analogem pfirodné se
vyskytujici, biologicky u¢inné lalky P ma
aktivni polohu a vazebnou polohu, ktera za-
jistuje vazani tohoto peptidu na receptor pfi-
sluéné bunky. Analog ma nepeptidovou vazbu
misto peptidové vazby mezi aminokyselino-
vym zbaikem aklivni polohy s pfilehlym ami-
nokyselinovym zbytkem. nebo synleticky b-
aminokyseliinovy nebo .gama.-aminokysclino-
vy zbytek, nahrazujici dvé aminokyselinové
zbytky aktivni polohy.
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Linearni peptid
OBLAST TECHNIKY

Vynalez se tyka peptidii pro terapeutické ucely a zvlasté se tyka analogil

piirodng se vyskytujiciho peptidu P.

DOSAVADNI STAV TECHNIKY

Peptidova latka P (SP) ma d&etna farmakologickd piisobeni, vietné
vasodilataéniho a tlak sniZujiciho plsobeni, kontrahuje nevaskularni hiadké
svaly, stimuluje sekreci slinivky a pankreasu, depolarizuje riizné neurony a
uvolfiovani histaminu z bunék. Je domnénka, 7¢ se SP podili na riiznych
fyziologickych funkcich (z nichZ Cetné jsou spojeny s navozovanim bolestt).
Tyto funkce zahmuji regulaci peristaltiky a aktivity hladkych svald v
gastrointestinalnim traktu, regulaci sekrece shnivky a pankreasu, regulaci
zané&tlivé odezvy Spatné funkce periferni tkané, neurotransmisi a regulaci
neuroimunomodulace. Mantyh a kol., /1989/ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:
5193 popisuje piitomnost latky P receptorli na strané zranéni v centralnim
nervovém systému a domniva se, Ze SP muZe byt zahrnuta v regulaci odezvy
poskozeni centralniho nervového systému, jako? také v periferalni tkani. Latka
P je také proliferativnim Einidlem, stimulujicim proliferaci fibroblastd,
T-iymfocyt&f{endotheiiéinich bunék, bunek hiadkych svaiil a astrocytd.
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Litka SP pat¥{ do rodiny bioaktivafch peptidd zndmych ja-
ko¥to tacaykininy. Struktura, i%innost a funkce ldtky SP a ji-
nyeh tachykinind jsou diskutoviny v praei Payana,/1989/ Ann.
Rev., Med. 40: 341l. Jak uvdd{ Payan, létka ST se podil{ na
obecnych farmaikolozickych vlastnostech a xonservuje konco-
you karboxylovou sekvenci /Phe-X-Gly- Leu-et-NH,, kde X
znamend rozvétveny slifaticky nebo aromaticky aminokyselino-
v§ zbytek/ s jinjmi tachykininy. z4kladn{ biologické udin-
nosti a schopnost vazgt se na receptor spodivd v karboxylové
xoncové sekvenci tdchto peptidd. Selektivita ke specifickému
recevtoru tachykininu je stanovena aminokyselinovou koncovou
sekvenc! peptidd, jak uvéd{ Iverson a kol., /1989/ The Tachy-
kinin System /Tachykininovy systém/; Abstrakt zvefejndn na 11.
americkém symposiun 0 peptidech. Konservace karboxylové kon-
covéd sekvence sand phes létku 5P a jiné savd{ tachykininy

1

x ostatnim bioaktivnim peptiddm, jak je uvedeno v tabulce I.

letnd derivédty SP, vytvétené modifikac{ pos tranniho Tetdz-
ce a/nebo D-aminokyselinovou substituef, plsobi jako SP re-
ceptorové Antagonisty. Folkers Vv americkém patentovém spise
g{slo 4 481139 popisuje P entagonisty, pripravené D nebo L
aminokyselinovou substitucie Tyto antagonisty zohrnuji unde-
kapeptidovy analog spantid /D—Arg-fro-Lys—Pro-Gln—Gln—D-
f&rp—Phe—D-Trp-Leu—Leu—NHa/, jako¥ také analogy ldatky P,

Jensen a kols, /1988/ Am. J. of Physiol, 24: G883, charak-
terizuje schopnost riznfeh SP antagonistd inhibovat piso-

beni bombesinu. Jensen a kol. studovali &tyri SP analogy:




Arg—D-Pro-Lys-Pro—Gln-Gln-D—Phe-Phe-D-Trp—Leu—Met—NHz,
Arg—D-Pro-Lys-Pro—Gln—Gln—D-Trp—Phe-D-Trp-Leu—Met-NH2,
D—Arg-D—Pro-Lys-Pro-Gln-Gln—D-Trp-Phe-D—Trp-Leu-Leu—NH2 a
D-Arg—Pro-Lys-Pro-Gln—Gln-D-Trp—Phe-D—Trp-Leu-Leu—NHz. Jen~
sen a kol. také studoval dva analogy SP a prvani t¥i aminoky-
seliﬁové zbytky vypudténé, D-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-~D-Trp-
Leu-ﬁmt—NH2 a D-Pro-Gln-Gln-D—Trp—Phe—D-Trp—D-Trp—Met-NH2.
Z4dny z tichto receptor vdzajicich peptidd viak neni speci-
fickj k 3P receptoru. VSechny inhibujd biambesinem stimalo-
vané uvolnovéni amylasy. Jensen a kol. usoudili, e "schopnost
inhibovat'pﬁsobeni ?:meesinu Je obecnou vlastnost{ 3P ana-
logh, Ze maji teké funkei jakoZto SP receptorové antagonis-
ty & Ze 5P receptorové antagonisty jsou kaZdy innibovén pi-
sobenim bombesinu funkei jakoZto bombesinové receptorové an-

tagonisty”.

Woll a kol., /1988/ Proce Nat. Acad. Sci. USA 85: 1857
z2jistili, Ze P antagonist L-Arg.Pro-Lys~Pro-D-Phe-Gln-D-Trp-
Phe-)-Trp-Leu~Leu-Zii, je mocny bombesinovy antagonist v busi-
kéch "murine Swiss 3T3, |

Agonisty s antagonisty firckého spektra biologicky u-
¢imnych peptidovych hormonk, vietné ldtky F, byly syntetizo-
vény zavedenim modifikace peptidovych vazeb do peptidového
hormonu, viz Spatelas /1983/ v publikaci Chemistry and Bio-
chemistry of Amino Acids, Peptides and Proteins /Chenie a
biochemie aminokyselin, peptidl & bilkovin/ /B. Weinstein

vyd./ . Dekker, New York and Basel, str. 267 aZ 357.




v 2 h’ ¢ ]
Dsle pouZivané /neavyklé/zkratky maji tento vjznam:

cyklohexyl=-Ala = cyklohexylalanin

| ‘ identifikadni skupina
”~

CH

CH

KH

2 CH 002H

e F
Lys—z:—HHR - lysin, kde g -l atom nese skupinu R, kde R zna-
nend atom vodiku, alkylovou skupinu s 1 &% l¢ atomy unliku,
fenylalkyloveu skupinu se 7 a% 10 atomy uhliku, skupinu COE,
kie F znamend alkylovou skupinu s 1 aZ 20 atomy ukliku, alke-
nylovou skupiru s 3 aZ 20 avony unliku, alkinylovou skupinu
s 3 az 20 atomy unliku, fenylovou skupirnu, naftylovou skupi-

nu nebo fenylelkyloveu skupinu se 7 aZ 10 atom unliku, rebo
nylelky ¥

R znomend zcylovou skupinu s 1 aZ 12 atomy uhliku.

¥le - HH - CH - COOH /norleucin/
l / . identifikadnl skupina
/CHy/ =CH *
3 773
Hal = naftylalanin
p¢lu =- H,C — CH-GOCH /pyroglutamovs kyselina/
H,C NH
2 s.c/'

0

Sar - sarkosin




a
Sta /statin/ - /38,45/-4-amino-3-hydroxy~6-nethylhept@nové kyseli-
na, kterd md chemickou strukturu
CH CH
3 3
<o’
! identifikalni skupins
%HZ
I o e ('F o —_—
Lhe CH %n CH2 002H
OH
AHFPA = /BS,45/—4-amino-3-hydroxy—S—fenylpentanop@é kyselira,
terda ma chemickou sgirukturu
H
1
!
/’C‘\
HCZ  oH
l " identifikaéni skupina
HC CH
x> -
¢
!
O, 0
!

