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(57) Anotace:

Opiodni peptidy uréené k lé¢be bolesti, stejné
tak jako metody jejich pfipravy a farmaceutic-
ky pfijatelné slozky obsahujici tyto peptidy
apouzitf fe¢enych sloutenin v piipravé 1é¢ivé-
ho pFipravku Ginného v 1é¢bé bolesti. Peptidy
tohoto vynalezu maji vysoky stupef selektivi-
ty k .mi.-opioidnim receptorim a jsou zejmeé-
na vhodné jako analgetické latky piisobici
pfevainé na .mi..oploidnich receptorech. Pro-
toze tyto peptidy pfisobi periferné, vyvarova-
vaji se podstatné nezadoucim udinktim nor-
malné vznikajicich pfi centralni analgezii.
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Oblast techniky

predkladany vynalez se tyka peptidovych sloucenin podobnych

opioidiim. Zejména pak K tém, které vykazuji periferni
analgetickou aktivitu a selektivitu pro M podtyp opiloidnich

receptori.

Dosavadni stav techniky

Mnoho endogennich peptidl savéiho i oboiZivelnic¢iho puvodu se
vaie ke specifickym opiodnim receptorim a vyvolava
analgetickou odpovéd podobnou klasickym narkotickym opiatim.
Bylo prokézano, Ze U vygdich . Zivocichl koexistuje mnoho
odlisnych typt opiodnich receptorfl.  Pfiklady viz W. Martin-et
al., J. Pharmacol. Exp. Ther.., 197, p. 517 (1975); & J. Lord

et al., Nature {London) , 257, p. 495 (1977) . Byly

identifikovany tii odlisne typy opiodnich receptoru. Prvni
typ, o, vykazﬁje diferencovanou afinitu k peptidim podobnym
enkefalinu. Druhy typ, W, vykazuje zvysenou selektivitu pro
morfin a jiné polycyklicke alkaloidy. TIeti typ, ¥, vykazuje
stejnou afinitu ke kazdé skupiné vyS3e zminénych ligandd a
preferentni afinitu pro dynorfin. Obecné teleno, W receptory
se zdaji byti vice =zapojeni do analgetickych uéinkd, 8
receptory maji aCinky na chovani, adkoli & a « receptory

zprostfedkovavaji také analgetické u¢inky.

Ka?dy opioidni receptor, je-1i k ndmu navazdn opiat, zpusobuje
specifickou biologickou odpovéd podle typu receptoru. Pokud
opiat aktivuje vice ne? jeden receptor, Je ovlivnéna
biologicka odpovéd kaZdého receptoru, ¢imZ vznikaji neZadouci
u&inky. Cim je opiadt méné specificky a selektivni, tim je po

podani opiatu veétsi riziko objeveni se neZadoucich uc¢inku.
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vV predchozich studiich s opiaty, opioidnimi peptidy a Jjejich
analogy nebyla prokazana, anebo Jjen' Vv omezené mifte,

selektivita k receptoru &i receptorilm, ke kterym se vaZzi.

Opiaty mohou zplsobit vaZné a potencialné fatalni vedlejsi
u&inky. Vedlejsi ucinky Jjake utlum dychani, tolerance,
fyzikdlni zévislost a syndrom 2z rychlého vy;azeni jsou
zptisobeny nespecifickymi interakcemi s receptory centralniho

nervového systému. Vice wviz K. Budd, Vv International

Encyclopedia of Pharmacology and Therapeutics; N.E. Wiliams a
H. Wilkinson, Eds., Pergammon: (Oxford), 112, str. 51 {(1983).

7  +tohoto dfvodu neni pfedpokladano, aby mohli opioidni
analgetika u&inkujici prfedevsin prostfednictvim opiodnich
receptorll periferniho nervového systeému zpusobovat podobné

nesadouci u&inky, jaké jsou spojené s podavanim opilodnich

‘ahalgetik ovlivhAujicich centralnf nervovy systém.

Nesteroidni protizéan&tlivé latky, Jjako aspirin, ibuprcfen a
ketorolak patti doposud do jedné z méla skupin latek, o
kterych je znamo, Ze maji periferni analgetické ulinky. Tyto
latky neinteraguji s opioidnimi receptory, ale je znamo, Ze
inhibuji cyklooxygenazu a sniZuji syntézu prostaglandini. Tato
slabd analgetika nemaji neZadouci ucinky na centridlni nervovy
systém, ale mohou zplsobit Jjiné neZadoucil ucCinky, jako

napfiklad vznik ulceraci gastrointestinadlniho traktu.

