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Lineédrny peptid, ktory je analégom prirodne sa vysky-
tujicej biologicky uginnej substancie P, mé aktivnu
polohu vizbovi polohu, ktord zabezpetuje viazanie
tohto peptidu na receptor prisluinej bunky. Anal6g ma
nepeptidovii viizbu namiesto peptidovej vidzby medzi
aminokyselinovym zvy$kom aktivnej polohy a pril'ah-
lym aminokyselinovym zvy3kom alebo synteticky b-
alebo g-aminokyselinovy zvy$ok nahradzujaci dva a-
minokyselinové zvysky aktivnej polohy.
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Analoég substancie P

Oblast techniky

Vyndlez sa tyka analdégu substancie P na terapeutické G&ely

a najmd analégu prirodne sa vyskytujlcej substancie peptidu P.

Doteraj3i stav techniky

Peptidovd latka P (SP) mad poletné farmakologické pésobenie
vratane vazodilatacného a tlak zniZujiceho pdsobenia,
kontrahuje nevaskuldrne hladké svaly, stimuluje sekréciu
slinivky a pankreasu, depolarizuje rdézne neurény a uvolilovanie
histaminu z buniek. TaktieZ existuje domienka, Ze sa SP
podiela na rdéznych fyziologickych funkciach, =z ktorych st
mnohé spojené s novym vyvoldvanim bolesti. Tieto funkcie
zahriiuju regulaciu peristaltiky a aktivity hladkych svalov
v gastrointestindlnom trakte, reguladciu sekrécie slinivky a
pankreasu, regqulaciu zapalovej odozvy zlej funkcie periférneho
tkaniva, neurotransmisiu a regulidciu neuroimunomodulécie.
Mantyh a kol., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 : 5193,
opisuje pritomnost analdégov substancie P receptorov na strane
zranenia v centrdlnom nervovom systéme a domnieva sa, Ze SP
méZe byt zahrnutéd v regulacii odozvy poSkodenia centralneho
nervového systému ako aj v perifernom tkanive. Latka P Jje
taktieZ proliferativnym cinidlom, stimulujicim proliferéaciu
fibroblastov, T-lymfocytov, endotelidlnych buniek, buniek
hladkych svalov a astrocytov.

Latka SP patri do rodiny bioaktivnych peptidov znémych ako
tachykininy. Struktdra, G&innost a funkcia latky SP a inych
tachykininov sa diskutujui v pradci Payana, (1989) Ann. Rev.
Med. 40 : 341. Ako wuvadza Payan, latka SP sa podiela na
vSeobecnych farmakologickych vlastnostiach a konzervuje

koncova karboxylovi sekvenciu (Phe-X-Gly-Leu-Met-NH,;, kde X



znamend rozvetveny alifaticky alebo aromaticky aminokyselinovy
zostatok) s inymi tachykininmi. Zakladnd biologicka uc¢innost a
schopnost viazat sa na receptor spo&iva v karboxylovej
koncovej sevencii tychto peptidov. Selektivita na Specificky
receptor tachykininu je stanovend aminokyselinovou koncovou
sekvenciou peptidov, ako uvaddza Iverson a kol., (1989) The
Tachykinin systém (Tachykininovy systém); Abstrakt zverejneny
na 11. americkom sympdziu o peptidoch. Konzervacia
karboxylovej koncovej sekvencie siaha cez 1latku SP a iné
cicavCie tachykininy k ostatnym bioaktivnym peptidom, ako sa
uvadza v tabulke I.

Mnohé derivaty SP, vytvédrané modifikdciou postranného
retazca a/alebo D-aminokyselinovou substitiuciou, pdsobia ako
SP receptorové antagonisty. Folkers v americkom patentovom
spise ¢Cislo 4 481 139 opisuje P antagonisty, pripravené D
alebo L aminokyselinovou substituciou. Tieto antagonisty
zahriuju undekapeptidovy analdég spantid (D-Arg-Pro-Lys-Pro-
Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-leu-Leu-NH;), ako i analdégy latky P. Jensen
a kol., (1988) Am. J. of Physiol. 254 : G883, charakterizuje
schopnost réznych SP antagonistov inhibovat pdsobenie
bombezinu. Jensen a kol. Studovali Styri SP analégy :
Arg-D-Pro-Lys-Pro-Gln-Glm-D-Phe-Phe-D-Trp-Leu-Met-NH;,
Arg-D-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-Met~NH;,
D-Arg-D-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu—Leu-NH; a
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-Leu-NH;.