H
NHZ—_ CH — gg — CH2 — ( — Ol

ACHPA = /38,45/-4-arino-5-oyklohexyl-3-hyiroxypentanogvé ky-

selina, kterd mé chemickou strukturu

H

l2
C
F A
Ha? ?H2 identifikasni skupina
5,0 CH,
CH
CH
2 0
| 0
NH, -CH = CH - CH, - C - OH
oH




Sk o= nPQ—‘“O—Li“—*TO—bLn cln-Phe—rhe=Gly-veu-iet-lli, /odtke /.

fodstata e /«:W :

Cbecn. je An: ten vynilezu linedrng /nzc /xliclky/ nenlidd

Obeers s vieren

“e snelosenm pidirodn. ce vyskytulied, biologicky Uéinné litiny ©

mepicd emtivad wedlohu & veszs

D

brou polohu zolpovgdneou zo vazunl fent-
tidu % recestoru no cilevé bunce., znclel m& Jednu z adsla’u
modificeci: /e/ nzpestidevou vozbu niste peptidové vezby mezi eni-

.| n) .

noxyselinovym zbytkem gltivni pelony ¢ sousecnim srirok selinovy -
zbtkem, /L/ néhr. ‘u dvou ¢minornyselinovich zbotkd vvnitr ektivrd
pblohy syntetickym eminolk,selinovym zbytfem, nc oifikled stetinem,

[?

LNEPA, AvnIf, ﬁ —aminok selinovys nebo JV—Lrlnoh,uullnov mozbrtoom,
/e/ vipustend crinokveelinovéne zb: tku v sktivond zoloze & modiilzce
coinok selinovéno zbytku mimo ¢xtivnl polobu nobe /4/ piitomnost
-xonccvene sainoi selinového zb tku, tery neal rIirodn. oe Vowli-
tujicim zainox ~selirovy) i zbylkem uvedencho criredns se vyshytugi-
¢iro zeptidu /xde f?— nebo ‘f'—neni stencvenou enincii celinou,

nybri to je g -sninok,selinc/.

V oorived vihoundho creovadeni je analop schope:n Pheoblt Jolc
konkurencni inhivitor pPfrodn . ce vysgytugiced litky P vezonim as
uskutetnonin jedné z modirixeci selhdvé in vave bic-

racentor

?'( J
[4)]

locicks uéinnest prirodn: ce vyuxytugiediio peptidu.

Ve vyhodnérm provedeni je ektivni polohou linedrniho reptidu

-

kerboxylevy koncovy polovirovy linedrni peptid, ~inearnd reptil oa

& -

Sednu z nésledujfcich modifikeci: repeptidovou vezbu nisto neptidove
verby mezi cminox selinovym zb;tiken « kilvni porohy € pfilehlym wil-

nokselinovym zbrtker, /b/ ndhr:du dvou zminck selinovych zoytkd




uvnity sktivni polohy syntetickym aminokyselinovym zbytkem,
napriklad statinem, AHPPA, ACHPA, (b -aminokyselinovym zbyt-
kem nebo Jij5221inovjm zbytkem, /c¢/ vypudténi aminokyselino-
vého zbytku v aktivni poloze a modifikace aminokyselinového
zbytku miro aktivni polohu nebo /d/ p#itomnost N-~koncového
apinokyselinovéno zbytku, ktery neni prirodnd se vyskytuji-
cim eminokyselinovim zbytkem uvedeného pfirodn? se vyskytuji-

ciho, biologicky u&irného peptidu.

rodle vyhodného provedeni je aktivni polcohou linedrniho

peptidu karboxylov§ koncovy polevinovy linedrni peptid. Li-
neérni peptid mé jednu 2z ndsledujicich modifiksci, /a/ nepep-
tidoveu vezbu misto peptidové vazby mezi karboxylovym konco-
vym aminokyselinovim zbytkem a pFilehlym aminokyselinovym
zbytkem nabo /b/ statin nebo AHPPA nebo ACHEA, S -aninokyse-
linovy nebo J~—aminokyselinuvy zbytek misto p¥irodn& se vy-
skytujic{ko karboxylového koncového zbytku a prilehlého amino-

kyselinového zbytku.

Podle vyhodného provedeni mé analog 14tky P jednu z né-
sledujicich modifikac{, /a/ nepeptidovou vazbu mistc pepti-
dové vazby mezi karboxylovym koncovym aminokyselinovim zbyt-
kem a pfilehlym aminokyselinovym zbytkem nebo /b/ statin nebo
AHPPA nebo ACHPA, é3-aminokyselinovj nebo df-aminokyselino-
vy zbytek mfsto p¥irodné se vykytujiciho karboxylového konco-
vého zbytku a p¥ilehlého aminokyselinového zbytku.

Fodle vyhodnych provedeni je linedrni peptid analogem

létky P s aktivni polohou v karboxylové koncové poloving




lireérniho peptidu. Analog ldtky P wd jednu z ndsledujicich
modifikaci: /a/ nepeptidovou vazbu misto peptidové vazby

mezi karboxylovgm koncovyn anminokyselinovym zbytkem a pFiléha-
ifcim aminokyselinovym zbytkem nebo /b/statin nebo AHPPA nebo ACHP!
nebo A -aminokyselinovy nebo df-aminokyselinovf zbytek

nisto pPirodné se vyskytujici karboxylové koncové skupiny

& prilehlé aminokyselinové Ekupiny.

Linedrnimi reptidy pro zavedeni nepeptidové vazby mezi
dva piirodni aminckyselinové zbytky nebo pro nédhradu dY;Bu
prirodnich aminokyselinovych zbytkt syntetickymi aminokyse-
1§ﬁ§¥%%¥ﬂ%§§é%ﬁﬁ¥‘%%jgﬁy%w'd%%%%%ﬂ?q§%§4%ﬂg?§bé§%g%95 ani-
nokyselinového zbytku, vhodnymi pro vytvoreni nebc pro pod-
poru antagonistické udinnosti jsou linedrn{ peptidy, u kterych
je UBinnost spojena se dvéma C-koncovymi aminokyselinovymi
zbytky aminokyselinového Fet&zce. Prote aktiwvmi poloha pri-
rodné se vyskytujiciho peptidu, JjehoZ je analoger peptid
podle vyndlezu, zahrnuje s vyhodou alespoﬁﬁaminokyselinon

~

7 £ '
v 1 zbytz . v karboxy|koncové polovin¥ peptidu,s linedrni pep-
7 ! -

tid podle vyndlzu md aminokyselinovy zbytek ve své karboxy
koncové poloving. uodifikace miZe byt zavedena v oblasti

zahrnuté ve vdézdni receptoru neho v nevdzajici oblasti,

Vyrazem "nepeptidovéd vazba" se mini, Ze atom uhliku,
podflejic{ se na vazbd mezi dvéma zbytky, je redukovén
z karbonylového uhliku na methylenovy uhlik, to je CH,~NH;
nebo méng vyhodn&ji CHy-5, CHE-CH2, CH2-C0 nebo CO—GH2.

/Podrobnd o chemii nepeptidovych vazeb pojedndvd Coy a kol.,



/1988/ Tetrahedron 44, %: 835 a¥ 841, Tourwe, /1985/ Janssen
Cpim. Acta 3: 3 - 15, 17 - 18 a Spatola, /1983/, Chemistry and
Biochemistry of imino Acids, Feptides and Proteins /B. Wein-

stein, vyd./ ¥. Dekker, New York and Basel, str. 267 aZ 357./

S vyhodou predstavuji analogy podle vyndlezu 25]% homo~
logy a predeviim SQI% honology s pfirodnd se vyskytujfeimi

peptidy.