Dfive bylo’ min&no, Ze nepolarni -peptidy pronikaji do
centralniho nervového systému pfes hematoencefalickou bariéru
mnohem snadné&ji neZ polarni peptidy. Bylo publikovano, Ze
peptid TAPP (H-Tyr-D-Ala-Phe-Phe-NH,) vykazuje antinociceptivni
vlastnosti jak periferné, tak centradlné& (P.Schiller et al.,

Proceedings of the 202 FEuropean Peptide Symposium, 1988). V

protikladu s touto informaci bylo prokdzano vynalezcemn
pfedkladaného vynélezu, Ye tento tetrapeptid neuéinkuje

centralné& dokonce ani v davkach 100 mg/kg.
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Predmétem vyndlezu jsou peptidove sloudeniny podobné opioidum

¢

Yteré udinkuil periferné, ale podstatné omezuji nechtene

vedlejsi u&inky konvencénich perifern& pusobicich analgetiX.

Daldim predmétem vyndlezu Jsou peptidové slouceniny, kfere s=

selektivné vaZi kp-opioidnimu receptoru.

todstata vynalezu

Shrnuti vynalezu

predkiadany vynalez pPedstavuje nové peptidové slouceniny

které ufinkuji periferné a Jsou selektivni k p-oploidni

receptorim; sloudeninu reprezentovanou vzorcem (1)

| z
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(1)

a jeii soli, derivaty a analoga,
kde

R. je Tyr nebo 2, 6'-dimetyltyrosin, nebo Jjeho analog &

derivat;

R. je D-Ala nebo D-Arg;
R, je Phe (p-F);

R, je Phe nebo Phe (p-F};
X Jje H nebo C;6 alkyi; a

Y a Z jsou nezavisle H, aralkyl nebo C,, alkyl.

7 jiného pohledu na vynadlez Je zde prezentovéano farmaceutick#

slo¥eni obsahujici sloudeninu definovanou vzorcem (1)

farmaceuticky pFijatelnym nosiCem a/nebo druhou terapeutick

u&innou latkeou.
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Daldim aspektem vyndlezu Jje metocda lé¢by bolesti zahrnujici

podani farmaceuticky uc€inného mno?stvi sloufeniny definovan




vzorcem (1) jedinci potfebujici takovou lé&Cbu.

Daliéim aspektem vynalezu Jje pouZiti sloudeniny definované

vzorcem (1) pro vyrobu léku na léceni bolesti.

struény popis obrazkd
Obrazky 1, 2 a 4 ilustruji inhibi&ni ucinek sloucenin
pfedkladaného vyndlezu ve dvou odlisdnych testech s horkou

plotynkou.

Obrazek 3 ilustruje inhibiéni 0cinek H-Tyr-D-Ala-Phe-Phe-NH, v
testu s horké plotynkou.

Obrazek 5 ilustruje inhibic¢ni ucinek sloudenin predkladaného

vynalezu v tail-flick testu.

Popis vynalezu

Ve specifikacich a v patentovych narocich Jsou pouzity

nésledujicl béZné zkratky:

Ala -~ alanin

Arg - arginin

Phe - phenyalanin
Ser - serin

Tyr - tyrosin

TAPP - H-Tyr-D-Ala-Phe-Phe-NH,

GPI - morceci ileum

MVD - my3i vas deferens

Phe (p-F) - para-fluoro fenylalanin

HOBT - N-hydroxybenzothiazol

BOP - - benzotriazolyl -N- oxy-tris (dimetylamino)
fosféniumhexafluorofosfat

DMF - dimetylformamid

TFA - trifluorboctové kyselina

tBU - tert-butyl
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7(1):

Pmc - 2,2,5,7,8 pentametylchroman -6- sulfonyl
FMOC - 9-fuorenylmetyloxykarbonyl
PBQ - fenyl-p-benzogquinon

Termin “EDy,” v tabulce 1 pro PBQ analyzy je definovan Jjako
davka 1éku, ktera vyvolavé 50% sniZeni poctu zagkubll ve

srovnani s kontrolni skupinou. Termin "Ki~ v tabulce 1 vazebné
analyzy je inhibi&éni konstanta znameého ligandu p receptoru

DAMGO a ligandu & receptoru DADLE. Termin “ki’/Ki*" je hodnota

uZivanad jakc indikator selektivity. Tento pomé&r reprezentuje
vztah afinitnich vlastnosti opioidnich peptidd k vazbé na p a

d receptory.