Jensen a kol. taktieZ Studoval dva analégy SP a prvé tri
aminokyselinové zvysky vypustené, D-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-
Trp-Leu-Met-NH, a D-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-D-Trp-Met-NH,.
Ziadny =z tychto receptor viaZucich peptidov v3ak nie e
Specificky k SP receptoru. VSetky inhibujui bombezinom
stimulované uvolfiovanie amylazy. Jensen a kol. usuddili, 3Ze
»Schopnost inhibovat  pdsobenie bombezinu je vSeobecnou
vlastnostou SP analdgov, majui tieZ funkciu ako SP receptorové

antagonisty a Ze SP receptorové antagonisty su kaZdy



inhibovany pdsobenim bombezinu funkciou ako bombezinové
receptorové antagonisty™.

Woll a kol., (1988) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85 :1857
zistili, Ze P antagonista D-Arg-Pro-Lys-Pro-D-Phe-Gln-D-Trp-
Phe-D-Trp-Leu-Leu-NH, Jje silnym bombezinovym antagonistom
v bunkach ,murine Swiss 3T3".

Agonisty a antagonisty 3irokého spektra biologicky
G¢innych  peptidovych  horménov, vrdtane latky P, boli
syntetizované zavedenim modifikacie peptidovych vazieb do
peptidového horménu, pozri Spatola (1983), v publikacii
Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides and
Proteins (Chémia a biochémia aminokyselin, peptidov a
bielkovin) (B. Weinstein vyd.), M. Dekker, New York a Basel,
str. 267 aZ 357.

Dalej pouZivané (neobvyklé) skratky majd tento vyznam :

Cyklohexyl-Ala = cyklohexylalanin

H

|

¢
&2'0/ \032
A T
H,0 CH
Ner”
i .
CH,

i

NEZ - CH

2

2 identifika¢nd skupina

0023

Lys-S-NHR = lyzin, kde X-N atém nesie skupinu R, kde R znamena
atém vodika, alkylovi skupinu s 1 aZ 12 atémami uhlika,
fenylalkylovd skupinu so 7 aZ 10 atémami uhlika, skupinu COE,
kde E znamend alkylovi skupinu s 1 aZ 20 atémami uhlika,
alkenylovi skupinu s 3 aZ 20 atémami uhlika, alkinylovu
skupinu s 3 aZ 20 atémami uhlika, fenylovi skupinu, naftylova
skupinu alebo fenylalkylovi skupinu so 7 aZ 10 atémami uhlika

alebo R znamend acylovi skupinu s 1 aZ 12 atémami uhlika.



Nle = H,N - CH - COOH (norleucin)
(CH,) 3~CH3 identifikaénéd skupina
Nal = naftylalanin

- —— CH-COOH
PGlu = E,C

‘ (pyroglutamovéa kyselina)
HZG\C/HE
1
¢}
Sar = sarkozin
Sta (statin) = (3S,4S)-4~-amino-3-hydroxy-6-metylheptynova

kyselina, ktord m& chemickd Struktaru :

CHj CHs
CH

CH, identifika&nd skupina

NH,-CH - CH - CH, - CO:H

OH

AHPPA - (3S,4S)-4-amino-3-hydroxy-5-fenylpentanoova kyselina,

ktorad ma chemicku Strukturu :
il
{

~N
HG‘Q CH
i “ identifika¢na skupina
123 ol
i Q_‘/
C
B2 o
! !
Nﬂ2—~ CH ~— zﬂ — CHZ e 0 = OH
.B
ACHPA = (3s, 4S) -4-amino-5-cyklohexyl-3-hydroxypentanoovéa

kyselina, ktorad ma chemickd $truktiru :



:U identifika¢néd Struktira
l‘J z

0
1 "
N, -CHl - CH - uné - - OH
OH
SP = Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH, (analdg

substancie P).