Jednou moditikaci p¥irodnd se vyskytujfcfho peptidu k vy-
tvotend antagonisﬁ? je pouziti jakoZto aminokyselinového kon-
cového zbytku aromatického D-isomeru aminokyseliny nebo alky-

lované aminokyseliny. /Hée—tHt nenf urfeno jakoZto konfizure<"
. . . . i ! L [ .
~ v : i—m m# //W Vi ngV /J/

P
s

Jedna t¥ida peptidu podle vyndliezu zahranuje anélogy lédt~

\\§§‘P vzorce I //
. \\\\\\2 AB //Aff
1
~ 1

atea®en3p4y5.a0 Ty - co-a*-nq,ﬁﬁ-a R _H-V
/ A ! 6

Ry AN Ry ,///

e
kde znamend e

1

A® D nebo L isomer amiQ*f?g;ilny ze souboru Arg, Lys &

/Y

Lys- & ~NH-R, /kde 320\3Sizfné atom vodiku, alkylovou

skupinu s 1 a¥42 atomy ullliku, fenylalkylovou slkupinu
se 7 aZ }Q,atomy uhliku, skﬁ§1Q3~COElo, kde ElO zname-
né alkylbvou skupinu s 1 aZz 20 at&hg\giiiku, alkenylovou

skupinu s 3 aZ 20 atomy uwhliku, alkinyleyou skupinu s 3

- P WP MUUUVORRS T RS J P onrneeT Ayt plrir v e o PP Avrain o lmand
Al 20 atomy uhliku, fenylovouw skupinu, narl u‘}%(}u skupinu,

y,
/! AN

o
-~




[ORTRNS

— P
£l -
A

X Linedrni peptid obecného vzorce I} f:a& ,ﬁ/éﬂa“{f&/m

ez
‘/7//}. e R

Rsq

A25 426,27 428,29 430,31

| | | | | I |
_CH-RS54.CH-R56_CH-R58-CH-RO9-CH-RO2.CH-RO4-CH-V10
kde

A2l jé D #f1ebo L izomér Arg nebo Lys

22 je D nnebo L izomér Pro
a3 je D nebo L izomér Lys
24

25

je D nebo L izomér Pro

je identifikaéni skupina D nebo L izoméru Gln

A%0  je identifika&ni skupina D sebo L izoméru Gln

a27 je idéntifikaénf skupina D-Trp n ebo identifikadnl skupinu
D #ebo L izoméru Phe

P je identifikacni skupina D acebo L izomécu aminokyseliny

) _
ze stboru p-Nal, Phe, o-X-Phe, kde X je F, Cl, Br.
NQ2' OH ~n ebo CH3. nebo p-X-Phe,K v kterem X je I, C1, Br,
NOZ‘ OH nebo CH3

a2? je identifikacénZ skupina aminokyseliny D-Trp siebo
‘identifikaé&ni skupina D R.ebo L izoméru Phe

a3 je identifikacna’ skupina D nebo L izoméru aminokyseliny
ze skupiny Leu, Nle, Ala, Val nebo lle

a3l je identifikac¢n? skupina D nebo L izoméru aminokyseliny

ze& skupiny Leu, Nle, Ala, Val rnebo lle
R®*  je CO-NH nebo CO-NCIf,
R56, R62 a R64jsa nezavisle CO-NH ruebo CH2~NH

%9 je cO-NRSY, v kterem R®? je 1 scho € |, alkyl acho

CHZ—NH
60 je CO-NH a
y10 je
0 O Rgy
i I/
-C-0-Ree.  #Acho -C-N




v KT@Iych kazdy Rgs. Rgy a Rgg je nezavisle H, Cy_(,alkyl
C7 10 fenylalkyl »# ebo Cia.29 nafrylalkyl a  R1 a',RSZ.
ktaré jé%_ v azané na a-aminodusikovy atom N-koncove’

aminokyseliny JSOJ nezavisle H, Ci_12 alkyl, C7h10
fenylalkyl n.ebo COE, 4,  kde Ebry Je Ci.00 alkyl, C3h20
alkenyl, C3_ 20 alkinyl, fcn'y%(,_‘ naftyl T ebo Cy_10

. /.C! it . 51
fenylalkyl za podmignky, 3e J=% Jeden ze symbolg R

a RS2 , AR e e o
je COE24, druhy musi byt atom vodiku ( pricemx
najméns: Jeden ze symbold: RSO, R78 R62 1 ebo RO4 je

CH,NH, #Zebo jeho farmaceuticky prijateIné solé.
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Ao Vorustin, Adl - ze polminky, To v pfipeld, kdy
B -~

I

-

/_. .

A7, _bgﬁ\g\igc JZou visustény,

musl B3 znamenﬁt\sggginu’9§Z§b—/CH2/nlO—CO-NH, dile za pod-

minky, Zs v pripadé, kdy’ﬁélkznam=né skupinu. obecného vzorce

bﬂzzo-/un /nlO 012 masi bt ! 31, LE 70 vysudtény, ddle za

poduinky, zefv Qflpddé kdy A31 ’ R65H a VlQ~380u vypudtény, masi
2

Rgy & znamenat skupinu obecnéno vzorce CHZ2O'/“H2/nlO'Vl

T

ejich farmaceuticky vhodné soli.

Jako¥to pPiklady vihodnych peptidl se uvdddji:
D-Arg-Pro-Lys-rro-Gy”n-Glﬁﬁ-D-Trp-Phe-D—TrpLgcﬂa-NH~7Leu-N1e-NH2,
D-Arg-Fro-Lys-Pro-Gla-Glo-D-Trp-Phe-D-trp-Leu / CH,~NH_7¥le-Ni,.
Nepeptidové vazby, ve kterych je peptidovd vazba redukovand, jsou

zde symbolizovdny vyrazem "LZ“CHz—NH_7" nebo "L£7,

Vyndlsz se taxé tykd antagonistgrlétky P vzorce

Arg-Pro-Lys-tro~Gla-31la~Pne-Fae-G1y"/ CH,-NH_7Leu-Leu-NH,.

5P antagonisty podle vynalezu jsou uZitedné pri oéetro—
véni nemocnych trofcich nemocemi zahrmujicimi neurogenﬁ zéné~
ty, nap¥iklad %heumatoidni arthritis, ulcerativni kolitis,
ekzem a (rohnova nemoc. SP antagonisty podle vynédlezu jsou u-
zZiteZné jakoztio antiproliferativni &¢inidla napriklad pri ode-
t¥ovdn{ malych bunidnjch plicnich karcinomi nebo poruch za-
hroujfcich proliferaci fibroblastd. Antiproliferativnil vlast-
nosti SP antagonisti podle vyndlezu také umoZnuji jejich po-
uziti pri prevenci poruch, kdy je tfeba usnadﬁit regeneraci
nervi. Fhsobeni antagonistl podle vynalezu na neurotransmi-
si umo¥fuje jejich vpouzivéni jakoZto neopidtovych analgetik,

Jejich pouziti jako neopidtovych analgetik umo¥nuje obaoveni




- 19=

odezvy na opidty. Antagonisty podle vynilezu jsou také ufi-
tedn# jakoZto antisekretadn{ &inidla, pisobi nap¥iklad na

slinivku a na pankreas.

V pfipad? slou¥enin shora uvedenych vzored, kde%&ry43§7
P — % R 4 = 1
-37\aé-313, RSl’ Re o R66 a% Rgonebo Boo a¥ R72 jsou aromatic
kou, lipofiln{ skupinou, mi2e bt jejich Udéinnost in vivo
dlouhodobd a uvolnovdni sloufeniny podle vyndlezu na cflovou +tkén

a

miaZe byt usnadnino.

Identifikadni skupina o -aminokyseliny /pro v¥ipad py-
roglutamdtu, viz niZe/ je atom nebo skupina atonmd, jﬁé nez
A -karbonylovy unlikovy atom, A -aminodusikovy atom, nebo a-
tom vodiku, vézani na asgmetricky o, —unlikovy atom. Pro i-
lustraci priklady je identifikalnil skupinou alzninu methylo-
v4 skupina, identifikadni skupinou valinu skucina /CHB/ZCH’
identifikadni skupina lysinu je H3N*/CH2/4 skupina a identifixad-
nl skupinou fenylalaninu je skupinz /06H6/CH2. Identifikadni
skupina A~ nebo d*-aminokyseliny Jje analogovy atom nebo sku-
pina atomd vizanych na (5 - nebo af—uhlikovy atom. Fokud neni
identifikadni skupina aminokyseliny specifikovéna, mlZe to
byt o, A, nebo 5 V pripads pyroglutamdtu je identifikad-

~CH,»

ni skupina —NH—CO—CH2 5
Dal3f charakteristiky a p¥ednosti vyndlezu jsou zFejmé

z ndsledujiciho popisu jeho vyhodnych provedeni., Vyndlez ta-

ké objasnuji ndsledujici obrdzky, které viak vynilez nijak

neomnezuji,.
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Na obr. 1 je dvojice grafl objasnujicich vliv pseudopeptidl
spantidu, D-Arg-Pro—Lyé—?ro—Gln-Gln—D-Trp-Phe-D-
Trp-Leu-Leu-¥H, /levy panel/ a S5F, Arg-fro-Lys-Pro-
¢1n-Gln-Fhe-Phe-Gly-Leu-liet-NH, /pravy panel/ na
Sp-stimulovené uvolfovan{ amylasy z pankreatické
acini. |

Na obr. 2 je graf ukazujici vliv Arg-Pro=-Lys-Fro-Gln~-Gln-rhe-

L [ - VA .
Phe-Gly-Teu / CH,~NH_/jfma 3P-stimulované uvolnovéni

agpylasy 2z pankreaticiké aicini.