Sloudeniny pfredkladaného vynalezu jsou reprezentovany vzorcem

a odvozenymi solemi, derivaty a analogy.

X je H, nebo metyl (prefereniné H).

R, Jje Tyr nebo 27,6 -dimetyltyrosin (preferencné Tyr).
Alfa-amino skupina radikalu R, je nahrazena pomoci X a vznika
aminoskupina, kde X Jje H, nebo alkylaminoskupina, kde X Jje
metyl.

R, je D-Ala nebo D-Arg, (preferen¢né D-Ala).

R, je Phe(p-F).

R, je Phe nebo Phe(p-F), (preferentné Phe).

Y a Z jsou nezavisle H; aralkyl, Jjako napfiklad benzyl; a C._;

alkyl, jako napfiklad metyl. Y a 2 jsou preferenéné oba H.




Sloudeniny pfedkladaného vynalezu zahrnuji (ale nejsou timto

omezeny) :
Sloucenina #1B H-Tyr-D-Ala-Phe (p-F)-Phe (p-F) -NH,;
Sloucenina #1C H-Tyr-D-Ala-Phe (p-F)-Phe-NH,;
Sloucenina #2B H-Tyr-D-Arg-Phe (p-F} -Phe{p-F)-NH,; a
SloucCenina #2C H-Tyr-D-Arg-Phe (p-F) -Phe-NH,.

Preferované konkrétni formy slouCenin pfedkladdaného wynalezu

jsou vybrany ze skupin sklédajicich se z

Slou¢enina #1C H-Tyr-D-Ala-Phe (p-F)-Phe~NH,;
Sloucenina #2C H-Tyr-D-Arg-Phe (p-F}-Phe-NH,.

Nejvice preferovana sloucenina pfedkladaného vynalezu je
Sloulenina #1C H-Tyr-D-Ala-Phe (p-F) -Phe-NH,.

Aminokyselinovy ‘derivat 27,6 -dimetyltyrosin (Dmt] m&Ze byt
nahrazen tyrosinem ve sloufeninach opiloidnich peptidl.
Experimenty prokazaly, Ze substituce Dmt tyrosinem v R, pozici

prvniho aminokyselinového rezidua v obecném vzorci 1, zvysuje
udinnost opioidniho peptidu na p receptoru O 2  rady.
Selektivita k p receptoru se zvy3uje, pokud sloucCenina

obsahuje Dmt v pozici R;. Tato substituce zpusobuje

 korespondujici posun v poméru vazebnych inhibi¢nich konstant

ke zvy3ené selektivité k p receptoru.
Opioidni aktivita peptidd byla posuzovana in vitro ié §ouiiti
longitudinadlniho svalstva morleciho 1ilea (GPI) a Jejich
antinociceptivni aktivita byla ur&ena in vivo na hlodavcich na
modelech pomoci PBQ vyvolanych zaSkubl (periferni aktivita) a
na 2 testech s horkou plotynkou (centralni aktivita).
Analgeticka aktivita slouceniny pfedkladaného vynalezu byla
také hodnocena pomoci tail-flick testu. Tento test je pouiivan
k" hodnoceni centralni analgetické aktivity slouceniny.

Srovnani aktivit sloudenin pfedkladaného vynédlezu v testech
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vyvolani zaskubl, s horkou plotynkou a Vv tail-flick testu
prokazala, Ze analgetické ucinky byly pfevainé zprostfedkovany
na periferii. Periferni analgezie byla prokazana vysokou
acinnosti v testu vyvolani z&3kubl spolu s nizkou u¢innosti v

testech s horkou plotynkou nebo v tail-flick testu.

PBQ (fenyl-p-benzochinon) indukoval u my3i  za8kuby Vv
posuzovani jak centralni, tak periferni analgezie.

Experimentalni protokol viz Sigmund et al., Proc. Soc. Exp.

Biol. Med., 95, str. 729 (1957), zallenény zde jako reference.

Centralni analgezie je urlena inhibici odpovédi na horkou
plotynku u my3i. Experimentalni protokol viz G. Wolfe a A.
MacDonald, J. Pharmacol. Exp. Ther., 80, str. 300 (1944),

zadlendny zde jako reference. Analyza méfeni vazebnych afinit
opioidnich receptort p a §, pravé tak jako GPI test byly
provedeny podle "experimentdlniho protokolu -viz  Schiller et

al., Biophys.Res.Commun., 85, str. 1322 (1975), =zacleneného

zde jako reference.

