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Galaninoyy antagonista

Tento vyndlez sa tyka galaninového —antagonistu,
ktorym je ligand galaninoyého receptora, Dalej sa
uyddzajd nové peptidy
Galanin(]-12)-Pro-Substancie  Pp(5-11), Galanin
{1-12)-Pro-Bradykinin (2-9), Galenin
(1-12)-Pro-pro-Pro-(Leu’ -Enkephalin(5-1)), Gala-
nin  ((1-12)-Pro-Lys(g -NH)-Pro-(LeuS-Enkep-halin
(5-1) a ich funk&né analégy a ich funkéné derivé-
Ly, ktoré yykazujd v podstate roynaky ganinovy an-
tagonisticky G¢inok, ako uvedené peptidy. poufitie
galaninového antagonistu, farmaceutickych prostrie-
dkov, ktoré tito létku opsahujd, a spdsoboy odet-
rovania chorb u cicavcov, kioré sd zévislé na fy-
210logickej funkcii galaninu u galaninového recep-
tora si do vyndlezu tektiel zaprnuté,



TSRS

Galaninovy antagonista

Oblast techniky

Tento vynalez sa tyka galaninového antagonistu, ktorym je
ligand galaninového receptora. Tento vyndlez sa dalej tyka pepti-
dov Galanin(1-12)-Pro-Substancie P(5-11), Galanin(1-12)-Pro-Bradi-
kinin(2-9), éalanin(1—12)—Pro-Pro—Pro—(LeuS—Enkephalin(5-1)), Ga-
lanin(l—lz)—Pro-Lys(e—NH)—Pro-(LeuS-Enkephalin(5—1)) a ich funkcé-
nych analégov a ich funkénych derivatov, ktoré prejavuji v pods-
tate rovnaky galaninovy antagonisticky u¢inok, ako uvedené pepti-
dy. PouZitie galaninového antagonistu, farmaceutickych prostried-
kov, ktoré tuto 1latku obsahuji, a spbésobov oSetrovania chorédb
u cicavcov, ktoré su zavislé na fyziologickej funkcii galaninu

u galaninového receptora su taktieZ popisané.

Doteraisi stav techniky

Neuromediaty a hormény mézZu vyvolat svoje buneéné uéinky
tym, Ze sa viazZu a aktivuji buneéné membrany receptorov. Neuro-
peptid galanin bol izolovany v roku 1983 =z hornej c¢asti c&reva
oSipanej a bolo zistené, Ze obsahuje 29 aminokyselinovych zvySkov
(K. Tatemoto a kol., FEBS lett. 164, 124 - 128 /1983/). Boli tak-
tieZz popisané sekvencie galaninu 2z dvoch dalsich cicavcov, krysy
a kravy (M. E. Vrontakis a kol., J. Biol. Chem. 262, 16 755 - 16
758 /1987/, L. M. Kaplan a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
85, 1065 - 1069 /1988/ a . ROkaeus a M. Carlquist, FEBS Lett.
234, 400 - 406 (1988/). Porovnanie peptidovej sekvencie galaninu

z rdéznych cicavcov, krysy, osipanej, Kravy ukazuje, zZe
N-termindlne aminokyseliny 1-15 s identické. Taktiez je velmi

pravdepodobné, Ze sa tato zakonzervovand oblast bude nachadzat

Galanin ma sSiroky profil distribicie, ktory <&asto suvisi s
viacnasobnymi u¢inkami uplatnenymi neuroforom vo variantoch roz-
dielnych systémov.

AZz doteraz nebol popisany Ziaden galaninovy antagonista,

ktorym je 1ligand galaninového receptora. Galaninovy antagonista



by bol vhodnym nastrojom pre stanovenie fyziologického vyznamu
galaninu a pre vyvoj farmaceutickych prostriedkov pre regulaciu

fyziologickej funkcie galaninu galaninového receptora.

Podstata vynalezu

Jeden znak tohoto vyndlezu je zamerany na galaninového anta-
gonistu, ktorym je ligand galaninového receptora. Tak antagonis-
ticky uU¢inok galaninového antagonistu podla tohoto vyndlezu sa
pouZiva u. galaninovych receptorov. Pri uskutoc¢neni tohoto znaku
vynalezu je antagonista 2zvoleny zo suboru zahrnujuceho peptidy
vzorca

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gln-
Phe-Phe-Gly-Leu-Met-X,

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Pro-
Gly-Phe-Ser-Pro~-Phe-Arg-X,

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Pro-
Leu-Phe-Gly-Gly-Tyr-X, a

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-
-Lys-X
|

Pro-Leu-Phe-Gly-Gly-Tyr-X,
kde

X predstavuje aminoskupinu alebo hydroxyskupinu (jednd sa o

amid alebo volnu kyselinu) a
ich funkéné analégy a ich funkéné derivaty.

V popise a v patentovych narokoch je umysel vyjadrit, zZe
"funkéné analdgy" peptidov podla tohoto vyndlezu okrem iného maju
zahrnovat Kkrat$ie alebo dlhSie peptidy so substiticiou jedného
alebo niekolkych aminokyselinovych zvy$kov alebo bez tejto sub-

stiticie, pokial takéto analdégy vykazuju v podstate rovnaku far-



makologicku funkciu ako peptidy podla tohoto vyndlezu, to znamena

galaninové antagonisty u galaninového receptora.

Dalej je umyslom vyjadrit, Ze "funkéné derivaty" peptidov
podla tohoto vyndlezu zahrriuji lubovolnid zluéeninu, ktora vykazu-
je v podstate rovnaku farmakologicu funkciu ako peptidy podla to-
hoto vynalezu, to znamend je galaninovym antagonistom v galanino-
vom receptore. PredovEetkym takdto zluéenina mdéze byt zludeninou,
ktora je odvodena od jedného z peptidov podla tohoto vynaezu, ale
v ktorej jeden aminokyselinovy zvysSok je substituovany alebo nie-
kolko takychto zvyskov je substituovanych inymi chemickymi skupi-
nami, to 2znamenad organickymi, rovnako ako anorganickymi molekula-
mi alebo prvkami, s vysledkom prejavujicim sa napodobnenim pepti-

du alebo "peptidomimeticky".

Jestvuje domnienka, Ze existuje Strukturdlne priestorové us-
poriadnie galaninového receptora vybraného z peptidov podla toho-
to vynalezu, ktoré je zodpovedné za farmakologicku funkciu pédso-
biacu ako galaninovy antagonista a pre svoju afinitu ku galanino-

vénu receptoru (tak je ligandom galaninového receptora).