Na obr. 3 je dvojice grafl objasnujicich schopnost rﬁznfch
5P a spantidov§hh pseudopeptid& inhibovat vdzdni
1251 pu-l4tky P k panxreatické afcini.

da obr. 4 je graf ukazujici schopnost SP a spantidovqgh pseu-
dopeptidd inhibovat vizénd 1251—[_Tyr4_7bombesinu

k nankreaticxé acini.

Vynilez ddle obgasnuje popls struktury, pPipravy a pou-

$it{ vyhodnych forem provedeni vyndlezu.

reptidy podle vyndlezu maji viechny modifikace, napriklad
nepeptidovou vazbu v alespon jedng udané poloze, Ve které se
atom ubliku podili na vazbé‘mezi dvéra zbytky a je redukovin
z karbonylového uhliku na methylenovy uhlik. Zpusob redukce
peptidové vazby, ktery vede k nepeptidové vazbi, popsal Coy

US pareset- - ¥€O3g o

a kol.,-ame;iQké_@Eihlééka_nynalezu-ééa}e-8?9%#87 TPeptidy
podle vyndlezu se mohou zpracovdvat na formu farmaceuticky
vaodnych soli. Jakozto p¥{klady vyhodnjch soli se uvadsji so-
1i s farmaceuticky vhodnymi kyselinami, jako je nap¥iklad

kyselina octova, mlélna, maleinové, citronovd, jablelné, as-




korbovad, jantarovd, benzoovd, salicylovd, methansulfonovd,
toluensulfonovd a pamoovd a jako jsou dale polymerni kyseli-
ny, nap¥iklad xyselina t¥islovd nebo karbozymethylceluldza a
soli s anorganickymi kyselinami, jako jsou hylogenovodikovs
kyseliny, nap¥iklad kyselina chlorovodikovd, a dale jako je

kyselina sirovd nebo fosforednd.

Latka P, anta.onist Arg~Fro-Lys-tro-Gln-Gln-Fhe-The~Gly-
-LeuL[-CﬂzNH_7Leu—NH2, se poFipravuje dale uvedenym zplsoben.
Ostatni analogy latky P se monou pPipravovat vhcdnymi modifi-

kacemi ndsledné popsaného zplusobu pripravy.

Frvai stupen je p¥iprava Arg-Fro-Lys~Ero-Gln-Gln-Fhe-
—Phe-3ly-Tea"/ CH,-NE_7Leu-benzhydrylaninové pryskyfice jakod-

to meziyroduktu.

Benzhﬁz&laminpolystyrenové pryskyiice /Vega Biochemicals,
Inc./ /0,97 g, O,5mmol/ ve form# chloridového iontu se vnese
do reakdni nddoby Beckmanova 9908 peptidového syntetizéru na-
programovaného k oroveden{ ndsledujiciho reak¥nfho cyklu: #a/
metuylencalorid; /o/ 335 trifluoroctovd kyselina /TFA/ v methy-
lenchloridu /2 krdt pro 1 a 25 min/; /¢/ methylenchlorid; /d/
ethanol; /e/ metaylencnlorid; a /f/ 10#% triethylamin v chlo-

roformu.

Neutralizovand pryskFice se michd s gL -t-butoxykarbonyl-
/Boc/-leucinem a s diisopropylkarbodiimidem /1,5mmol v obou

pripadech/ v methylencnloridu po dobu jedné hodiny a vznik-

a% /f/ shora uvedenjm programem promyvdani. Butoxykarbonyl-
leucinaldehyd /1,25 mmol/, pFipraveny zpisobem podle Fehren-

tze a Castra. Svnthesis. str. 676 /1083%/. se rozousti
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v 5 ml suchéno dimethylformesmidu /DiF/ a pridd se do prys-

kyridné itrifluoroctové solné suspenze, naleZ se pridd 100

\
2

£
v

ag /2 mmol/ kysnoborohydridu sodného /Sasaki and Coy, Pepti-
des §: 119 - 121 /1987/; Coy a kol./. iidchd se po dobu jedné
hodiny, pak se zjisti negeativnf reakce pryskyiPilné smési na

nichydrin /1 min/, doklédejici Cokonazlou derivatizaci volné

arinoskupiny.

Pak se posturnd kopulujil ndsledujici sminokyseliny /1,5
mmol, v piitosmcsti Giisopropylkarbodiimidu /1,5 mmol/ a
ziskand aninokyselinovéd pryskyfice se cykluje sturni promyw-
véni/devlokovéni /a/ a? /f/ stejnou procedurouw, jak shora go-
pséro: butoxykarbonyl-Gly /Boe-Cly se kopuluje jakoZto 6i
nadtytek p-nitrofenylesteru/, Boc-Fhe, Boc-fhe, Boc-(ln,
Boc=3ln, /Boc-Gln se kopuluje jakoZty 6 i nadbytek p-nit-
rofenylesteru/, Boc-fr¢, Boc-Lys, Boc-frc a Boc-Arg. Hotovd

pryskyfice se pak gromyje methanclem a vysudi se na vzduchu.

shore pfipravend pryskyfice /1,6 g, 0,5 mmol/ se swichd
s aniesoler /5 ml/ a s btezvedym fluorevedikem /35 ml/ pii

0N O(“ minhd e 10
W “ i ST W

+ A1 A a
W oW R -

orl lobu 45 minut.

diku se rychle odpa¥{ v proudu suchého dusiku, volny peptid
se vysré#i a prowyje se etherew. Surcvy peptid se rozpusti
v zminirdlnim objemu 2I7 kyseliny octové a ¢ist{ se na sloup-
ei /2,5 x 90 cm/ Sephadexu G-25, ktery se eluuje 2H kyse-
lirou octovou, ndsleduje preparetivni stfedn® tlakovd chro-

matografie na sloupci /1,5 x 45 cm/ oxicu kFemilitého Vy-

dac Cqq /10 a% 15 mikrometrd/, ktery se eluuje s linedrnimi




gradienty acetonitrila v 0,174 trifluoroctové kyseling za po-
uzit{ kontroloru gradientu FEldex Chromatrol /pritokovd rych-
lost 1 wl/min/. Fop¥{ipadé se analogy ddle Sisti opétnoa
savometografii na téZe kolond s mirnymi modifikacemi za pri-
padnyeh wmirnych modifikaci podminek gradientu. Homogenity
peptidu se dosahuje chromatogrefii v tenké vrsivé a analy-
tickou fézovou reverznl vysokotlakou kapalinoveu chromato-
grafii; dosahuje se 97/ i vyS¥i Sietoty. Analytické stanoveni
aninokyselin uddvéd olekdvané pomery aminokyselin. Pritom-
nost redukovand peptidové vazby demonstrovéna hmotovou gpek-
troskopil za bombardovéni rychlym atomem. V kaZdém pripads
anzlog vykazuje dobry vytdiek molekuldrniho iontu odpovida-

ijici vypoditené molekulcvé hmotnosti.