Sloudeniny predkladaného vynalezu mohou byt pripraveny
metodami dobfe znamymi v peptidové chemii. Napfiklad viz

pPrinciple of Peptide synthesis, Bodansky M., Spinger~Verlag,

Berlin, Heidelberg, ©New York, Tokyo 1984 nebo viz The
Peptides, Analysis, Synthesis, Biology, vydaného Erhardem

Grossem a Johannesem Meienhoferem, Academic Press 1979,

Slouteniny predkladaného vyndlezu byly pfipraveny za pouziti
syntézy solidni faze, jak Je popsano niZe, podle zavedenych
postupll v peptidové chemii. V prisludném kroku syntézy byl
pouZit komercné& dostupny para-fluoro-fenylalanin (Phe{p-F)).
2,6 ~dimetyltyrosin miZe byt v syntéze takeé pouZzit a Je

pfipraven podle zavedenych technik chemické syntézy.

Farmaceuticky pfijatelné soli peptidﬁ. tohoto vynalezu mohou
byt vytvofeny konvencné reakcl s pfisludnou kyselinou. Vhodné

soli kyselin mohou byt ptipraveny pfidanim kyselin jako jsou
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kyseliny chlorovodikova, bromovodikova, fosforeéna, octova,
fumarova, salicylova, citrdénova, mlecna, mandlova, vinna,
ttavelova, metansulfonova, ¢&i Jiné vhodné kyseliny, které

mohou byt pouZity zkuZenym biochemikem.

Ptedkladany vynalez také zahrnuje farmaceutické sloZeni.
Vhodné sloZfeni ma farmaceuticky u&inné mnoistviA sloulenin
predkladaného vynadlezu, nebo jejich farmaceuticky prijatelnych
soli, ve smési s farmaceuticky pfijatelnym nosifem nebo
adjuvans. Terapeuticky ucinne nnozstvi peptidu pfedkladaneho
vynalezu a farmaceuticky pfijatelny nosi¢ (napf. uhlicitan
hoFeinaty nebo laktéza) mohou byt navrieny tak, aby vytvorily’
terapeutickou formu, Jako napfiklad (i) pilulkuy, tabletu,
kapsli, nebo tekutinu k peroralnimu podani; (ii) tekutinu nebo

mast, které mohou byt podany inhalaci, transdermalné, nazalne,

rektalné nebo sublingvélné; (iii)- tekutinu, kterd muZe. byt

podana intravendznég, parenteralné, subkutanné, nebo
intraperitonealn&; nebo (iv) peroralni ¢i parenteralni formu s

postupnym uvoliiovanim.

predkladany vynalez také obsahuje metodu lé¢by bolesti u
savcl, véetné &lovéka. Metoda zahrnuje podani farmaceuticky
a&inného mnoistvi peptidu definovaného vzorcem 1, nebo
farmaceuticky udinnou sfil &i jeji sloZeni v jedné z tradi¢nich
forem pro podéni napf. oralng, parenteraln&, transdermalng,
transmukosalng, ve formé postupného uvolfiovani =za pouZiti
biodegradabilniho - biokompatibilniho polymeru, nebo ve formé
pro dorudeni léku na specificke misto za pouZiti micel, gell a

lipozomi. Peptidy mohou podany lidskému pacientovi v davce

. 0,01 aZ 100 mg/kg, nejlépe 0,05 aZ 20 mg/kg a zcela nejlépe Vv

davce 0,1-1 mg/kg.

Nasledujici pfiklady jsou pouZity pro lep8i popis vynalezu.
Tyto pfiklady maji pouze ilustraéni u¢el a neni timto v umyslu

vynalez Zadnym zplusobem omezovat.
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P¥iklady provedeni vynalezu

Priklad 1
P¥iprava slouceniny 1C H-Tyr-D-Ala-Phe (p-F) -Phe-NH,

synteticky peptid Dbyl pfipraven za  pouZiti  Knorrovy
pryskyfice. PouZité aminokyseliny mély aminoskupiny chréanény
pomoci Fmoc a tyrosinovy vedlej3i Fet&zec chré&nény pomoci tBu.
Dimetylformamid pouZity ve spojovacim kroku byl zbaven
dimetylaminu. DMF pouZity v promyvacich krocich a TFA mély
fistotu Biograde. Pro purifika&éni krok byla pouzita voda
purifikovanad pomoci USP & acetonitril pro HPLC. Vsechna
zbyvajici rozpoustédla meéla Gistotu ACS a byla pouiita bez

dal3i purifikace.