Taktiez sa veri, Ze funkéné derivaty a funkéné analdégy zahr-
nuté do vyndlezu mézu mat podobné Strukturalne priestorové uspo-
riadanie galaninového receptora ako peptidy podla tohoto vynale-
zu. Prostredie obklopujice galaninovy receptor by mohle byt napo-
dobnené napriklad krvou alebo fyziologickym roztokom chloridu

sodného.
Iny znak tohoto vynalezu je zamerany na peptidy vzorca

H-Gly-Trp;Thr—Leu—Asn~Ser-A1a-Gly-Tyr-Leu-Leu-G1y-Pro-Gln-G1n-

Phe-Phe-Gly-Leu-Met-X,

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Pro-
Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-X,

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Pro-
Leu-Phe-Gly-Gly-Tyr-X, a



H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-
~Lys-X

Pro-Leu-Phe-Gly-Gly-Tyr-X,
kde

X predstavuje aminoskupinu alebo hydroxyskupinu (jedna sa o

amid alebo volnu kyselinu) a

ich funkéné analdégy a ich funkéné derivaty, ktoré prejavuju v
podstate rovnaky galaninovy antagonisticky Uc¢inok ako uz uvedené

peptidy.

AXo uZ Dbolo wuvedené vySSie, peptidy sa méZu taktiez
oznac¢ovat ako Galanin(1-12)-Pro-Substance P(5-11), Galanin(1-12)-
-Pro-Bradykinin(2-9), Galanin(1-12)—Pro-Pro-Pro-(LeuS-Enkephalin—

-(5-1)) a Galanin (1-2)-Pro-Lys(e-HN)—Pro—(LeuS-Enkephalin-(1—5)).

V pokusne]j casti tohoto popisu maji vysSSie uvedené peptidy,
pokial su vo forme amidov (to znamend, Ze X predstavuje aminosku-
pinu), oznacenie M15, M35, M36,A a M34,A.

Funkénymi analégmi mdéZu byt peptidy, ako je

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-(D~Arg)-
~-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-(D-Trp)-Phe~-(D-Trp)-Leu-Leu-X,

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Pro-
-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-X,

H-Gly-Trp~Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Ala-Leu-
-Ala-Leu-Ala-Leu-Ala-X,

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Pro-
-Ala-Leu-Ala-Leu-Ala-X,

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Gly-
-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-X,



H-CGly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Arg-His-
-Tyr-Ile-Asn-Leu-Ile-Thr-Arg-Gln-Arg-Tyr-X,

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Ala-Arg-His-
-Tyr-Ile~-Asn-Leu-Ile-Thr-Arg-Gln-Arg-Tyr-X,

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu~-Leu~Gly-Pro-Pro+-Pro-
-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-X, alebo

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Pro-
-~Leu-Phe-Gly-Gly-Tyr-X,

kde

X predstavuje aminoskupinu alebo hydroxyskupinu (jednd sa o
amid alebo volnu kyselinu).

Dal$i znak tohoto vyndlezu je zamerany na pouZitie galanino-
vého antagonistu, ktorym je ligand galaninového receptora, pre
vyrobu farmaceutického prostriedku. Je mozZné uviest, Ze vysSsie
zosumarizované peptidy su rozpustné vo vode, ¢o ulahéuje vyrobu

farmaceutického prostriedku pre injekcie.

ESte dalsi znak tohoto vynalezu je zamerany na galaninového
antagonistu, ktorym je ligand galaninového receptora, pre pouzi-

tie vo farmaceutickom prostriedku.

ESte dal$i znak tohoto vynalezu je zamerany na farmaceuticky
prostriedok, ktory obsahuje galaninového antagonistu, Xktorym je
ligand galaninového receptora, ako u¢innd latku, spolu s farma-
ceuticky prijatelnou prisadou alebo prijatelnymi prisadami. V za-
’islosti cod Specifického typu farmaceutického prostriedku, ktory
sa ma vyrobit, prisada sa méZe alebo prisady sa mézu volit tak,
Ze sa zostavi pozZadovany prostriedok. Vhodnad prisada alebo vhodné
prisady pre Specificky typ prostriedku urdenéhc pre vyrobu, ako
suU roztoky pre injekcie, tablety alebo naplasti, sa mdézZe alebo sa

mézu zistit v americkom liekopise (U. S. Pharmacopoeia).

Tento vynalez taktieZ poskytuje prostriedky obsahujuice uéin-



né mnozstvo zluéeniny podla tohoto vynalezu, vrétane ich netoxic-
kym adic¢nych soli, amidov a esterov, ktoré mézu samotné sluzit
pre dosiahnutie vys$Sie uvedeného priaznivého terapeutického ué&in-
ku. Takéto prostiedky sa mdzZu taktieZ dosiahnut spolu s farmaceu-
ticky prijatelnymi riedidlami kvapalin, gélov alebo tuhych latok
s pomocnymi latkami (adjuvancie a vehikuly).

Tieto zluGceniny sa mézu podavat cicavcom, ako domdcim zvie-
ratam, pre veterinarne pouzitie a ludom pri klinickom pouziti,
spdsobom podobﬁYm podavaniu inych terapeutickych prostriedkov. Zo
vSeobecného hladiska bude dadvka poZadovana pre terapeuticky uéi-
nok v rozmedzi od pribliZne 0,01 do 1000 pg/kg, beZnejsie od 0,1
do 1000 pg/kg, telesnej hmotnosti pacienta. Pri inom uskutocéneni
sa tieto davky mézu podavat nepretrzitou infuziou pocas predlze-
‘ného éasového obdobia, aZ do dosiahnutia poZadovaného priaznivého

terapeutického uc¢inku.

Takéto prostriedky sa zvycajne vyrabaju bud ako kvapalné
roztoky alebo ako suspenzie, ktoré su vhodné pre zavedenie injek-
cii alebo tuhej formy pre rozpustnenie na roztok alebo suspenziu,
pricom kvapalina pred injekciou sa mbdZe taktieZ pripravit. Prost-
riedky mézu byt tieZz emulgované alebo vnasané do systémov uvolfiu-
jicich liec¢ivad 1latku, ako lipozémov alebo mikrogulidiek. U&inné
latka sa ¢asto mieSa s riedidlami alebo vehikulom, ktoré si fy-
ziolologicky znasanlivé a kompatibilné s U¢innou latkou. Vhodnymi
riedidlami a excipientami su napriklad voda, fyziologicky roztok
chloridu sodného, dextrdza, glycerol alebo podobné latky a ich
kombinacie. Okrem toho, pokial sa to vyzZaduje, prostriedky mézu
obsahovat mensie mnoZstvo pomocnych latok, ako zmacadiel alebo
emulgacnych ¢inidiel, stabilizdtorov alebo ¢inidiel upravujucich

hodnotu pH a podobne.

Zlu¢eniny sa zvycajne podavaju parenterdlne injekciami, na-
priklad bud subkutdnne, intramuskulérne, intraperitonedlne alebo
intravenézne. DalSie prostriedky, ktoré si vhodné pre iné spdsoby
podania, zahrnuju ¢ipky, vagitéria, intranasdlne postreky, bukal-
ne prostriedky, ako adhézne tablety, gély alebo ndplaste a v nie-
ktorych pripadoch oralne prostriedky. Cipky a vagitéria mézu ob-
sahovat bezZné spajadla a vehikulum, napriklad polyaklylénglykoly



alebo triglyceridy. <Cipky sa mdéZu vyrabat zo zmesi obsahujucich
uc¢innu latku v rozmedzi od 0,5 do 10 %, s vyhodou od 1 do 2 .
Oralne prostriedky zahrnuju bezne pouzivané vehikuld, napriklad
manitol, laktdézu, sSkrob, steardat horec¢naty, sodnu sol sacharinu,
celulézu, uhli¢itan horec¢naty a podobne, vidy v akosti pre farma-
ceuticke pouZitie. Tieto prostriedky maju formu roztokov, suspeh—
zii, tabliet, piluliek, kapsul, prostriedkov s trvalym uvolriova-
nim U¢innej latky alebo prasku a obsahuji od 10 do 95 %, s vyho-
dou od 25 do 70 % ucinnej latky.