Podstata vyndlezu

VZeobecne Jje predmetom vyndlezu linedrny (necyklicky
peptid), ktory je analdgom prirodne sa vyskytujice]j biologicky
uéinnej substancie P, ktord md aktivnu polohu a vadzobnu polohu
zodpovednu za viazanie peptidu na receptor na cielovej bunke.
Analdég ma jednu z nasledujicich modifikécii : (a) nepeptidovu
vazbu namiesto peptidovej vizby medzi aminokyselinovym
zostatkom  aktivnej polohy a susednym aminokyselinovym
zostatkom, (b) na&hradu dvoch aminokyselinovych zostatkov vo
vnutri aktivnej polohy syntetickym aminokyselinovym zostatkom,
napriklad statinom, AHPPA, ACHPA, B-aminokyselinovym alebo 7-
aminokyselinovym zostatkom, (c) vypustenie aminokyselinového
zostatku v aktivnej polohe a modifikdcia aminokyselinového
zostatku mimo aktivnej polohy alebo (d) pritomnost N-koncového
aminokyselinového zostatku, ktory nie je prirodne sa
vyskytujicim aminokyselinovym zostatkom uvedeného prirodne sa
vyskytujiceho peptidu (kde f- alebo v- nie Jje stanovenou
aminokyselinou, ale je to a-aminokyselina).

V pripade vyhodného uskutoCnenia je analdg schopny pdésobit
ako konkuren&ny inhibitor prirodne sa vyskytujtce] substancie

P viazanim na receptor a uskutonenim Jjednej z modifikacii



zlyhdva in vivo biologickd u¢innost prirodne sa vyskytujiceho
peptidu.

Vo vyhodnom uskutoCneni je aktivnou polohou lineédrneho
peptidu karboxylovy koncovy poloviény linedrny peptid.
Linearny peptid ma jednu z nasledujicich modifikacii:
nepeptidovu vazbu namiesto peptidovej vdzby medzi
aminokyselinovym zostatkom aktivnej polohy a prilahlym
aminokyselinovym zostatkom, (b) nadhradu dvoch
aminokyselinovych zostatkov vo vnutri aktivnej polohy
syntetickym aminokyselinovym zostatkom, napriklad statinom,
AHPA, AGHPA, B-aminokyselinovym zostatkom alebo Y-
aminokyselinovym zostatkom, (c) vypustenie aminokyselinového
zostatku v aktivnej polohe a modifikacia aminokyselinového
zostatku mimo aktivnej polohy alebo (d) pritomnost N-koncového
aminokyselinového zostatku, ktory nie je prirodne sa
vyskytujlcim aminokyselinovym zostatkom uvedeného prirodne sa
vyskytujiceho, biologicky u¢inného peptidu.

Podla vyhodného uskutocnenia je aktivnou polohou
linearneho peptidu karboxylovy koncovy poloviény linedrny
peptid. Linedrny peptid m& jednu 2z nasledujicich modifikacii:
(a) nepeptidovi vazbu namiesto peptidovej védzby medzi
karboxylovym koncovym aminokyselinovym zostatkom a prilahlym
aminokyselinovym zostatkom alebo (b) statin alebo AHPPA alebo
ACHPA, B-aminokyselinovy alebo fy-aminokyselinovy zostatok
namiesto prirodne sa vyskytujuiceho karboxylového koncového
zostatku a prilahlého aminokyselinového zostatku.

Podla vyhodného uskuto&nenia mé& analdég substancie P jednu
z nasledujicich modifikécii: (a) nepeptidovli vdzbu namiesto
peptidovej vizby medzi karboxylovym koncovym aminokyselinovym
zostatkom a prilahlym aminokyselinovym zostatkom alebo (b)
statin alebo AHPPA alebo ACHPA, p-aminokyselinovy alebo Y-
aminokyselinovy zostatok namiesto prirodne sa vyskytujuceho
karboxylového koncového zostatku a prilahlého

aminokyselinového zostatku.