Statinovy, 4HPFA, ACHEA, [p-aminokyselinovy nebo fe
minokyselinovy zbytek se zavddl stejnyp zrbzobem jako pFi-
rodni o -aminokyselinovy zbytek kopulaci jakoe v p¥ipad& Boc-

~aminokyseliny /butoxykarbonyleminokyseliny/. Statin nebo Boc-
statin se wlZe pPipravevat zplsobem, ktery popsal Rich a kol.
1978, J. Org. CHem. 43, 3624; Rich a kol., 1988, J. Org. CHem.
53: 869; a Rich a kol., 1980, Jv led. Chem. 23: 27. AHPPA
se uGle pripravovat zphsobem, ktery popsal Hul a kol., 1987
J. Ved. Chem. 30: 1287, ACHPA se mkZe pFipravovat zpisoben,
ktery popsal Schuda a kol., 1988, Journal of Organic Chemis-
try 53: 873. Boc-kopulované syntetické aminokyseliny jsou
dostupné u spoleénosti lNova Biochenicals /Svycarsko/, Ba-
chem /Torrance, Kalifornie/ a CalBiochen /éan Diego, Kalifor-

nie/.
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Daldi sloudeniny se mohou p¥ipravevat, jak shora uvedeno,
v ot L4 » . b4
o mohou se zkoudet se zietelem na udinaost jakoZto agonisty ne-

bo antagonisty ndsledujicim programem zxousky.
Fdze 1 - Uvolhovdni emylasy z pankreatického acini

$P stiruluje uvolnovéni amylasy v pankreatickém acini.
S+iumulace nebo inhibicé uvolnovéni smylesy pankreatickym acini
se vyuzivd jakoZto mira pfipédné Usirnosti peptidu jakoZto
agonistu nebo antagonistu. Dispergovand acini z pakreasu Zi-
vodiZného se suspenduje ve 150 ml stendardniho inkubadniho
roztoku. Uvoliovini anylasy se m&¥i zphsobem, ktery popsal
Garéner a kol., 1077, J- Phgsiol. 270: 439/, Aktivita amylasy
se stenovi zphscbem, ktery popsal Ceska & kol., 1¢69, Clin.
Cpim. scta 263 437 & Ceska a kol., 1969, Clin. Chim. Acta 26:
445/ za pouiit{ Phadebasovy reagencie. Uvolnovéni amylasy se
vypodte jako procento J8innosti amylasy v acini na zaddtku

irkubace, kterd se uwvolni do extracelulérniho prostiedd

v pribéhu inkubace.
/

propthpra g0

Fdze 2 - Kenkupendad inhibice ~“’I-Bolton-Hunter-3P vazby

Vazéni Yé9I-Bolton-Hunter-SP /*¢°I-BE-3E/ k dispergo-
vanému pankrestickému acini se m¥{ zpisobem, ktery popsal
Jensen a kol., 1984, Biochem, Biophys. Acta 804: 181 a dJden-
sen a kol., 1988 Am. J. Physiol. 254: G883. Inkubace obgahuji
0,125 wif 225 T-BH-SP a 0,17 bacitracin jakoito standardnf in-
kubadni pufr a udrzuji se po dobu 30 minut na teploté 37 °c,

ditef 125 . N : -
Nenasy¥end vazbx I-BH-$P je mnoZstvi radioaktivity




spojent s acini v pFfipadd, kdy inkubace cbsahuje 0,125 nM

le;I-BH«SP plus 1 /uM neznateného 3P, VSechny dané hodnoty
totel

jsou pro . .masywgnou vaezbu, to znamend, Ze se vazby md¥{ se

samotnym 1251—BH-SP /celkové vazba/. Ve vZech pripadech se

1itel
nenasyqené vazba podilela na celkové vazbd mén® ne? 30 <,
'hfyicf ;
Fdze 3 - Kemiwresndnd{ inhibice vazby “20I-/"Tyr% 7 Bombesin

Pripravi se 12°1-/"Tyr* 7 Rombesin /2200 Ci/mmol/ za po-
uziti modifikoveného zpésobu, ktery popsal Jensen a kol.,
1978, Frroc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 6139. Rozpust{ se jodo-
Gen /mg/ v 5 ml chloroformu & 5 mikrolitrt tohoto roztoku
/1 mikrogram jodo-Genu/ se pPevede do nddobky v proudu dusiku.
Do této néddobky se pridd 50 mikrolitrd dihydrogenfosfitu drasel-
ného /KH2P04/ /hodnota pH 7,4/, 6 mikrogrami [_Tyr4_7 bom-
besinu v 5 mikrolitrech vody a 1 mCi N3125I, pronfsi se a in-
kubuje se po dobu 6 minut pFi teploté 4 OC, pYridd se jodadni
smés do nddobky 1k dithiothreitolu a inkubuje se p¥i teplo-
ts 80 %C po dobu 60 minut. Jodinadni smés se pak vnese na Sep-
Pak a eluuje se 0,25 M tetraethylamoniumfosfdtu /TEAP/ a
pak 505 /objem/objem/ systémem acetonitril - 0,25 M tetra-
ethylamoniumfosfét, 1251—[‘Tyr4_7 borbesin se &ist{ reversnf
fdzovou vysokoudinnou kapalinovou chromatografii /HPCL/ a

elunje se.

Jakozto vysledky zkouSek shora popsanych skouSenjych pep-—
tidl se uvddl: Cetné analogy 1dtky P nebo spantiduw jako¥to
antagonistu l4tky P, pridemZ kaZdy obsahuje nepeptidovou

vazbu, se mohou pFipravovat a zkouSet jednim nebo ndkolika
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zpisoby, jako je popsdne v odstaveich fdze 1 az fdze 3. Ldt-
ka P mé strukturu Arg-Pro~Lys-Pr0—Gln—gizLPhe—Phe-Gly-Leu-
—et-NH,. Spantid je analog 5F, 3truktura spantidu je D-Arg-
—-Pro—Lys—Pre—Gln—Gln—D-Trp—?he-D-Trp-Leu-Leu-NH2. Stimulace
innibice uvolpovénflamylasy z dispergovaného pankreatického
acini se pouéfvé jakoZto zkoudka pro Sp agonistovou 1&in-
nost nebo AP entagonistovou udinnost. PFi koncentraci 10
/uM, 9& 10 3P a spantidem odvozené pseudopeptidy selhdvajd
p¥i stimulaci uvolnovéni anylasy, pokud jsou pritomny samot-
né /tabulka II/. Jeden peptid, Arg-rro-Lys-Pro=Gln-3ln-Fhe-
“‘Phe—GlyLZ_CH2ﬂHH_7Leu—Leu-RH2, /10 pii/ mé agonistovou dsin-
nost, zpisobujici trojnédsobny vzrist uvolnoviéni amglasy /ta-
bulka II/. RaZdy 2z 9 pscudopeptidl bez agonistové U&innosti
se zkou3i se zFetelem na udinnost jako 3P antagonist. FPi
koncentraci 1C /uM kaZdy ze spantidu odvozeného pseuvdopep~
tidovyeh analogd inhibuje 1 ni-SFP-stimulované uvolnovéni a-
mylasy. /Tabulka II/. T¥i SP pseudopeptidy, Arg-Pré-Lys-Pro-
—ln-Gln-Phe-PhevGly-Leu"/ CH -NH_7Leu-H,, Arg-Pro-Lys-Pro-
— 61n~G1"n-rhe~Fhe"/OH,-NE_7¢1y-Teu-Leu-NE, 2 irg-Fro-Lys-Pro-
— G1n~C1n"/"CH,-NH_/Phe-Fhe-Gly-Leu-Leu-KH, zpisobujf inhi-
bici /tabulka I1/,

Relativni schopnost ka?déno peptidu inhibovat SP-stimulovand
uvolnovdni amylasy se stanovi podle vlivu velikosti dévky
peptidu na inhibici. ZjiZfovéni inhibi¥ni ddvky se provddf
pro kazdy z deviti pseudoﬁeptidﬁ za poufiti koncentrace SP

/1 nit/, kterd zpisobuje polovinu maximdln{ stimulace /0br.l/.
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{ﬁro y_t cd spentidu odvozenych vszudoneptidd jzou uvedeny ne

obr. 1, levy Zil, D-irg=Pro-.vs-rFro-Gln-Gln-D-Irp-rhe-o-Irp-

ceu Y/ CH.-n Jile=lNE. ‘e etedn. toinnt tcko sosntid g zog-
— z - u o LT il e

soouga zgistit:elnou inhibici pid 03 /ul a polovinu noximgél-

ni inhibice zri 1,6 U /tabulka I1I/4 D=arg=iro=sys=110-
Gln-Cln=D-irp-rhe-D-.rp / Uiy =ik _7.icu-Nle- Hi, Je dvgkrdt mé-

né ucinny /l!u50 332 M, tebulke ILL/ neZ spentid. D-arg-ire-

Ly8=Pro-Gln=Gln ©/ Cx, -IH_7D-Trp-Phe-D-Trp-ieu-Nle-Nii, e 2,6
-~ z - & !