Peptidické zluceniny sa mbézu spracovavat na prostriedky ako
neutrdlne formy alebo soli. Farmaceuticky prijatelné netoxické
soli zahrnuju adic¢né soli s kyselinami (ktoré sa tvoria na vol-
nych aminoskupindch) a ktoré vznikaju s anorganickymi kyselinami,
ako napriklad kyselinou chlorovodikovou alebo kyselinami fosfo-
reénymi, alebo organickymi kyselinami, ako je kyselina octova,
kyselina oxalova, kyselina vinna, kyselina mandlovd a podobne.
Soli tvorice sa na volnych karboxyskupinach mézu byt odvodené od
anorganickych baz, ako napriklad od hydroxidu sodného, draselné-
ho, aménneho, vapenatého alebo Zelezitého a takychto organickych
baz, ako je izopropylamin, trimetylamin, 2-etylaminoetanol, hys-
tidin,prokain a podobne.

ESte iny znak tohoto vynalezu je zamerany na spdsob osetro-
vania choréb u cicavcov, ktory zavisi od fyziclogickej funkcie
galaninu galaninového receptora a toto oSetrovanie spoc¢iva v tom,
Ze sa cicavcovi podava farmakologicky u¢inné mnoZstvo galaninové-
ho antagonistu, ktorym je 1ligand galaninového receptora. Pretoze
fyziologicka funkcia galaninu u galaninového receptora je Speci-
ficka pre kazdé jednotlivé farmakologicky u¢inné mnoZstvo galani-
nového antagonistu, ktory je urceny na podavanie pre osSetrovanie
chordb u cicavca, mad byt rozhodnuté lekarom alebo veterindrom na

individualnom zaklade.

VyuZitelnost

Galaninové antagonisty by mali byt vhodné na reguléaciu pri-
najmensSom v tychto oblastiach:

uvolniovanie inzulinu,



uvolnovanie rastového horménu,
uvolfovanie acetylcholinu,
uvolnovanie dopaminu,
uvolfiovanie substancie P,
uvolnovanie somatostatinu a

uvolnovanie noradrenalinu,

V sucasnom obdobi su predpokladané oblasti lekarskej indika-
cie v endokrinoldgii, prijme potravy, neuroldgii a psychiatrii:
senilné demencie Alzheimerovho typu, schizofrénia, analgéza a in-
testinalne ochorenia. '

Teraz sa popisuje spdsob pripravy galaninového antagonistu

podla tohoto vynalezu.

Pre vyrobu galaninovych antagonistov podla tohoto vynidlezu
sa mézZu pouzit zvycajné spdsoby vyroby peptidov, ktoré sa uGcéelne.
modifikuju, pokial antagonista je peptidometricky. Okrem syntézy
v kvapalnej faze, zvycajné spdsoby pre syntézu novych zluc¢enin
podla tohoto vyndlezu zahriujd Iubovolné spdsoby syntézy peptidov
v tuhej faze. Pri takychto spdésoboch syntézy novych zluc¢enin sa
méZe jednotlivo uskutocriovat postupné =zavadzanie pozadovanych
aminokyselinovych zvyskov do rasticeho peptidového retazca podla

vSeobecnych zasad platnych pre spdsoby uskutocriované v tuhej fa-

ze.

V dalsom texte niekedy mézu byt pouzité tieto skratky:
NMP = N-metylpyrolidon
HOBt = N-hydroxybenzotriazol
MBHA = p-metylbenzhydrylamin
PAM = p-acetoxymetyl
Boc = terc.-butoxykarbonyl
DMSO = dimetylsulfoxid
DIEA = diizopropyletylamin
Tos = tosyl
OcHex = cyklohexylester

4-MeBzl = 4-metylbenzyl
OBzl = benzylester



Bom = terc.-~benzyloxymetyl
Clz = 2-chldérbenzyloxylkarbonyl
Bzl = O-benzyl
For = formyl
Brz = 2-brémbenzyloxykarbonyl
TFA = kyselina trifludroctova
DMS = dimetylsulfid
DCM = dichlérmetan
DMF = N,N-dimetylformamid
Peptidy "M15", "M35" a "M36,A" podla tohoto vynalezu sa zos-

tavuju postupnym spdsobom na tuhom nosic¢i za pouzZitia syntetiza-
tora Aplied Biosystems Model 431A Peptide Synthesizer, pri pouzi-
ti Standardnej NMP/HOBt stratégie aktivacie v rozpustadle v me-
ritku 0,1 mmol (maly rozsah).

Peptid "M34,A" sa syntetizuje rovnakym spésobom s tym roz-
dielom, Ze sa zmeni chraniaca skupina, ktorou je e-Fmoc a Boc pre
Lys. Preto jedna c&ast peptidu sa syntetizuje pri pouziti
Boc-chémie a druha ¢ast sa ziska syntézou vyuZivajucou

Fmoc-chémiu.

Funkéné derivaty podla tohto vynalezu sa vyrabaju analogickym

spbésobom.

terc.-Boc-aminokyseliny sa viaZu na 2ivicu terc.-Boc-amino-
kyselina-PAM (Nova Chemical Company Ltd., Velka Britania) pre
volna kyselinu (X znamend hydroxyskupinu) alebo p-metylbenzhyd-
rylaminovd 2ivicu (Bachem Feinchemikalien AG, Svaj&iarsko) pre
amid (X znamend aminoskupinu) ako estery hydroxybenzotriazolu
(HOBt) .

Individualny cyklus pre kazdu aminokyselinu zahrnuje odstra-
nenie chréniacej skupiny z terc.-Boc-skupiny pésobenim 50 % kyse-
liny trifludroctove] v dichlérmetane poc¢as 19 minut a acylaciu
s desatndasobnym prebytkom (v porovnani Xk mnoZstvu aminoskupin na
Zivici) chranenych aminoskupin v zmesi 15 % dimetylsulfoxidu
v N-dimetylpyrrolidine poc¢as 35 minit. Medzi kazdou operdciou sa

uskutoénuje niekolkondsobné premyvanie dichlérmetanom, diizopro-
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pyletylaminom a N?metylpyrolidénom. Po kazdej interakénej acyla-
cii (koncové pripojenie skupiny) sa uskuto&nuje spracovanie s
10 % anhydridom kyseliny octovej a 5 % diizopropyletylaminom v N-
metylpyroliddéne pocas 5 minut.