Podla vyhodnych uskutoCneni je linedrny peptid analdgom
substancie P s aktivnou polohou v karboxylovej koncovej
polovici linedrneho peptidu. Analdég substancie P m& Jjednu
z nasleduijicich modifikacii: (a) nepeptidovd vdzbu namiesto
peptidovej vdzby medzi karboxylovym aminokyselinovym zostatkom
a priliehajicim aminokyselinovym zostatkom alebo (b) statin
alebo AHPA alebo ACHPA alebo f-aminokyselinovy alebo y-
aminokyselinovy zostatok namiesto prirodne sa vyskytujucej
karboxylovej koncovej skupiny a prilahlej aminokyselinovej
skupiny.

Linedrnymi peptidmi na zavedenie nepeptidovej vazby medzi
dve prirodné aminokyselinové zostatky alebo na ndhradu dvoch
prirodnych aminokyselinovych zostatkov syntetickymi
aminokyselinovymi zostatkami PB-aminokyselinovymi alebo y-
aminokyselinovymi zostatkami alebo na vypustenie (,des™) C-
koncového aminokyselinového =zostatku, vhodnymi na vytvorenie
alebo na podporu antagonostickej WU&innosti st lineéarne
peptidy, u ktorych je u&innost spojend s dvoma C-koncovymi
aminokyselinovymi =zostatkami aminkyselinového retazca. Preto
aktivna poloha prirodne sa vyskytujiceho peptidu, ktorého
analogém je substancia podla vynadlezu, zahriiuje s vyhodou
aspoil f-aminokyselinovy alebo y-aminokyselinovy zostatok
v karboxylovej koncovej polovici peptidu a anal=og substancie
P podla vynalezu m& aminokyselinovy zostatok vo svoje
karboxylovej koncovej polovine. Modifikdcia méZe byt zavedena
v oblasti zahrnutej vo viazani receptora alebo neviaZucej
oblasti.

Vyrazom ,nepeptidovad vézba“ sa rozumie, Ze atém uhlika,
podielajici sa na vazbe medzi dvoma zostatkami, je redukovany
z karbonylového uhlika na metylénovy uhlik, to je CH,-NH; alebo
menej vyhodnejsie CH,-S, CH,-CH;, CH,-CO alebo Cco-
CH,. (PodrobnejSie o chémii nepeptidovych vézieb pojednava Coy a
kol., (1988) Tetrahedron 44, 3 : 835 aZ 841, Tourwe, (1985)
Janssen Chim. Acta 3 : 3-15, 17-18 a Spatola (1983), Chemistry



and Biochemistry of Amino Acids, Peptides and Proteins (B.
Weinstein, vyd./ M. Dekker, New York and Basel, str. 267 aZ
357) .

S vyhodou predstavuju analégy podla tohoto vyndlezu 25%
homolégy a najma 50% homoldégy s prirodne sa vyskytujicimi
peptidmi.

Jednou modifikdciou prirodne sa vyskytujiceho peptidu na
vytvorenie antagonistu je pouZitie aminokyselinového koncového
zostatku aromatického D-izoméru aminokyseliny alebo
alkylovanej aminokysleiny (kde ,D“ nie je uréené konfiguréiciou
aminokyseliny, ,L“ je uvedené).

Jedna skupina peptidov podla vynalezu zahriiuje analégy

substancie P vzorca I

R, AP Al0 all
A'-A%-A°-A*-A%-A°-A"-N-CH-CO-A’~NH-CH-Rs-Rg-H-V* (I)

R, Rj3

kde

A' je D alebo L izomér Arg alebo Lys

A? dje D alebo L izomér Pro

A’ je D alebo L izomér Lys

A' je D alebo L izomér Pro

A’ je D alebo L izomér Gln

A% je D alebo L izomér Gln

A’ je D alebo L izomér Phe, Trp, P-Nal, o-X-Phe, v ktorom X je

F, Cl, Br, No,, OH alebo CH;, alebo p-X-Phe, v ktorom X
je F, Cl, Br, NO, OH alebo CHj3

A* je identifika&na skupina D alebo L izoméru Trp, B-Nal, o-X-
Phe, v ktorom X je F, Cl, Br, Noz, OH alebo CH;, alebo
p-X-Phe, v ktorom X je F, Cl, Br, NO;, OH alebo CHjs