Syntéza solidni faze. byla.provedena manualné na pryskytici o

zatés?i 0,84 mmol/g. Kondenzace peptidu byla provedena Za
pouziti 1,5 aZ 2 ekvivalentt ka?dé Fmoc aminokyseliny, HOBT a
ROP v DMF po dobu 3-24 hodin pfi pokojové teploté. Alfa amino
Fmoc deprotek&ni kroky byly provedeny 2za poufiti 20% (v/v
piperidinu v DMF po dobu 25 minut. Stépeni peptidu a
deprotekce vedlejsiho retézce byly dosaZeny reakci S
TFA/CH,C1,/anizolem. Peptidova pryskyfice byla podrobena reakci
s TFA po dobu 2 x 90 minut, pEi pokojové teploté a v dusikové
atmosféfe. Po promyti CH,C1l, a odpafenl bylo reziduum podrobeno
reakci s etyléterem, precipitat byl zfiltrovan a vysuSen ve
vakuu. | v ' .
Ziskany surovy peptid byl purifikovan pomoci HPLC na Cy
10p-15p 300A reverznim sloupci s gradientovou eluci za pouziti
0,06% smési TFA/H,0 a 0,06% smési TFA/acetonitril. Monitorace
pyla provadéna pfi 220 nn. Gisté frakce byly sbirany a
lyofilizovany. Purifikovany material byl pteveden do formy
hydrochloridni soli tak, Ze vznikla ¢istd sloucenina uvedena v

titulku.

Podobnym zptisobem byly syntetizovany také nasledujici peptidy:

-
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1A H-Tyr-D-Ala-Phe-Phe-NH,;
1B H-Tyr-D-Ala-Phe (p-F) -Phe (p-F) -NH,;
Pfiklad 2

Pt¥iprava slougeniny 2C H-Tyr-D-Arg-Phe (p-F}-Phe-NH,

Synteticky peptid byl pIipraven za  pouZiti Knorrovy
pryskyfice. PouZité aminokyseliny mély aminoskupiny chranény
pomoci Fmoc a nasledujici vedlej$i Ffetézce byly chranény
takto: (Pmc) pro D-Arginin, tBu pro Tyrosin. Dimetylformamid
poufity ve spojovacim kroku byl zbaven dimetylaminu. DMF
pouiit? v promyvacich krocich a TFA mély Cistotu Bilograde. Pro
purifikadni krok byly pouiZity voda purifikovana pomoci USP a

acetonitril pro HPLC. Vdechna zbyvajicl rozpoustédla mela

- Fistotu ACS a byla pouZita bez dalsi purifikace..- . -

Syntéza solidni fé&ze byla provedena manualné na pryskyficli o
z4t&%i 0,84 mmol/g. Kondenzace peptidu byla provedena :za
pouZiti 2 ekvivalentd kazdé Fmoc aminokyseliny, HOBT a BOP v
DMF po dobu 2-5 hodin p¥i pokojové teploté&. Alfa amino Fmoc
deprotekéni  kroky byly provedeny za pouZiti 20% (v/v
piperidinu v DMF po dobu 25 minut. Stépeni peptidu a
deprotekce vedlej3iho  feté&zce byly dosaZeny reakci S
TFA/CH,Cl,/anizolem. Peptidové pryskyfice byla podrobena reakci

s TFA po dobu 2 x 90 minut, p¥i pokojové teploté a v dusikové

-atmosféfe. Po promyti CH,C1l, a odpafeni bylo reziduum podrobeno

reakci s etyléterem, precipitat byl zfiltrovan a vysuSen ve

vakuu.