S ecenciou Boc-Lys(Fmoc) v pripade peptidu 34,A, vSetky pou-
zité aminokyseliny boli terc.-Boc-chranené na konci obsahujicom
dusik (latky boli ziskané od firmy Nova Chemical Company Ltd.,
Velkd Britdnia) a ich reaktivne boéné retazce boli chranené Tos
v Arg, OcHex vV Asp, 4-MeBzl v Cys, OBzl v Glu, Bom v His, Clz
v Lyz, Bzl v Ser a Thr, For v Trp a Brz v Tyr.

VSsetky rozpuistadld a iné reagencie pre automaticki syntézu
peptidov boli od firmy Applied Biosystems.

Reak¢éné ¢inidla pouZivané v stupni odstrénenia chraniacej
skupiny a v stupni Stiepenia mali akost pre analyzu a pouZivali

sa bez dalSieho c¢istenia:

1,2-etanditiol, anhydrid kyseliny octovej, kyselina tri-
fludrmetylsulfénova (TFMSA), dimetylsulfoxid a p-krezol boli od
formy Fluka, dietyléter a acetonitril boli od firmy Merck a kyse-

lina fluorovodikovd pochddzala od firmy AGA Gas.

Plne zostavené peptidové Zivice sa su$ili cez noc za vysoké-
ho vakua. Odstranenie formylovej skupiny na Trp a benzylovych
skupinach sa uskutocnovalo pri pouziti metédy "low TFMSA". Ku to-
mu sa 100 mg peptidovej Zivice spracovalo s 2 ml zmesi pozostava-
jucej 2z 10 % kyseliny trifiuérmetylsulfénovej, 50 % kyseliny
trifludroctovej, 30 % dimetylsulfidu, 8 % p-krezolu a 2 % dimer-
kaptoetanu, pri teplote 0 °C poc¢as 2 hodin za trepania a potom sa
uskutocnilo premytie etanolom, dichldérmeténom, dimetylformamidonm,
diizopropyletylaminom a dichldérmetanom, dimetylformamidom a di-

chlérmeténomn.

Po vysuseni za zniZeného tlaku sa peptid odstiepil zo zivice
a chraniace skupiny sa odstranili pésobenim zmesi 10 ml kvapalnej
kyseliny fluorovodikovej, obsahujucej 20 % =zmesi p-krezolu
a p-tiokrezolu v pomere 1 : 1, na 1 g peptidovej Zivice pri te-
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plote 0 °C pocas 60 minut. Zivica sa dvakrat premyla vidy s 10 ml
dietyléteru, peptidy sa extrahovali 20 % acetonitrilom vo vode
a potom sa uskutoc¢nila filtrdcia. Lyofilizdcia . vodného filtratu

poskytla surovy peptid.

Surovy peptid sa preparativne ¢istil vysoko uéinnou kvapali-
novou chromatografiou na stipci reverznej fazy C18. 10 mg surove-
ho peptidu sa rozpustilo v 1 ml 20 % acetonitrilu vo vode a gra-
dientovo eluovalo (pocas 45 minut) 20 aZ 60 % zmesou 0,1 % kyse-
liny trifluéroctovej v acetonitrile v 0,1 % kyseliny trifludroc-
tovej vo vode pri rychlosti prietoku 2,0 ml/min. Frakcie sa
zachytili podla absorpcie stanovenej pri vlnovej dizke 238 nm.

Cistota jednotlivych peptidov sa skusala analytickou vysoko-
U¢innou kvapalinovou chromatografiou a zistilo sa, zZe zodpoveda
99 %. Molekulovda hmotnost peptidov sa stanovovala pri pouziti
spektrometra Plasma Desortion Mass Spectrometer (PDMS) Model Bio-
ion 20, Applied Biosystems, priéom vypoéet hodnét molekulovej
hmotnosti sa uskutoc€rioval v kazdom pripade pre vycisteny peptid.

Tabulka

Cistota jednotlivych peptidov sa skuala analytickou vysoko-
uc¢innou kvapalinovou chromatografiou a bolo zistené, Ze zodpoveda
99 %. Molekulovd hmotnost peptidov sa stanovovala pri pouziti
spektrometra Plasma Desortion Mass Spectrometer (PDMS) Model Bio-
ion 20, Applied Biosystems, pri¢om v kazZdom pripade sa dosiahli
ocakavané vysledky.

Galanin(1-12)-Pro-SP(5-11) amid (M15):
(molekulovd hmotnost = 2199) ICgy = 0,1 nmol

]
-

Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gln-

1 5 10 12 5
20
-Phe~Phe-Gly-Leu-Met-amid
7 11

Galanin(1-12)-Pro-spantid amid (C 7):
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(molekulovd hmotnost = 2827) ICg, = 0,2 nmol
1 13
Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly~Pro-(D-Agr)-

22 23 24
-Pro-Lys—Pro-Gln-Gln-(D-Trp)-P.he—(D—Trp)-—Leu—Leu—NH2
spantid

Galanin(1-12)-Pro-Pro-Pro-SP(5-11) amid (M 37):

(molekulovd hmotnost = 2392) ICg, = 40 nmol

1 5 12
Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Pro-

22
-Gln-Gln-Phe-Phe~-Gly-Leu-Met-amid
5 11

Galanin(1-13)-Ala-Leu-Ala-Leu-Ala-Leu-Ala amid (M 38):
(molekulovd hmotnost = 1970) ICg, = 0,2 nmol

1 5 13
Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Ala-Leu-

20
-Ala-Leu-Ala-Leu-Ala-amid

Galanin(1l-12)-Pro-Pro-Pro-Ala-Leu-Ala-Leu-Ala amid (M 40):
(molekulova hmotnost = 1980) IC5y = 13 nmol
1 5 13

Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Pro-

20
-Ala-Leu-Ala-Leu-Ala-amid

Galanin(1-13)~Bradykinin(3-9) amid (M 20):
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(molekulovd hmotnost = 2135) ICgq = 1 nmol

1 13

Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Gly-

3
20
-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-amid
9
Galanin(1-13)-Bradykinin(2-9) amid (M 35):
(molekulovd hmotnost = 2232) ICgg = 0,2 nmol
1 13
Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Pro-
2
21
-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-amid
9

Galanin(1-13)~NPY(25-36) amid (M 32):

(molekulovd hmotnost = 2961) ICzy = Of5 nmol

1 13
Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Arg-His-

25

-Tyr-Ile-Asn-Leu-Ile-Thr-Arg-Gln-Arg-Tyr-amid
36

Galanin(1-12)-Ala-NPY(25-36) amid (M 88): .