A’ dje Gly alebo D alebo L izomér Trp, P-Nal, o-X-Phe, v ktorom
X je F, Cl, Br, No;, OH alebo CHs;, alebo p-X-Phe,
v ktorom X je F, Cl, Br, NO;, OH alebo CHj;

A% je identifika&na skupina D alebo L izoméru Leu, Nle, Ala,
Val alebo Ile

A dje identifika&na skupina D alebo L izoméru Leu, Nle, Ala,
Val alebo Ile

R® Jje H alebo C;-;2 alkyl

R® je CHp-NH a

v je o} o}

l I sv

- C-0-R!° alebo -C-N

v ktorych kaZdy R'®, RY a R!? je nezavisle H, C-12 alkyl,
C7-30 fenylalkyl alebo Cjz-20 naftylalkyl a

R! a R?, ktoré su viazané na o-aminodusikovy atém N-koncove]
aminokyseliny st nezavisle H, C;-1» alkyl, Cs-10 fenylalkyl
alebo COE,;;, kde E;s je Cj-20 alkyl, Cis.z¢ alkenyl, Cs-20
alkinyl, fenyl, naftyl alebo Ci30 fenylalkyl za
podmienky, Ze ak jeden zo symbolov R!' alebo R? je COEi,
druhy musi byt atém vodika,

alebo jeho farmaceuticky prijatelné soli.

A' méZe byt D alebo L izomér aminokyseliny zo suboru Arg,
Lys alebo Lys - X-NH-R? (kde R?° znamena atém vodika, alkylovi
skupinu s 1 aZ 20 atémami uhlika, skupinu COEjo, kde Eio znamena
alkylovu skupinu s 1 aZ 20 atémami uhlika, alkenylovi skupinu
s 3 a? 20 atémami uhlika, alkinylovi skupinu s 3 aZ 20 atémami
uhlika, fenylovi skupinu, naftylovi skupinu alebo
fenylalkylovd skupinu so 7 aZ 10 atémami uhlika alebo R?°
znamena acylovd skupinu s 1 aZ 12 atémami uhlika, alebo je
tato skupina vypusteni, A? mbéZe byt D alebo L izomér

aminokyseliny Pro alebo je této skupina vypustena, A3 D alebo
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L izomér aminokyseliny zo sUboru zahrfiujuiceho Lys a Lys-2-NH-
R??, kde R?? znamenad atém vodika, akylovi skupinu s 1 aZ 12
atémami uhlika, fenylalkylovd skupinu so 7 aZ 10 atémami
uhlika, skupinu COE;,, kde E;, znamend alkylovi skupinu s 1 aZ
20 atémami uhlika, alkenylovid skupinu s 3 aZ 20 atdmami
uhlika, alkinylova skupinu s 3 aZ 20 atémami uhlika, fenylova
skupinu, naftylovd skupinu alebo fenylalkylovd skupinu so 7 aZ
10 atoémami uhlika alebo R?? znamend acylovi skupinu s 1 aZ 12
atémami uhlika alebo je tadto skupina vypustena, A'* D alebo L
izomér aminokyseliny Pro alebo je tato skupina vypustena, A> D
alebo L izomér aminokyseliny zo slboru zahriiujucehého Asp,
Gln, pB-Nal, Trp, Phe, o-X-Phe, kde X znamena atém fludru,
chléru alebo brému, nitroskupinu, hydroxylovi skupinu alebo
metylovi skupinu, p-X-Phe, kde X znamend atém fludru, chléru
alebo brému, nitroskupinu, hydroxylovd skupinu alebo metylova
skupinu, alebo je tAto skupina vypusteni, A® D alebo L izomér
aminokyseliny zo suboru zahriiujiceho Ala, Arg, Ser, Pro, Gln,
pGlu, Asn, B-Nal, Trp, Phe, o-X-Phe, kde X znamend atbém chléru,
fluéru alebo brému, nitroskupinu, hydroxylovd skupinu alebo
metylovi skupinu, alebo p-X-Phe, kde X ma uZ uvedeny vyznam, A’
alebo L izomér aminokyseliny zo suboru zahriiujiceho Val, Thr,
Phe, Trp, PB-nal, o-X-Phe, kde X znamena atém fludéru, chléru
alebo brému, nitroskupinu, hydroxylovanua skupinu alebo
metylovi skupinu alebo p-X-Phe, kde X znamend atém fludru,
chléru alebo brému, nitroskupinu, hydroxylovid skupinu alebo
metylovi skupinu, A® identifikacna skupina D alebo L izoméru
aminokyseliny zo stboru zahriiujuceho Gly, Val, Trp, B-nal, Phe,
o-X-Phe, kde X znamena atém fludru, chléru alebo bromu,
nitroskupinu, hydroxylovd skupinu alebo metylovi skupinu,
alebo p-X-Phe, kde X znamend atém fluéru, chléru alebo brbému,
nitroskupinu, hydroxylovd skupinu alebo metylovi skupinu, A’ D
alebo izomér aminokyseliny zo suboru zahriiujuceho Ser, His,