Ziskany surovy peptid byl purifikovan pomoci HPLC na Cg,
10p-15p 300A reverzﬁim sloupci s gradientovou eluci za pouZitl
0,06% sm&si TFA/H,0 a 0,06% smési TFA/acetonitril. Monitorace
byla provadéna pf¥i 220 nm. Cisté frakce byly sbirany a

lyofilizovany.
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Podobnym zplsobem byly syntetizoviny také nasledujici peptidy:

2A H-Tyr-D-Arg-Phe-Phe-NH,
2B H-Tyr-D-Arg-Phe (p-F) -Phe (p-F) -NH,
p¥iklad 3

Analyza vazby radioligandu

PRIPRAVA MEMBRANY

Samci Sprague-Dawlevho krys vaZici mezi 350-450 g byly
usmrceni inhalaci €0,. Krysy byly dekapitovdny a mozky bez
mozeCku vyjmuty a umistény do ledového fyziologického roztoku
a poté homogenizovany v ledovém 50 mM Tris pufru o pH 7,4 (10
ml/mozek). Membrany byly centrifugovény pfri 14000 ot/min jolo)
dobu 30 minut pfi teploté& 4°C. Pelety byly resuspendovany v

skladovany pfi -78°C as do doby, kdy byly p¥ipraveny k pouZziti.
Kvantifikace proteinu homogenatu mozku byly provedena podle

zakoupeného kitu na stanoveni proteind (Bio-Rad).

INHIBICE RADIOLIGANDU
(*H) - DAMGO a (°H)- DAGLE byly pouZity jako radioligandy pro p

a & receptory, respektive. 50 Hl radioligandu, 100 pl membréan

a sériové nafedénd testovana sloudenina byly inkubovany po

dobu 1 hodiny pfi 22°C. Nespecifick& vazba byla urdena za
pouziti 500 néasobného nadbytku neznadeného ligandu za
pfitomnosti znaCené 1latky a membran. Volny ligand byl
odseparovan od navadzaného ligandu filtraci ptes Whatman GF/B
filtra¢ni papir (pfedem nasaknuty 1% vodnym  roztokem
polyetyleniminu) a promytim ledovym 50 mM Tris pufrem o pH 7,4
zZa pouZiti Brandelova buné&ného sbérace. Filtry byly vysueny
a radioaktivita spoditdna v 24 jamkové mikrodesce za
pritomnosti 500 ml scintilaéni latky na Jjednu Jjamku.
Radicaktivita byla mné&¥ena za pouziti pocitaGe Wallac 1450

Microbeta.

gt e ae e

...pfibliZné 6 _ml/mozek- ledového Tris- pufru.*50'”mM;““pH“”7;4' a




" do skupin po 107°

Ki's pro r@zné slougeniny byly urCeny z IC,, podle rovnice
Chenga a Prusoffa. Vysledky vazebné analyzy jsou shrnuty v
tabulce 1.

Aktivita peptidovych slouenin vi¢i U receptortim byla urdena za
pouZiti testu s mordecim ileem (GPI) (preparit. podélného
svalu) podle postupt popsanych v Schiller et al., Biophys.
Res. Commun., 85, str. 1322 {1975) . Vysledky aktivity Jsou

shrnuty v tabulce 1.
Priklad 4

Test s horkou plotynkou (mé&feni analgetické aktivity) byl
provadén pri 55°C. Pro tento test byly pouZity CD #1 samci my&i

vaiici mezi 20 a 25 g. MySi byla zvéZeny, oznadeny a rozdéleny

MySim byla aplikovana subkuténni injekci sloudenina (nebo
standarda nebo medium) v injekénim objemu ekvivalentnimu 0,1
ml/10 g p.c. (10 ml/kg).

Reakéni ¢as na horké plotynce byl individudalné vyhodnocen pro
kaidou mys. Teplota plotynky (Sorel, model DS 37) byla
nastavena na 55°C. U my5i byly pozorovany piiznaky diskomfortu,
jako naptiklad 1izani nebo. tfesenl tlapek, pokus utéci
(vyskakovani =z plotynky) nebo chvéni. Reakéni &as byl

zapoCitan po objeveni se prvniho z té&chto priznaki a byl

zaznamendn v “sekundach’. Ka¥da myS byla pozorovana po dobu -

maximalné 30 sekund, aby se zabranilo poSkozeni tkané tlapek.

PFi  kaZdém ode&itani byl primé€rny reakéni &as kontrolni
skupiny nasoben faktorem 1,5. Reakéni &as kazdé zkoumané mysi
byl porovnan s hodnotou “promé&ru kontrol x 1,57. Pokud byl
reakcni Cas pod hodnotou “prim&r kontrol x 1,57, byla my3
povaZovana, Ze u ni analgeticky efekt nenastal. Pokud byl

reakCni <¢as nad hodnotou ‘primér kontrol x 1,57, byla my3§




povazovana, Ze u ni analgeticky efekt nastal. Podle poctu mysi
S analgetickym UCinkem bylo pro kazdou skupinu vypoé&itano
procento analgezie pro danou slouceninu. Pokud bylo procento
analgezie pod 30%, byla sloudenina povaZovana za neaktivni.