(molekulova hmotnost = 2935) ICgy = 1 nmol
1 13
Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Ala-Arg-His-
25
25

-Tyr-Ile-Asn-Leu-Ile-Thr-Arg-Gln-Arg~Tyr-amid
36



Galanin(1-12)-Pro-Pro-Pro-leukenkephalin(1~5) amid (M 36):
(molekulovd hmotnost = 2078) ICgy = 40 nmol

1 ' 12
Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro~Pro~Pro-

20
-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-amid
1 5

Galanin(1-12)-~Pro-Pro-Pro-leukenkephalin(5-1) amid (M 41):
(molekulova hmotnost = 2078) ICg, = 20 nmol

1 12
Gly-Trp—Thr—Leu-Asn-Ser4Ala—Gly—Tyr-Leu—Leu-Gly—Pro-Pro-Pro—

20
-Leu-Phe-Gly-Gly-Tyr-amid
5 1

Galanin(1-13)-Lyz amid (Pro-leukenkephalin(5-1)) (M 34,a):
(molekulova hmotnost = 2223) ICgy = 10 nmol

1 13
Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-

N-koncova skupina

14

-Lyz-amid
Pro-Leu-Phe-Gly-Gly-Tyr
5 1

ICgy sa stanovuje pri pokusoch vytesnovania na hypotalame krysy.
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Farmakologické pokusy

1. Galanin inhibuje uvolnovanie inzulinu, ktoré je vyvolané

glukézou, a stanovuje sa ako popisal B. Arhén a kol. (Biochemical

and Biophysical Research Communications, zv. 140, &. 3, 1059
- 1063 /1986/). Pri pouziti rovnakého spbsobu, ako je citované
v publikdcii B. Ahréna a kol., peptid podla tohoto vynalezu,

M15, teraz vykazuje schopnost zabranit uvolfiovaniu inzulinu inhi-

bovaného galaninom v ekvimoldrnej koncentracii.
Zvieratd a priprava buniek

Dospelé obézne hyperglykemické my$i (ob/ob) oboch pohlavi sa
odoberu 2z 1lokdlnej koldénie bez takychto vrodenych vlastnosti
a nechaju sa hladovat cez noc. Zvieratd sa usmrtia oddelenim hla-
vy a ostrovceky sa izoluju technickym spdésobom, zaloZenom na izo-
lacii vyvolanej pouzZitim kolagendzy. Suspenzia buniek sa pripravi
v podstate ako popisal . Lehrmark v Diabetologia 10, 431 - 438
/1974/. Kratko zhrnuté, ostrovceky sa oddelia v jednotlivych bun-
kdch a malé zhluky sa trepi v rdéznych prostrediach cat? - Mg+2
doplnenych etylénglykol-bis(-aminoéterom kyseliny N,N,N,N-tetra-
octo- vej (EGTA, Sigma). Potom sa bunky inkubuju pri teplote
37 °C a hodnote pH 7,4 cez noc v 12 ml prostredia RPMI 1640
(prostredie tkanivovej kultiry od firmy Sigma, ktoré obsahuje

L-glutaminTM

C

% NU-sérum (Collaborative Research 1Inc., Lexington, Massachu-

a neobsahuje hydrogénuhlic¢itan sodny) doplneného 10

setts, USA), 100 medzindrodnymi jednotkami na ml penicilinu, 60
g/ml gentamycinu a 100 g/ml streptomycinu. Aby sa zamedzilo pril-
nutiu buniek na kultivacénych bankdch pocas inkubdcie, suspenzia

sa opatrne trepe.

Prostredie

Pouzitym zakladnym prostredim je HEPES tlmivy roztok (tlmivy
roztok na baze kyseliny N-(2-hyroxyetyl)-piperazin-N'-(2-etdnsul-
fénovej), Sigma) o hodnote pH 7,4, ktory je fyziologicky vyvazeny
v katidénoch s Cl1l~ ako jedinym anidénom. Vo vSetkych pripadoch je
zadkladné prostredie doplnené 1 mg/ml albuminu.
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Meranie uvolnovania inzulinu

Kinetika uvolnovania inzulinu sa Studuje premyvanim pankrea-
tickych p-buniek (priblizne 10°) 20 mmol alebo 5 mmol glukézy
zmieSanej s polyakrylamidovymi gulidkami Bio-Gel P-4 (velkost
0,074 az 0,038 mm, Bio-Rad Lab., Richmond, Kalifornie, USA) na
0,5 ml koldéne. Rychlost prietoku je 0,5 ml/min, frakcie vzniknuté
v priebehu 1 aZ 3 minut sa zachytadvaju a analyzuju na inzulin pri
pouziti krystalického inzulinu ziskaného 2z krysy ako referencnej
vzZorky. '

Vysledky

Po inkubacii trvajicej 60 minit v pritomnosti 8,3 mmol
glukézy, galanin (10~7 mol) velmi obmedzi uvolnovanie inzulinu, z
34 £+ 2 uU/ml na 3 + 1 uU/ml (P 0,001, N = 32).

Peptid podla tohoto vyndlezu, samotny M15 (10”% az 10™° mol)
Vv zavislosti od davky pésobi proti inhibicii uvolfiovania inzulinu

vyvolanej galaninom.

Uvolnovanie inzulinu v pritomnosti glukézy, galaninu a M15
"7 a 1078 mol je 28 t 2 wU/ml (N = 16),
17 * 4 uU/ml (N = 16) a 10 * 3 pU/ml (N = 16). M15 v koncentracii
1072 je bez uc¢inku.

pri koncentracii 107®, 10

Z vysledkov uvedenych vys$ie sa mbZe vyvodit, zZe peptid
podla tohoto vyndlezu, M15, posobi proti inhibicii uvolfiovania

inzulinu vyvolanej galaninom v ostrovéekoch.

2. Galanin inhibuje uvolriovanie acetylcholinu, ako sa
stanovi podla G. Fisone a kol. (Proc. Natl. Acad. Sci. 84, 7339 -
7343 /1987/). Pouzitim v podstate rovnakého postupu, ako uviedol
G. Fisone a kol. v praci citovanej vyssie, peptid podla tohoto
vynalezu, M15, teraz vykazuje uéinok Vpésobiaci proti inhibiénym
ucinkom galaninu na uvolfiovanie acetylcholinu vyvolaného

skopolaminom in vivo.



Pokusy s mikrodialyzou
Operacny zakrok a zakladna metodoldgia

Pokusy sa uskutoénuju s krysami CD-COBS (Charles River, Co-
mo, Taliansko) samCieho pohlavia, o hmotnosti 200 aZ 260 g. Zvie-
ratd sa anestetizuju equitenzinom (1 % pentobarbitalu a 4 % chlo-
ralhydratu). Zavadzacia kanyla sa implantuje stereotoxikadlne do
ventralneho hippokampu podla tychto sturadnic =z prvého kré&ného
stavca podla Paxinosa a Watsona (G. Paxinos a C. Watson, The Rat
Brain in Stereotoxic Coordinates, 2. vyd., Academic Press, Sydney
/1986/): 5 mm za bregma, 4,0 mm boéne k stredovej ¢iare a 6,8 mm
pod povrch lebec¢nice. Patracia ihla sa potom zavedie, aby sa udr-
2ala zavadzacia kanyla otvorend pocas nasledujiceho dna. Siuéasne
sa odstrani patracia ihla a nahradi sa zariadenim pre skisanie
mikrodialyzy (CMA 10, Carnegie Medicine AB, Stockholm, Svédsko)
obsahujucim membranu, ktora mad odokrytu plochu 3 x 0,5 mm. Zaria-
denie pre skusanie mikrodialyzy sa pretiahne 3 mm za koniec za-
vadzacej kanyly a premyva sa konstantnou rychlostou 2 pg/min Rin-
gerovym roztokom (147 mmol chloridu draselného, 2,2 mmol chloridu
védpenatého a 4,0 mmol chloridu draselného), ktory obsahuje
10 pmol sulfatu fysostigminu a je upraVeny na hodnotu pH 10 hyd-
roxidom sodnym. Kvapalina zachytenda v priebehu poc¢iatoénych 40
mindt premyvania sa odloZi. Potom sa premyvacia kvapalina zachy-
tava kazdych 20 minut poc¢as celého premyvania trvajuceho 260 mi-
nut. Na konci obdobia zachytdvania sa vzorky ihned schladia tuhym
oxidom uhlic¢itym a lyofilizuju sa. Obsah acetylcholinu sa stanovi
kvantitativne radioenzymatickou metdéddou, Xktoru podrobne popisali
S. Consolo a kol. (J. Neurochem. 48, 1459 - 1465 /1987/) a C. F.
Wu a kol. (Neurobiol. Aging 9, 357 - 361 /1988/), a ktora zahrnu-