Gly, Trp, PB-Nal, Phe, o-X-Phe, kde X znamena atém flubdru,
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chléru alebo brému, nitroskupinu, hydroxylovi skupinu alebo
metylovli skupinu alebo p-X-Phe, kde X znamend atém fludru,
chléru alebo brému, nitroskupinu, hydroxylovd skupinu alebo
metylovi skupinu, Al® jidentifikaéni skupinu D alebo L izoméru
aminokyseliny zo stboru zahriujiceho Trp, B-Nal, Leu, Nle, Ala,
cyklohexyl-Ala, val, 1Ile, Met, Gly, Phe, o-X-Phe, kde X
znamend atém  fluéru, chléru alebo brému, nitroskupinu,
hydroxylovii skupinu alebo metylovd skupinu alebo p-X-Phe, kde
X znamena atém fluéru, chléru alebo brému, nitroskupinu,
hydroxylovd skupinu alebo metylovi skupinu, A'! identifika&nu
skupinu D alebo L izoméru aminokyseliny zo stboru zahrfiujuiceho
Trp, P-Nal,Leu, Nle, Ala, Val, Ile, Met, Gly, Phe, o-X-Phe, kde
X znamena atém fluéru, chléru alebo brému, nitroskupinu,
hydroxylovii skupinu alebo metylovi skupinu, alebo p-X-Phe, kde
X znamena atém fluéru, chléru alebo brému, nitroskupinu,
hydroxylovi skupinu alebo metylovi skupinu, alebo je tato
skupina vypustena, kaZdé R! a R? sU nezavisle od seba atém
vodika, alkylova skupina s 1 aZz 12 atémami uhlika,
fenyalkylova skupina so 7 aZ 10 atémami uhlika, skupina COEy,
kde E;; znamenad alkylova skupinu s 1 aZ 20 atémami uhlika,
alkinylova skupinu s 3 aZ 20 atémami uhlika, fenylova skupina,
naftylovd skupina alebo fenylalkylovd skupina so 7 az 10
atémami uhlika alebo R' a R? znamenaju nezdvisle od seba
acylovi skupinu s 1 aZ 12 atémami uhlika alebo st tieto
skupiny vypustené a R! a R? si viazané na oa-aminodusikovy atém
N-koncovej aminokyseliny peptidu, za podmienky, Ze ked jeden
zo sysmbolov R' a R? znamena skupinu COEj4, druhy musi znamenat
atém vodika, R® znamend atém vodika alebo akylova skupinu s 1
a? 12 atémami uhlika, R® znamena skupinu zo suboru zahrifiujuiceho
COHZ}o- (CHp) n=V2" CH,-NH, CH,-S, CH,—CH,-CH,~CO alebo CO-CHz, kde