Vysledky jsou ukdzany na obrazcich 1 a 3.
Pfiklad 5
Test vyvolani svijeni

Test byl proveden na CD #1 samcich my3%i vaZicich mezi 18 a 22
g. My3i byla zvaZeny a oznaceny. Intraperitonealni cestou jim
byl injikovédn roztok 0,02% fenylchinonu v mnoZstvi 0,3 ml/20 g
vahy. Bylo po¢itdno objeveni se zkrouceni &asti téla v prib&hu
15 minut. Fenylchinon byl injikovan v Casovych intervalech 5,
20 . anebo.. 60. minut- po - podani --slouceniny (nebo " meédia " &i "~

standardy) subkutanni cestou.

Roztok 0,02% fenylchinonu (2-fenyl-1,4-benzochinon, Sigma) byl
pfipraven néasledujicim zplsobem. 20 mg fenylchinonu bylo
rozpusténo v 5 ml 90% etranolu {sigma, reagens, alkohol).
Rozpustény fenylchinon byl pomalu za stalého michédni pridan k
95 ml predehtaté (ne varici) destilované vody. Roztok
fenylchinonu byl nechan pted pouiitim 2 hodiny sté&t a za viech
okolnosti byl chréanén 'proti pristupu svétla. KaZdy den byl

pfipravovan k testu novy roztok.

Vysledky test& jsou shrnuty nife v tabulce 1. Je wvidet, JZe
peptidbvé slouCeniny p¥edkladaného vynalezu, kde bud jeden
nebo oba R; a R, jsou Phe(p-F), vykazuji vy33i selektivitu pro
W opiloidni receptory ve srovnani s korespondujici sloudeninou
bez Phe(p-F), stejné tak Jjako vykazuji vys3i transdukci
receptoru, Jjak bylo ur&eno v testu GPI. Dale wvykazuji
slouCeniny ptredkladaného vynalezu vy$5i periferni analgetickou

aktivitu, jak bylo prokazano v testu vyvoldni svijeni.

— - O T R
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Tabulka 1
Pfiklad Vazebna analyza Svijeni GPI
Kiu (nM) [Kd (nM) | K;8/K,u | EDy (mg/kg) | IC,,(nM)
1A 1,53 625,8 409 1,4 3
iB 0,2 199, ¢ 998 0,2 0,12
1C 0, 36 201,2 559 0,5
28 0,68 1 652,6( 2 430 0,5 6,7
2B 0,22 >1000 0,3
2C 0,57 952,5 1 671 0,3 1,52
Pfiklad 6

| "Test s horkou plotynkou (méfeni amalgetické aktivity) byl- .
provadén pfl 58°C. Pro tento test byly pouzity NMR1 samci my&i
vazici mezi 20 a 25 g. Mysi byla zvédZeny, oznaeny a rozdéleny
do skupin po 6.

MySim byla aplikovéna subkutanni injekci sloudenina (nebo
standarda nebo medium) v injekénim objemu ekvivalentnimu 0,1
ml/10 g p.c. (10 ml/kg).

ReakCni Cas na horké plotynce byl individualns vyhodnocen pro
(IITC, Model 35-0) byla
nastaven na 58°C. U my3i byly pozorovany p¥iznaky diskomfoitu,l
tlapek,

chvéni.

kaZdou my5. Teplota plotynky Inc;
utéci
byl

téchto pFfiznakd a byl

jako napfiklad 1izani nebo tF¥eseni pokus

(vyskakovani z plotynky) nebo Reak&ni ¢Zas

zapocitan po objeveni se prvniho 2
zaznamenan v “sekundach’. KazZda my$ byla pozorovana po dobu
maximalné 20 sekund, aby se zabranilo poskozeni tkané tlapek.
Slou¢enina byla hodnocena

jako majici analgeticky G&inek,

pokud se reak&ni ¢as 1i3il signifikantné (p < 0,05; two way

ANOVA, sigma slot) od kontrolni skupiny.

-




Vysledky jsou uvedeny na obrazku 4.

Priklad 7

Tail-flick test (test trhnuti ocasem)

as]

ro tento test byly poufity NMR! samci wy3i vaZici mezi 20 a

25 g. My8i byla zvazeny, oznaceny a rozdéleny do skupin po 6.