Jje

a) transformaciu cholinu na fosforylcholin v pritomnosti

fosfokinazy cholinu a ATP,

b) enzymatickd hydrolyzu acetylcholinu na cholin a kyselinu
octovu,

c) reacetylaciu vysledného cholinu na [H3]acetylcholin pri-
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danim 99,9 GBg/mmol [H3]acety1koenZYmu-A a acetylkoenzymu A:ChAT
a

d) oddelenie a vyhodnotenie scintilaénym poéitadom vysledné-
ho [H3]acetylcholinu, extrakciou do ketdnovej fazy obsahujucej
tetrafenylbdér iontomenic¢ovou chromatografiou z kvapaliny do kva-
paliny. Fosforyla¢né, hydrolyza¢né a acetylac¢né reakcie su hodno-

tené ako bezne opatrenia.

Koncentracia acetylcholinu v kazZdej vzorke sa vypocita line-
drnou regresiou, zaloZenou na radioaktivite Standardov (linearny
od 10 fmol do 25 pmol acetylcholinu). Relativna smerodajna od-
chylka 2z opakovane odobranych vzoriek alebo acetylcholinového
Standardu je priblizne 3 %.

Acetylcholin ziskany in vitro troma dialyzaénymi hadicanmi
sa stanovi, ako uZ bolo popisané vyssSie (C. F. Wu, citované vys-

Sie). Priemerny vysledok je 17,6 * 0,5 %.

Pri ukonéeni pribuznych pokusov sa miesta pouZité na skusky
dialyzy preveria histologicky vyvolanim skv¥n pre Nissl - subs-

tanciu.

U¢inok galaninu a M15 na uvolnovanie acetylcholinu, ktoré. je

vyvolané skopolaminom, merané in vivo =z ventralneho hippokampu

krysy

fyziologicky roztok 2,0 pmol
skopolamin 13,1 pmol
skopolamin + galanin 6,9 pmol
skopolamin + M15 9,4 pmol

1,56 nmol galaninu a 3,12 nmol M15 sa injek¢ne i.c.v. zave-
die 2 minity pred subkutdnnym podanim 0,3 wmg/kg skopolaminu.
Uvolnovanie acetylcholinu sa meria v premyvacej kvapaline zachy-
temej poc¢as nasledujiucich 80 minut v Styroch frakciach, vzdy po-
¢as 20 minut. Hodnoty vyjadrené ako pmol acetylcholinu nameraného
vo frakciach zachytenych poc¢as 20 minut zodpovedajui vrcholom

uc¢inku skopolaminu a zodpovedaju frakcidm zachytenym pocas dru-



- 19_

hych 20 minut. Hodnoty su priemerom z pokusov uskutoc¢nenych na
dvoch krysach (N = 2)

Ako vysledok z vyssie popisaného pokusu sa mdze vyvodit, ze
peptid podla tohoto vyndlezu, M15, pdésobi proti galaninom vyvola-
nej inhibicii uvolnovania acetylcholinu v hippokampe, ktoré bolo

vyvolané skopolaminom.

3. Uéinky intratektalneho galaninu a stimulacia C-vlakna na
reflex ohybac¢a popisali 2. Wiesenfeld-Hallin a kol.(Brain Res.
486, 205 - 213 /1989/). PouZitim v podstate rovnakého spdsobu,
ako Jje popisané v citovanej 1literature, sa ukazuje, 2Ze peptid
podla tohoto vynélezu, M15, m& antagonisticky G&inok na
intratektdlne ulah&enie reflexu ohybada vyvolaného galaninom. Pri
vySSie popisanom pokuse, iny peptid podla tohoto.vynalezu, M35,
poskytuje podobné vysledky.

Elekrofyziologicka sStudia

Pri kritickych pokusoch velkost reflexu ohyba&a polysynap-
tickej podkolennej slachy ako odozva na aktivadciu vysokého prahu
privodnych drdh sa skuisa na decelebrovanych, spindlnych, neanes-
tetizovanych krysach zaznamenavanim elekromyogramu (EMG) z poste-
riornych bicepsovych stehennych/poloslachovitych svalov. Zvierata

sa kratko anestetizuju BreitalomR

a zavedie sa priedusSnicova ka-
nyla. Krysy sa umiestnia do stereotaxického rému, zbavia mozgu
odsatim predného a stredného mozgu a potom ventilujui. Miecha sa
podrobi laminektdémii na urovni hrudnika a narez e sa Thg_g. In-
tratrachealny (i.t.) katéter sa implantuje kauddlne prierezom
s koncom na lavej strane bedernej miechy (Ly_5). Reflex ohybaca
sa hodnoti stimulaénym testom na 1lytkovom nerve alebo na jeho
inervaénej ploche jednotlivymi elektrickymi Sokmi (0,5 ms, 10 mA)
o dostatoénej sile  pre aktivaciu C-vlékien (Wall a Woolf
/1984/). V niektorych pokusoch sa podmieneny stimul (CS) (1 Hz,
20 s) o rovnakej sile ako pri stimula¢nom teste zavadza do lytko-

vého nervu.

Reflex ohybaca sa zaznamenava ako aktivita na elekromyograme

cez ihlové elektrdédy z nehrdzavejucej ocele, ktoré su zavedené do
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§lachovych svalov vyskytujucich sa ma rovnakej strane tela. Podet
akcili potencidlu prejavujuicich sa v priebehu reflexu sa integruje
pocas 2 sekund. Integrovany reflex sa zaznamenava na zaznamniku
Gould chart recorder Model 2400 S. Pocas pokusov sa sleduje rych-
lost srdca a rektalna teplota a udrZuje sa vo zvycajnom rozmedzi.
Vliastné umiestnenie intratrachedlneho katétra sa potvrdzuje po

kazZzdom pokuse laminektdédmiou.

Galanin (Bachem, Bubendorf, S&vajc¢iarsko) a somatostatin
(Ferring, Malmo, Svédsko) sa rozpusti v 0,9 % roztoku chloridu
sodného. VsSetky peptidy sa zavadzaju i.t. v objeme 10 pul a potom
sa uskutoc¢ni preplachnutie kanyly 10 pl fyziologického roztoku
chloridu amdénneho.