krit /I'.jjC 4,7 /ui/ nén? UEinny nez spentid, D-Lrg-rro-Lys-

L 7

Krat /lupc, C,4 /uu/ mén. Uléinny & D-irp~Fro—*vs=rro-Gln-

sro-tln=Gin-D-irp 7/ CH,.-Ik 73he—D—Tr;-Leu-Ile-Nﬁg Je 3,9

Gin=R-Trp-he ”/_Jn ~lii_/D~1rp-reu-ile-lh

L z

Je 17 krat /ICﬁO

3¢ /uh/ nénd Wéinny nei spenticé /tebulke 111/

Vyslzdky pro SP g.sudopeptidové anelogy jsou uvedeny ne
obr. 1, orevé cést. arp=Pro-iye-iro-Gln-tln-The-_he-Gly-
— Leu */an i /Leu-dnz JL nejulinndjoin SP derivitem, zpl-

Cy3 i polovinu mexisélind innibilce oIl
sobujicim zjistltLlnou 1nnlb1cIrEZEY7TF~;um /tepulks 11T, yra-

VO0/+ &PL=Ir0=+;5-rro-Lln=-sln-she--he ué-Uﬁg-ﬁn_7Gly—Leu_
~eu-iil, & arg-rro-.; s~1ro-Gln-tln hé-ChE—NH_7Phe-Lhe-ulyn
-Leu-peu-Nﬂg Jsou mépé uéinné, ziGsobujicil zjistitzlnou in-
hibiei n¥i 1C /uL. Jeou 7 krét o 46 xrdt mén. uéinné nei
Erg =Pro=-oys=-Cro-uln-Gln-Fhe-rhe~Gly é Ci —nn Zbeu-ﬁhz
/tebulke III, vprevo/. Arg=Pro-i;s-Fro=-Gln-Gln-Phe LZ-CHE-
Nh_7?he-cly-eu-Leu-Hn2 remé Zainou innibiléni GUcinnost pri
Xoncentreci o 3C /uh /obr, 1, vprevo/. Hejucinnzds8i pseu-

dopeptidovy entegonist odvozeny od SP je Lrg-Pro-Lyc-Pro-

~Gln-uln-Phe-Fhe-Gly-keu =/ Ci =kn_/ucu-ia, /ovr. 1, tebulke 11/,



Inhibic¢ni plsobeni nejuéinni j3iho pszudopeptidového an-
tabonist?, cdvozengho od SP, Arg-rro--,;s-kFro-Gln-Gln-rhe-

- Ane-Gly-Leu Lé—Chz-NH_7Leu-NH2, Je ukdzdno ne obr, Z. Acini
se inkubuji se vazristejici koncentreei SP. Uveolnovani coy -
lezy Je zJistitelné C,1 nil 3P, Jje polovicni mexime s 1 nlil
SPe a Je meximilni ¢ 1C nk /obr. 2/, Tiidéni irg-rro-iLys-—

~ Pro-Gln-uln-Phe-Fhe-Gly-Leu LZ—UhZ-NH_7uEH-Hh2 zpdscbuje re-
redlelni posun vendku v kidvee odezv, ne dévku uvoeln:ini amy-
lezy stimulovené SP,  Fosun Je Ua:rny koncentirecl iarg-fro-

— Lys="ro=uln=-Gln=Phe=rhe=tLly=Leu / uﬁa EH_7Leu-1h2 ~ridaného,

nejsou vseak 24adneé zm ny meximelni odezvy /obr. 2/. D-Erg-iro-

1

. ‘ - . R, L= e ma
— Lys=Fro-uln-Gln=D-lro=-he-=Irp-reu ~/ Ch =thH /lile-bin. po-
by - - - z

=
skvtuje pedobné vysledky, ncinot . nejsou znidzorning.
Vzéjenne pliscberi wnelogt odvozenycinn od 3n & spentidu

s receptory, SP penkreestlckych ecilnl se aclil chonnosti nep-

125

tidu inhibovet vazdnd I=00=SP ne weilni /viz Yebulke 111

2 obr. 3/
e

. LM ) ] . L e
Scentidem odvozene sseudoneptidy vykezull ceine ddin-

e T TN Pl " ST = Sy : j--» - -
nosti. D-arg-Fro-—ys-iro-Gln-CGln--irp-ihe-J-Trp~Leu ~/ CE, =

- o 7“le—Nh2 Je¢ shrube stejnd dlinny jeko 8Bpontid @ zpligobuje

zjistitelnou inkibicl pil C,03 /uﬁ & pelovinu mexing Lrﬂi

v v

vice . . pii &2 ul /obr. 3, vievo, teoulke 111/, D-arg-
— ro-~ys-iro-.1ln-Gin-D-Lro-rYhe-D-Trp / Un--‘u 7LeU-'le 1,
£

a D=.rg-rro-ryg-rro-uln-Cln “/-CH2~EM_7D—irp—Pha—E—er—Leu-

:[ 3

- [Ne-

)

. Jesou dveirdt ménd Udinné ne? spsntid, D-fMp-Lro-
> : ,

. - - - . i ,=- . X .
— =ys-:ro=-Uln-Uin-D-irp 7/ Jh, 7¢mgali_rp—hcu—“le~gu2

r\
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e trigdt mendé deinny /hi, 9,3 Kug nel soentid. D-gar£ro—
e o=rr0=Gln-uln-D=Crop-rhe CH,=tn _7D-irp-reu-llz-li Je

T hrét séns Ulinny /3., 14,7 w./ nzi osrentid JScougs
Y

'_J
s
'J
(W
<
1

pulis 111/

5P cdvezend roeulep estidy te ké voirwull 0w Veirnncesii.
. . - L= - :
aly =Uro=uys—iro~uln~uln-rhe-crhe-uly-reu 7/ Cr o= /osu-_i
- Z - o~

sphgobuje zjlstitelnow inkibiel ki (1 /uﬁ £ nclovinu fna-

Jlmddlnd Ueinnostl inkibidéni ori 3 /um. Al =:ro-rys=:10=Gln

Gln-he-Yhe-Gly ~/ unz—hu Jireu-eu-nh, o né 1,5 krdt nilsd
— — C

d¢innest, ar —-ro-~ 8=rro=-Gln-giln-rhe-rhe AT
o Tk Al

'3

ﬁyE—LEU‘LHE mg <l krat nizif Gfinnost o ar; =lro-ijoe rC-

3 / T S ANEE L T -7 x- T . T e
cin=Lln=-Fhe é Ch-=uh /rhe-Uly—rou-LeU=iin,, & alp=2T0-iy5=
“ = —
- P 1. — N . - ~ . . ' , .
Fro=Gin=sin / Chn.-oo /Phe-the=Cly-rsou~cou=-ic 00U Vice ne.
Sl

So xrdt mén. Ulinné neif Ari -iro-. c-rro-tln-cln-ho-rhe-

Gly-Leu / LIL 7Leu—&“,.

: .
Jzeou rentidy

o

s rozdil of dPdive stulevergfch 3P cnslogu
celle vindlezu specifické pro OP recentery,

-

. ; . ; . N . . R -
bri=-Pro-uys=rro~uln-Gln-rhe--he-Gly-Leu 7/ Ch, ~oh /-
; A -
Leu—iin2 g2 zlotoel se zietelem ne scho,nost inhibovet u=
v tviiané jebittad .
veinoveéni cmylasy Vrlandul pensoetewdas Dirzenl /tobulle LY/,

. e L= . = :
AD{ =i POo-Lyvs-rro=-tln-uin-rhe-rhe-uly=-Leu ~/ Ch, =i /icu=it.
- - <

/eC /uh/ inhibujz uvelnovind cmylas; stimuloveané Sp, nsmi-

né vicx bombesin, CCK-8, cerbeschiol, ViIF, szkretin, CGRP

LE31CT nebo Tie stimulovend uvolinoveni wi les:.

v

Lejutinn: i1 receptorové cntugon®ly se zkousi se zre-
e - . [T T Ty e ’ 125, m l.‘r ] . .
telem ne schioznost inhibovet bazdni 1-/Tyr /bombesinu

ne Lombesinové receptory ponireatickyen ecini, Spentid in-



125

. 5 Z . - Ny = . il:.. by g . 1
hibuje vazani L=/"1lyr" 7vombesinu, vk shor: uvedeno /Jen-

sen & koli., 1986, im.J.Pnysiol, 254:GEL3/, zolsotujie rolo-
vinu mexims intilolce 271 3 - /um ¢ uplrou 1nnibiel pri
10C jub. /obr. 4/. D=hrg=2ro=-.,;3-rro-tln=Gln=D=1rp=lhe~D-