My$im byly aplikovany subkutanni injekci slouCeniny (nebo
standardni medium) v injekénim objemu ekvivalentnimu 0,1 ml/10
g p.c. (10 ml/kg). _
Reakéni Cas v tail flick testu byl individualna vyhodnocen pro
kazdou my§. Latence v trhnuti ocasem byla méfena po namifeni

reostatem kontrolovaného své&telného paprsku na konec ocasu

(IITC,,'Inc;u_ModelﬁﬁBB).ﬂ Kazda my3 byla-. pozorovana po- dobu-

maximalné 10 sekund, aby se =zabranilo poskozeni tkans.
SlouCenina byla hodnocena jako majici analgeticky efekt, pokud
se reakCni ¢as 1i3il signifikantné (p < 0,05; two way ANQVA,"

Sigma Stat) od kontrolni skupiny.

Vysledky jsou uvedeny na obrazku 5.
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1. Sloucenina definovana vzorcenm (1):

Z
p
X———'R;“—'RE—-Hg—*R;——hL\Y

=]

a jeJji soli, derivaty a analoga,
kde

R, je Tyr nebo 2',6'-dinetyltyrosin, nebo Jeho analog &

-

derivat;

R, Je D-Ala nebo D-Arg;
. R; Je Phe(p-F); I I
‘R, je Phe nebo Phe (p-F); | |

X Je H nebo C,.; alkyl; a

Y a Z jsou nezavisle H, aralkyl nebo C,, alkyl.

NJ

Slou€enina definovana patentovym narokem 1, kde R, Je D-Ala.
3. Sloucenina definovana patentovym narokem 1, kde R, je D-Arg.
4. Sloucenina definovana patentovym ndrokem 1, R, je Phe.

5. Slouéenina definovana patentovym narokem 4, kde R, Je D-Ala.

6. SlouCenina definovana patentovym narokem 4, kde R, je D-Arg.

7. Sloucenina definovana patentovymi naroky 1 aZ 6, kde X je
H, a Y a Z jsou H.

o
.

Slou€enina definovana patentovym narokem 1, wvybrana z:
H—Tyr—D—Ala—Phe(p-F)—Phe(p—F)*NHQ; a




id
It

4{;_ ca

Wy

9.

10.

11.

12,

13,

14,

15.

l6.

H-Tyr-D-Ala-Phe(p-F) -Phe-NH,.

Sloucenina H-Tyr-D-Ala-Phe (p-F)-Phe-NH,.

SlouCenina definovana patentovym narokem 1, vybrani z:

H-Tyr-D-Arg-Phe (p-F) -Phe (p-F) -NH,; a
H-Tyr-D-Arg-Phe {p-F)-Phe-NH,.

Sloucenina H-Tyr-D-Arg-Phe (p-F) -Phe-NH,.

Farmaceutické sloZeni zahrnujici

patentovymi naroky 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8,
smesi s farmaceuticky pfijatelnym nosicemn.
zahrnujici

Farmaceutické sloZeni

9,

slouCeninu definovanou
10 a 11,

ve

slouCeninu definovanou

patentovym narokem 7, wve smési s . farmaceuticky pfijatelnym-

nosicem.

Pouziti sloueniny definované patentovymi naroky 1, 2

4, 5, e, 8, 9,
bolesti.

3,

10 a 11 v pripravé léku udinného v 1é&bé

PouZiti slouCeniny definované patentovym narokem 7 v

pEipravé léku u&inného v 1é&bé& bolesti.

Metoda pripravy slou€eniny definované patentovym narokem 1

za pouZiti syntézy solidni féaze.
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Obr. 1

# 1B Méfeni analgetickeé aktivity slouceniny # 1B a slouCeniny

# 2B v testu s horkou plotynkou
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Obr. 2

# 1C Méfeni analgetické aktivity slouceniny # 1C a slouceniny

# 2C v testu s horkou plotynkou
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Obr. 3

m LA Méreni analgetické aktivity slouCeniny # 1A v testu s

horkou plotynkou
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‘ Obr. 4

# 1B Méfeni analgetické aktivity slouceniny # 1B a slouceniny

# 1C v testu s horkou plotynkou
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Obr. 5
# 1B Méreni analgeticke aktivity slouCeniny # 1B a sloueniny

# 1C v tail-flick testu
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