V2 znamena jednu zo skupin vSeobecného vzorca



0 0 R®
. I/
-C-0-R alebo -C-N
\ 9
R

kde

R’, R® a R’ znamenaju nezavisle od seba atém vodika, alkylovu
skupinu s 1 aZ 12 atémami uhlika, fenylalkylovd skupinu so 7
aZ 10 atémami uhlika alebo naftylakylovd skupinu s 12 aZi 20
atémami uhlika, nl bud ¢&islo 1 alebo 0 a 7% pud atém vodika
alebo hydroxylovd skupinu, R® znamend atém a V' znamenid jednu

zo skupin vzorca

1 %

-C-0-R!'® alebo -C-N

alebo je tato skupina vypustena, pridom kaZdé R!°, R' a R
znamend nezavisle od seba atém vodika, aklylovid skupinu s 1 aZ
12 atémami uhlika, fenylalkylovid skupinu so 17 aZ 10 atdémami
uhlika alebo naftylalkylovi skupinu s 12 aZ 20 atémami uhlika,

za podmienky, Ze v pripade, ked R® znamend skupinu vzorca
CHZ'°- (CHp)m - V2

musia byt skupiny A!, R°H a V! vypustené, pri dalSej podmienke,
je v pripade, ked A, R°H a V' st vypustené, musi R® znamenat
skupinu vzorca CHZ!°-(CH;)m-V?, dalej pri podmienke, Ze
v pripade, ked A® znamen& Asp, R° znamena Ser, A’ Phe, A® Val, A’
Gly, A'® Leu, A' Leu a R® CH,NH, musi byt obsiahnutéd aspoii jedna
skupina symbolov A!, A%, A’ alebo A' alebo jej farmaceutickeé

prijateIné vhodné soli.

Ako priklady vhodnych peptidov sa uvadzaju:
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu" (CH,~NH)Leu-NHz,
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D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp" CH,-NH)Leu-Nle-NHz,
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu" (CH;~NH) Nle~NH,.

Nepeptidové vazby, Vv ktorych je peptidovd véazba
redukovand, su tu symbolizované vyrazom L (CH,-NH) ™ alebo o

Vynadlez sa taktieZ tykd antagonistov substancie P vzorca
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly" [CH,-NH]Leu-Leu-NHz.

SP antagonisty podla vyn&lezu su uZito&né pri o3etrovani
chorych trpiacich na choroby zahrifiujice neurogénne zapaly,
napriklad reumatoidnu artritidu, ulcerativny kolitis, ekzém a
Crohnovu chorobu. SP antagonisty podla vynadlezu su uZitocCné
ako antiproliferaéné &inidla, napriklad pri oSetrovani malych
bunkovych plucnych karcionémov alebo portch zahriiujicich
proliferdciu fibroblastov. Antiproliferané vlastnosti SP
antagonistov podla vyndlezu taktieZ umoZiluju ich pouZitie pri
prevencii poruch, ked je potrebné ulahit regeneraciu nervov.
Posobenie antagonistov podla vyndlezu na neurotransmisiu
umoZfiuje ich pouZivanie ako neopidtovych analgetik. Ich
pouZitie ako neopidtovych analgetik umoZiiuje obnovenie odozvy
na opiaty. Antagonisty podla vyndlezu si taktieZ uZitoéné ako
antisekre&né &inidl4a, pdsobia napriklad na slinivku a na
pankreas.

V pripade zlu&enin vy33iie uvedenych vzorcov, kde R, R?, R’
a? R'Y? si aromatickou, lipofilnou skupinou, mbéZe byt ich
G¢innost in vivo dlhodoba a uvolfiovanie zlGZeniny podla
vynalezu na cielové tkanivo méZe byt ulahcené.

Identifikacéné skupina o-aminokyseliny (pre pripad
pyroglutamatu, pozri niZSie) Jje atém alebo skupina atémov
inych ako o-aminodusikovy atém alebo atém vodika, viazand na
asymetricky o-uhlikovy atom. Prikladom na ilustréaciu
identifikacnej skupiny alaninu je metylova skupina,
identifika&nej skupiny valinu skupina (CHas)CH, identifikaénej
skupinyu lyzinu je HsN* (CH,)¢ skupina a identifikacnej skupiny

fenylalaninu je skupina /CeHe)CH;. Identifika&na skupina PB-
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alebo y-aminokyseliny je analdégovy atém alebo skupina atémov
viazanych na PB- alebo y-uhlikovy atém. Pokial nie Je
identifikaénéd skupina amnikyseliny Specifikovana, mbéZe to byt
o, P alebo y. V pripade pyroglutamdtu je identifikana skupina
—-NH-CO-CH,-CHz.