Urp-ceu /7 CH =Lk 7Flﬁ-ﬁn2 inhituje “71-/"4rt Thonbesi-

noveé vazani aviek Je 3 «rét mént Udinny ned spentid zolco-
bujici rolovinu muxinslnid déinnosti il 1€ /um /p mensi nei

0,05 ve srovawni se spentidem/ /6br. 4/. Arg-rro-Lys--ro-
L - Lel~drs
cln-Gin=-rhe-he-Cly-ceu ~/ Chz-Kh /{neznicobuje ziistitel-

nou inhiibici ¢ % do koncentrece ned 3C /uﬁ ¢ ma v,poltené
+ o w . - ,
3CC - 2¢ ot Spentid & D=arg=-ro-vys-rfro-Gln-Gln-o-

Irp-rhe-D-Trp=-cLeu g/—CH =I'E 7~1O g, ma 3 2 10 krdt nizsd
P - 2

’

125 . .
efinitu k inhivici 21— / iyr* Joonbesinové vezbi ned
k 1€21_pH-57,
. . . - ) — - . 1
schopnost Arg=Fro-oys=rro=-Gln=-Glg-FPhe-rne-Gly-ieu -

- . . o . *l?_ﬁ»- - 7 1 -

/ Ghzwuh_7heu—mh2 inhibovet vazeni 31-{ Lyr4_/bom0951nu

R e - . L [T 4 - 7 125 o ~
$1 nez jeho schopnost inhibovet vazani I-=0-35p.

~
~

Je 70 krét niZ
Peptid, ;odle vynulezu se mohou podavet sgveim, zvlas-
t¢ lidem Jednim 2 biinych zplsedld /nepriklsd ordlné, paren=

terziné, transdernuiné nebo trensmuskuldrne/ ve forme pri-

revkd s Tizenym uvolnovanim zz pouZiti Lilolo:lcky cdboure-

)

telného vikom;ztibilniho pelymeru nebo micel, gclld a fi-
pnosomi. Peptidy se poddveji lidem v ddvee C,5 /ug/Kg/den

aZ 5 mg/kg/den.




lebulkse 1

Fét xoncovych karboxylovych zb.

nich peptldd
Peptid
oombesin
Neuromedin-/3
Leuroaeiin-C
Litorin
Meurokinin=-A
heurokinin=-b

L

O

txe P

Frotot;picka

V prip

i

I

orl teplot. 37

techykininova

kde % znzmena

—

- 17

-Vel-&ly-nis-Leu-Let—ﬁnz

r

—Vel-Gly-

w

-Thr-Gly-Eis-Phe-llet -l

EYS
-

> ] B T
nlg=Leu=-..et=>k-

4

—VeluGly-nis—Phe-i..et-I‘(n2

-Fhe¥el-Cly-Leu-Leu-iiL,

L X3

-Pne-Vel-Gly-Leu-iet-

- KL

<

-FPne-ne~-Gly-Leu-~l.et-1.

meticky eminckyselirov, zbytek

0, S e RN
L oo cobu 30 minut s 1 n.l CP

di polle nugledugicd tooulky IT ge ccini inzubuje

N

rozv tveny wlifeticky nebo ero-

10 .l kon-
/

centr:cich rlznych SP ¢ spentidovych nssudopeplidovych ene -

logh buc semotnyeh nebo v kombineci. Uveinovoni wmyles; se

vyisdruge Jeke procento enylesove sktivity v occind

Ge.—

catku inkubece, <lere se uvoanuje do extrrceluldrnice sroztr.dd

v orab.hu wkousky. sodnot. Joou
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sireiniol aodlnotemi
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Tebulka I1

-]

V1iv rdznych pseudopeptidl odvozenyci: od SP & spantidu ne

bezélni & SP-stimulovené uvolnovani emylasy

rrideny peptid Uvolnovéni emylesy /celkové
sumotné SP /1 nii/

v A + .ot

Zadny 3,4 - 0,5 6,6 = 0,7

Arg=-Pro-Lys=-Pro-Gln-Gln-Phe-Fhe-
Gly-Lew “/TCH =i _7Leu-¥h, /10 ua/ 3,1 20,7 4,3 Lo,5"

Arg-_ro-Lys-Fro-Gln-Gln-Phe-Fhe-
- ++

1+

Gly “é-UHZ—NH_7Leu-Leu—HhQ /1O,uw/ 10,4 = 1,07 NT- . .egonriet
- . L
aTE=Fro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe
- = . . + + +
¢ Gi,-Me /Gly-seu~-—su-lin, /10/un/ 3,0 = 1,0 bH,4 = C,7
LT =iT0-_y5-Pro-Gln-Gln-Fhe
-y i ‘ o . oot L+
/7CH,~I'h_7Pne-Gly~reu-neu-li, /10 i/ 3,8 = 7 6,4 = C,3
. : - . , Loy=s s
APL=rro-Lys-rro-Gla-sln ~/ un2—hn_7—
Phe-Phe-CGly-i L, /10wl 3.1 265 6,1 21,00
Phe-rhe=Gly-~seu-Leu-ia, /1 /s 3,1 - G,¢ 0, R

D=irp ~2ro=-uys—rro=tln-Gln=-D=Trp-rne-

e o . R
U-Trp-Leu 7/ an—ﬂn_7mle—gﬂ2 /1G /u”/ 3,8 = G,05 3,6 = Gy
D=arg=Pro-.ys=rro-uln-uln-o-lrp-rhe-
e e - . + . R
D-Grp / Ch,~ik_/reu-ile-lhy, /10 i/ 3,8 = 0,8 4,2 = Cye
DeArg~rro-iys-iro~Gln-Gln-D-Trp-rhe’=
- .- O . o+ - +
_/_'_ 6112—1-;1;_7D—Trp—;,-eu-l'jle-;h;z /1C /Uu.h/ 4,0 - (,5 v,0 t B,S
o - N WL
D-ars-iro=Lys=-rro-Gln-Gln-D-Trp =
 — s m_L o . - o . + - Ly i r‘+
/ Cﬂz—uh_/fhe—D—rrp—Leu—nle—mnz /10 /um/q,]- Uy 5 4,8 = 1,¢
D=isrg-rro=-rys=-rro-agln-uin ‘[Gn2-Nh_7-
+ o Lot +

U-irp-Fhe-D-1rp=ceu-ile-iia, /10 /uM/ 3,0

+ virezné meénc nei sawolny SP D menéi nei C

o o T T . v v -
vyrezno vice neZ pll Zédne prisade, p mensi nez C,0




Taebulke 111

M

Schoprnost SE, spentidu & pseudc’

D=try=:rro-uys-Pro=-tln-Gln=-0-1rp-

~ Phe=-D-irp-ccu-Lo u-.nﬂ/u -ntid/

D=AT; =Cro-rys=Pro-uln-uin=-0-1Urp=-

- i L= .- .. .
“he~D-Trp-Leu */ Uh,-lin_/ile-Nk, ,

Iy

B“L-l—fro—beu- ro-Gin=-Gln-0-.rn-

2

£he-D=LrDp L'/ Uhi, =g /eeu-Nle=iit,
L Lo mia ;