Zhrnutie hodndt

Velkost stabilného  zakladného reflexu sa stanovuje V
priebehu poslednych 20 mindit pred kazZzdou i.t. injekciou alebo
podmienenym stimulom nervu. U&inok 1i.t. zavedenych peptidov
alebo podmieneného stimulu nervu na reflex ohybac¢a sa vyjadruje
ako percentudlna zmena reflexu, v porovnani k zakladnej hodnote,
za ktoru je pokladana hodnota 100 %. Pre testovanie interakcie
galaninu s inymi peptidmi alebo podmienenym stimulom lytka sa po-
davajli 15 minat pred injekciou inych peptidov, ked ulahéujuci
uc¢inok galaninu odoznel alebo bol suc¢asne s podmienenym stimulom
lytka.

Meria sa antagonisticky uU¢inok i.t. zavedeného M-15 na 1i.t.
ulahéenie reflexu ohybac¢a vyvolaného galaninom. Vrchol ulahéuju-
ceho u¢inku pri 30 pmol Jje 167 * 42,8 %, nad zakladnu hodnotu
velkosti reflexu. Antagonizmus M15, ktory bol zavedeny 5 azZ 10
minit po galanine, sa vypoc¢ita ako percentudlne znizZenie vrcholo-
vého ulah¢ujuceho Uéinku galaninu. Hodnoty sa vyjadrujd pomocou
S.E.M.
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Davka n % antagonizmu
30 pmol 4 - 35,8.% 20,7
300 pmol 4 79,3 + 8,4

3 nmol 3 93,0 + 3,4

Pokusy sa opakuju pri pouziti peptidu podla vynadlezu M35 a

dosiahnu sa podobné vysledky.

Ako vysledok pokusov popisanych vyssSie sa méZe vyvodit za-
ver, zZe peptidy podla tohoto vyndlezu pésobia proti intratektal-
nemu ulahéeniu vyvolanému galaninom pri spésobe zévislom od dav-
ky.

4. Stuidie viazania ligandu sa ‘uskutoénia tym, Ze sa vytesni
125I—ga1an1’n galaninom, galaninovym fragmentom (1-13), fragmentom
(4-11) substancie P alebo galaninovym fragmentom (1-13) +
fragmentom (4-11) substancie P v ekvimoldrnych koncentraciach a
Studuji sa peptidy podla tohoto vynalezu, M15, M35 a M 34,A.
Peptidy podla tohoto vyndlezu sa dokdZu Specificky viazat ku
galaninovému receptoru.

12SI-monojodid—Tyr26-galaninu oSipanej

Spbsob vyroby

Synteticky galanin (1-29) 2z oSipanej sa jéduje spdsobom
vyuzZivajucim chléramin T =za vzniku 125I—'monojéd—TyrZG—galaninu
oSipanej (Specifickd aktivita 6660.101% az 7400.101° s'l, ako
popisali T. Land a kol. v Methods in Neurosciencens, vyd. M.
Conn, 5, 225 - 234 /1991/ a pouzije ku s$tudii viazania ligandu,
uskutoc¢nenej pri ekvilibracii.

Spbdsob vyroby membranovej frakcie z buniek Rin m 5F

Stanovenie buniek a bune¢na kultira Rim m 5F (pankreaticka
bune¢na linia f-tumoru krys) je uZ popisané (A. F. Gazdav a kol.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 3519 - 3523 /1980/). Kratko zhr-
nuté, bunky sa nechajui rast v prostredi RPMI 1640 (Gibco), ktoré

obsahuje 10 % objemovych fetalnho séra teliat, 2,06 mmol



L-glutaminu, 100 medzindrodnych jednotiek na ml penicilinu a
100 ug/ml streptomycinu pod zmesou 10 % oxidu wuhlicitého a 90 %
vzduchu pri teplote 37 °C. Pasazovanie sa uskutocénuje kazdych 5
dni. Bunky sa oddelia z povrchu banky pri pouziti 0,25 % trypsinu
obsahujuiceho 1 mmol EDTA a odstreduju pri 2000 g podas 5 mintt
pri teplote 4 °C. Granule sa vystavia na €as 15 minit hypoosmno-
ticky 5 mmol HEPES tlmivému roztoku (o hodnote pH 7,4). Suspenzia
sa odstreduje pri 20 000 g pocéas 15 minit, vysledné granule sa
resuspenduju v Krebs-Ringerovom roztoku (137 mmol chloridu sodné-
ho, 2,68 mmol chloridu draselného, 1,8 mmol chloridu vapenatého
a 1 g/1 glukézy) s hodnotou pH 7,4, ktory obsahuje 1 mg/mg baci-
tracinu a je pufrovany s 5 mmol HEPES, a pouzije sa bezprostred-
ne pri ekvilibrovanych pokusoch s viazanim.

Vytesnovanie 125I-galaninu galaninom a ligandami galaninového re-

ceptora

Vytesnovacie pokusy sa uskutoc¢nujui pri koneénom objeme
400 pl Krebs-Ringerovho roztoku, ktory obsahuje 1 mg/ml bacitra-
cinu a je pufrovany 5 mmol HEPES, 0,5 % hmotnostno objemovych BSA
o hodnote pH 7,4, v pritomnosti 0,1 az 0,2 nmol 1251—ga1aninu.
Pripfavi sa membrana a zvySuji sa koncentracie (z 10712 na
1076 mol) neznac¢eného galaninu oSipanej alebo inych ligandov ga-
laninového receptora. Vzorky sa inkubuju pri teplote 37 °C pocas
30 minut. Inkubadcia sa ukonc¢i pridavanim 10 ml Yadom chladeného
Krebs-Ringerovho roztoku pufrovaného HEPES, potom sa uskutoé&ni
rychla filtracia cez filtre Whatman CF/C a prevrstvenie na &as
5 az 6 hodin v objemovo 0,3 % roztoku polyetylénimine. Filtre sa
premyju 10 ml skuSobného roztoku. Radioaktivita zachytenad na £fil-
tre sa stanovi Citacom Ziarenia gama Packard. Specifické vazby su
definované ako vazby vytesnitelné 1 pmol galaninu (alebo prislus-

ni koncentraciu vvtesnovacieho éinidla).

Hodnoty ICg, vytesnujicich ligandov sa vypod&itaji z hodnét
ICg;q vytvorenych na poc¢ita¢i, ako popisali T. Land a kol.

(citované vyssie).

Hodnotenie pokusnych udajov sa uskutoc¢nuje podla Macintoshe

SE, nelinearnou metodou najmensich Stvorcov pri pouziti
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Macintoshovho programu "KaleidGraph".

1251

Vytesnovanie -galaninu z membran Rin m 5F ligandov galanino- .

vého receptora

ICs0

Galanin (1-29 1 nmol
M15 0,1 nmol
galaninovy fragment (1-13) 100 nmol
fragment (4-11) substancie P nevytesnené >10 pmol
galaninovy fragment (1-13 +

fragment (4-11 sunstancie P

v ekvimoldrnych mnoZstvach o 10 nmol
M35 0,1 nmol
M34,A ' 10 nmol

Ako je zrejmé z vysSsie uvedenych pokusov, peptidy podla to-

hoto vynalezu su ligandy galaninového receptora.

Farmakologické pokusy 1, 2 a 3 takto ukazuju, zZe peptidy
podla tohoto vyndlezu su galaninovymi antagonistami a pokus 4
ukazuje, e su ligandami galaninového receptora. Tak galaninové
amtagonisty podla tohoto vynalezu su ligandy galaninového
receptora a na rozdiel od 1inych =zluc¢enin, ktoré boli skér
uvadzané pre antagonizaciu, Specificky U¢inok galaninu v Speci-
fickom tkanive dava prednost interakcii s reakénym stuprfiom mimo
galaninovy feceptor, ¢o sa vyzaduje pre biologicky u¢inok galani-
nu v danom type bunky. Takyto antagonizmus nie je Specificky pre
Gc¢inok galaninu a nie je pouZity u galaninového receptora. Nie je
taktieZ pouzitelny pre niektoré tkaniva, kde galanin pésobi, za-
tial ¢o antagonisty podla tohoto vynalezu s pri dobrej véli an-
tagonistami vo farmakologickom vyzname a prejavuju svoj uéinok
Vv mieste receptora mimo bunku pri konkurovani endogénnemu ligan-
du.



Spésob vyroby membrdn z hypotaldmu krys

Dospele Kkrysy (kmena Spraque-Dawley o hmotnosti 180 a2
200 g) samcieho pohlavia sa usmrtia oddelenim hlavy, z kaZdej sa
rychle nareZ e hypotaldmus a homogenizuje (10 % hmotnostno obje-
movych) v 0,05 mol Tris-Cl tlmivého roztoku o hodnote pH 7,4. Ho-
mogendt sa desatnasobne zriedi a odstreduje pri 1000 g podas
10 mindt. Supernatant sa odstreduje pri 10 000 g podas 45 minut
a granule sa resuspenduju Vv 5 ml Krebs-Ringerovho roztoku
(137 mmol chloridu sodného, 2,68 mmol chloridu draselného,
1,8 mmol chloridu vapenatého a 1 g/l glukézy) o hodnote pH 7,4,
pufrovaného 5 mmol HEPES. Dosiahne sa kone¢néd koncentrédcia prote-
inu v rozmedzi od 1,0 do 1,5 mg/ml.

Studia viazania ligandu v hypotalame krysy

Pokusy vedice k vytesneniu sa uskutoc¢nuji pri koneénom obje-
me 400 upl Krebs-Ringerovho roztoku pufrovaného s 5 mmol HEPES,
s 0,05 ¥ hmotnostne objemového BSA o hodnote pH 7,4, doplneného
1 mg/ml bacitracinu v pritomnosti 0,1 aZ 0,2 nmol 125I-galaninu.
Pripravi sa membrdna z hypotaldmu krys a zvys$uju sa koncentracie
(z 10712 na 107% mol) neznaéeného galaninu alebo inych ligandov
galaninového receptora. Vzorky sa inkubuji pri teplote 37 °C po-
¢as 30 minut. Inkubacia sa ukon¢i pridadvanim 10 ml ladom chlade-
ného Krebs-Ringerovho roztoku pufrovaného HEPES, potom sa usku-
toc¢ni rychla filtracia cez filtre Whatman CF/C a prevrstvenie po-
cas 5 aZz 6 hodin v objemovo 0,3 % roztoku polyetylénimine. Filtre
sa premyju 10 ml skusobného roztoku. R&dioaktivita zachytend na
filtri sa stanovi ¢itacom Ziarenia gama Packard. Specifické vazby
si definované ako vazby vytesnitelné 1 umol galaninu. Krysi gala-
nin a galanin osipanej spdsobuje nerozoznateiné vytesnovacie

krivky s membranami z krysieho hyypotalamu.

Hodnoty ICg, vytesnujucich ligandov sa vypoé¢itaji hodnotenim
pokusnych udajov podla Macintosha SE, nelineadrnou metédou najmen-

Sich stvorcov pri pouziti Macintoshovho programu "KaleidGraph".
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PATENTOVE NAROKY

1. Galaninovy antagonista, ktorym je ligand galaninového recepto-

ra.

2. Galaninovy antagonista podla naroku 1, kde tento antagonista

je zvoleny zo suboru pozostdvajuceho z peptidov vzorca

H—Gly—Trp—Thr4Leu—Asn—Ser-Ala—Gly—Tyr-Leu—Leu-G1y-Pro-Gln-Gln-
Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,,

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala~Gly-Tyr~Leu~Leu-Gly-Pro-Pro-Pro-
Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-X, -

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Pro-
Leu-Phe-Gly-Gly-Tyr-X, a

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-
-Lys~-X

Pro-Leu-Phe-Gly-Gly-Tyr-X,

kde

X predstavuje aminoskupinu alebo hydroxyskupinu (amid alebo
volna kyselina) a
ich funkénych analdégov a ich funkénych derivatov.

3. Peptid zvoleny zo suboru pozostavajiceho z

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gln-
Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,,

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Pro-
Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-X, ’

H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-Pro-Pro-
Leu-Phe-Gly-Gly-Tyr-X, a
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H-Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-
-Lys-X

Pro-Leu-Phe-Gly-Gly-Tyr-X,

kde
X predstavuje aminoskupinu alebo hydroxyskupinu (amid alebo
volna kyselina) a

ich funk¢né analdégy a ich funkéné derivaty, ktoré prejavuju
v podstate rovnaky galaninovy antagonisticky uéinok ako uz
uvedené peptidy.

4. Spdésob vyroby galaninového antagonistu podla ndroku 1, v y z-
nacujici sa tymn, Ze

a) postupne sa jednotlivo zavedi v tuhej faze pozadované

aminokyselinové zvysky do rastuceho peptidového retazca alebo

b) postupne sa viaZu aminokyseliny vo faze roztoku za pouZi-
tia prislusSne derivatovych aminokyselin.

5. Pouzitie galaninového antagonistu, ktorym je ligand galanino-

vého receptora, pre vyrobu farmaceutického prostriedku.

6. Galaninovy antagonista, ktorym je ligand galaninového recepto-

ra, pre pouzitie pre farmaceuticky prostriedok.

7. Farmaceuticky prostriedok, vy znac¢ujuci sa tyn,
Ze obsahuje galaninového antagonistu, ktorym je ligand galani-
nového receptora, ako u¢innu latku, spoloéne s farmaceuticky

prijatelnou prisadou alebo prisadami.

8. Spbsob oSetrovania choroby cicavcov, ktord zavisi na fyziolo-
gickej funkcii galaninu u galaninového receptora, vy z-
nacujuci sa tym Ze sa cicavcovi podava farmaceu-
ticky u¢inné mnoZstvo galaninového antagonistu, ktorym je li-

gand galaninového receptora.
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