[
D=nlyi—

~he

™
fIC=L/k
%

— N T
/ \..["Lc-"“u

-Pro~gln-cin—3—frp—

/D=lrn-_au-llC=on. 1
— o c
~Iro- ln-iln=Deirs O

el =i 00—y D

/o =i 7 lhe=D=TIrp-_eu-ile-i, Gy3
- “~

- . - Lo o= s
Lrg=rro=glneuln /,Cdg"

o) e -l=_rp=Leu=Nie=-ra ., iy
- = r
ATl =FU0-o/S=sL0-ulo=Lin=rne-

/38/

che=gfy-ou—.el=ln,

ADE =Pro-oyo-lro-uin-uln-rhe-

Phe=aly-neu T/ Clio=ii Jreu-lii. !
- 7 - z
Al —=ETO== 8= TOo-uln=-uln-Phe-rne-

Wy ¥/ TCR,-in Jleu-reu-lid,
LoV - <

hrp=Fro-uys-rro-uin=uln-srhe-che=

L P o
/ un =i 7&1J —-.eu- peu—an 41,3
- - . -, L
Arg=iro-Lys=fro-tln-cln-zhe s

/TCH, =ik 7 he~Cly —met-neu -, 265,C
[ CRo—oh i

EXp=ETO=cyS-ITC-uln=uln T/ Uk -

~ Lifi_7Phe~Phe-Gly~—eu-Leu-it,,

Ptl&u innibovat vézénd

1+

I+

i+

I+

1+

}+

velneven

i
nhibice 1
/o
/
+
1,6 = 1

-+
36,0 = 5,0

‘ +
Gy = 1y

(s .l.»
‘."J[ "_I’_J

- + 7
f,1 = L,5
ne-g; onist
v.tei nel 3C

ned Al



A U SN s
tiodnoty Joou stiedniml hodnotsml - 158 wd neinet fro L7 o«

/ 1f\
. . -~ - < . v Iy o -~ 1 I
31 ce ze Scetcherdov: snalyzy 51—znaceneho SP studis vezby nod-

nogt Ki cre zoonist nebp ro entegonisty ze studla vazby “bI-LM—SD

4

pricen? lati rovrnice: K; = /3/1=R/ /S5/S + 4/, kde 2 jc noey-

2 5C
.z , Teo- o . " . . . .
titelny vezbe ' “7I-ii-SP v ovitomnosti sntegonistu /57, vojédieno
Jekozto zlomok rro »iiped, kiy L neni obsefen; ~ e <onc.ntrece
123

L=5n-3P /0,129 nik/. o je koncenirece tntagoniszy, S

¢ = - 7 - 4 )l ’ -
novend Scetcherdoveoun cnelygou. "Fe-g, onis znﬁn{ena, iz ouen

ni z.ougen ns inkibicni ﬁéinnosﬁA are _egonistovou Ucilnnost, 00-

kud Jje ciltomen somotny.

lebulke 1V

. —_ - . - . ) i = sem o -
Senopnost arg -Prd-Ly:-rro-Gla-Gln-FPhe-Phe-Gly-.2u / ﬂhé—u; [ —gUu=i

znyl  Iuxtory

B

ovlivnovat uvolircvind zmelesy stinulovené ru

uvelnevani czylosy Jcelkové rrecento/

- ) 11
rektor g-motne veu "Ll . L, e
10=11=-5%

20l
zédny 67 L 0,4 2,3 70,3
latke P /1 ni/ 2,7 X 1,8 23 o5t

CCK-E /Q?rﬂﬁ/ 15,7 * i,z 21,6 + 4,¢
borbasin /C,3 ni/ 14,6 24,1 14,3 < 3,1
kerbecnol /10 M/ 22,7 < 4y1 20,7 = 4,3
VIP /0,3 ni/ ACIAR T 15,5 = 4,2
secretin /C,] /uhﬁ 16,9 £ 3,6 18,0 4,1
CGRE /C,1 i/ 12,1 £ 3,3 12,0 £ 3,9
A23187 /C,1 o/ ¢, 5 21,3 11,6 1,6
125 /C,1 ui/ 32,2 25,7 30,2 = 5,6

+

7

vyreznd men$i ne? fektor sametny p mendi nei 0,001
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rcini se inkutujl po aobu 30 minut pri te-loté 37

O. e __.
3 o oo orlzny -

2
mi létkeml k v, lucovéni pankreatového sekrstu samotqgf_ nebo

i = S - .oy
/ - RS U oo ST
{_ [ EEEY S N ) Ws=liil - »

& -

ro-sys-rro-vln-cin-rne-rhe-Ul ~Leu

V keidé zkousce se keidd hodnots ctanovuje dvekrat & vysled-
. g + A v o , o

ky Jsou stiedem = 13uii 2z alespon ¢t I oddelenych zrousex.

ckrotky meji tento viznem: CCx-t, (CUa Xoncovy extepertid cho-

eyt o viP

lecystokininu; VP vesccktival intestindini reptid; CULF, cticltond

ne gen vzicieny peptid; L3187 ¢ TP4 1,¢-o-tetredekancyliforbol-1,3-

zcetét,

Vondlez lze sPirozend riazns modirikovet e obminovet.



1.

kde

429
430
A31
RS54

RSG
R38

y10

Linedrni peptid obecného vzorce I:

r n 1 I N v v NoA K U KN I
‘ »/

Rgq

AZS 226 427 A28 429 420 a3l

l | | | | | |

~CH-R>4-CH-R36_-CH-R8-CH-R6O0_CH-RO2.cH-RO%4_cH-v10

je D nebo L izomér Arg nebo Lys
je D mebo L izomér Pro
je D nebo L izomér Lys
je D nebo L izomér Pro

je identifikaéni skupina D pebo L izoméru Gin

je identifikac¢ni skupina D snebo L izoméru Gln

je identifikaéni skupina D-Trp 2 ebo identifikacny skupinu
D 4 e¢bo L izoméru Phe

- . . ~ - 4 . . B . ’
Je identifikacni skupina I acbo L oizoméru aminokyseiiny

Z6 s%boru B-Nal, Phe, o-X-Phe, kde X je F. Cl,_Br‘
NO,, OH aebo CHy, nebo p-X-Phe, v kterém X je F, Cl. Br,
NO,, OH nebo CH;

je identifikaénd skupina aminokyseliny D-Trp siebo
identifikacni skupina D nebo L izoméru Phe

je identifikaéns skupina D acbo L izoméru aminokyseliny
ze skupiny Leu, Nle, Ala, Val snebo Ille

je identifikac¢n? skupina D nebo L izoméru aminokyseliny
z® skupiny Leu, Nle, Ala, Val nebo lle

je CO-NH r1§bo CO~NCH3

RO62 4 R64jsﬁ nezavisle CO-NH nebo CH, -NH

je CO-NRS?, v krerem R®® je H ,ebo Cy_1o alkyl aebo
CH,-NH

je CO-NH a
Je
0 0 Rg7
I N/
-C-0-Rze.  #ebo -C-N




- ]

v ktaryeh kazdy Rys, Rg; a Rgg je nezévisle H, Cq.qpalkyl
C7_10 fcgylalkyl n ebo C12-20 naftylalkyl a R31 a RSZ‘
ktaré Jéﬁﬂ v_azané na @-aminodusikovy atom N-koncove

. ¢
aminokyseliny _/sd' nezavisle H, Ci 102 alkyl, C7_10

fenylalkyl n.ebo COE,,, kde Ery Je Ci_og alkyl, C3_7g

alkenyl, C3h20 alkinyl; fenyl, naftyl ‘1 ebo C7_10
‘ <l .

fenylalkyl =za podmignky, ze faghcjeden za@ symbolg R31

a B2 je COE,,. druhy musi byt acom vodike” priceny
najméhé' jeden ze symbolq: R56, RSB, R0Z n ebo RO4 je

CH,NH, #2ebo jeho farmaceuticky pfijatelné solé.

2 Linedrni peptid podle néroku 1' vzorce H-D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-
-Ghl—D-T[p—PhE-D-TrpL[CHz-NH]Lfll'le‘-NHg . nebo jeho farmaceu-

ticky prijateIna stf.

3.LineArni pepi.l podla néroku 1' vzorce H-D-Arg-Pfo~Lys-P:o-G1n-
"'-Ghl-D-Ttp-Phr‘rD-Trp—LcuL[CHz-NHlNL’«‘-NH2 n ebo jeho ~
farmaqgutlcky pfijafeﬁné' SGE;
~ - eA
4. Linedrni PePfig’podla naroku 1 vzorce H-D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-
-Gln-D—TrpL‘[CHZ-NH]Phe—D-'Erp-Leu—Nle—NH2 1 ecbo jeho farmaceu-
ticky pfijatelné stil. |

(" S.Line4rnf{ peptid jpodle naroku 1l vzorce H-D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-

‘GlnL[CHz-NH]D~Trp~Phe—D-Trp—Leu—Nle-NH2 N ebo jeho farmaceu-
ticky prijatelna sal.

%% je identifikaénf skupina D-Trp.

.7 Line&rni peptid podle naroku 1, kde

a2l je D alebo L izomex Arg

422 je Pro

A% e Lys

A2t je Pro

A%S je identifikaénirskupina Gln

a26 je idcntifjkaénﬁ’skupina Gln

a7 je identifikadnd skupina Phe “Mebo D-Tra




A28
429
430

A

31

je identifikatnéfskupinu Phe

Je tdentifikacnd skupina D Tip
-

je identifikacny skupina Leu

- -

Je identifikadmy skupina Leu alebo Nle.
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