Dal3ie charakteristiky a prednosti vyndlezu su zrejmé
z nasledujiceho popisu vhodnych uskuto&neni. Vynélez taktiez

objasfujui obrazky, ktoré ho vSak niako neobmedzuju.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Na obr. 1 je dvojica grafov objasfiujucich vplyv pseudopeptidov
spantidu, D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-
Leu-NH, (lavy panel) a SP, Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-
Phe-Gly-Leu-Met-NH, (pravy panel) na Sp-stimulované
uvolfiovanie amyladzy z pankreatickej anciny.

Na obr. 2 je graf ukazujici vplyv Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe
—Phe-Gly-Leu"[CH,-NH]-Leu-Nle na SP-stimulované
uvolfiovanie amylazy z pankreatickej acini.

Na obr.3 je dvojica grafov objasfiujucich schopnost rdéznych SP
a spantidovych pseudopeptidov inhibovat viazanie '?°1-BH-
substancie P na pankreaticka acini.

Na obr. 4 je graf ukazujuci schopnost SP a spantidovych
pseudopeptidov inhibovat viazanie 1251 _[Tyr‘]bombezinu

v pankreatickej acini.

Priklady uskuto&nenia vynalezu

Vynalez dalej objasfiuju jednotlivé priklady uskutoénenia
s opisom §truktury, pripravy a pouZitia vyhodnych foriem
analégu substancie P podla vynélezu.

Analégy substancie P podla vynalezu maju  vSetky
modifikacie, napriklad nepeptidovd vazbu v aspoii jedne]

polohe, Vv ktorej sa atém uhlika podiela na vizbe medzi dvoma
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zostatkami a Jje redukovany =z karbonylového uhlika na
metylénovy uhlik. Spdésob redukcie peptidovej véazby, ktory
vedie k nepeptidovej vazbe popisal Coy a kol., americka
prihlaska vyndlezu &islo 879 348. Peptidy podla vynalezu sa
méZu spracovat na formu farmaceuticky vhodnych soli. Ako
priklady vyhodnych soli sa uvadzaju soli s farmaceuticky
vhodnymi kyselinami, ako Jje napriklad kyselina octova,
mliedna, maleinova, citrénova, jabléné, askorbova, Jjantarova,
benzoova, salicylova, meténsulfénova, toluénsulfénova a
pamoovd a akymi sU dalej polymérne Kkyseliny, napriklad
kyselina trieslova alebo karboxymetylceluldza a soli
s anorganickymi kyselinami, ako su halogenovodikové kyseliny,
napriklad kyselina chlorovodikovd a dalej kyselina sirova
alebo fosforecna.

Analég substancie P, antagonist Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-
Phe-Phe-Gly-Leu'[CH,NH]Leu-NH;, sa pripravuje dalej uvedenym
spdsobom. Ostatné analdégy substancie P sa méZu pripravovat
vhodnymi modifikdciami ndsledne opisaného spdsobu pripravy.

Prvym stupifiom je priprava Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-
Gly-Leu“[CH;NH]Leu-benzhydrylaminovej Zivice ako medziproduktu.

Benzhydrylaminopolystyrénova Zivica (Vega Biochemicals,

Inc.) (0,97 g, 0,5 mmol) vo forme chloridového iénu sa vnesie
do reak&nej nadoby Beckmanovho 990B peptidového syntetizéra
naprogramovaného na vykonanie nasledujuiceho reak&ného cyklu:
(a) metylénchlorid; (b) 33% trifluoroctove] kyseliny (TFA)
v metylénchloride (2 krat pre 1 a 25 min); (c) metylénchlorid;
(d) etanol; (e) metylénchlorid; a (f) 10% trietylamin
v chloroforme.

Neutralizovand Zivica sa mie3a s oa-t-bytoxykarbonyl-(Boc)-
leucinom a s diizopropylkarbodiimidom (1,5 mmol vV obidvoch
pripadoch) v metylénchloride pocas jednej hodiny a vzniknuta
aminokyselinova #ivica sa potom cykluje v stupni (a) az (f)
vysSie uvedenym programom premyvania. Butoxykarbonyl-

leucinaldehyd (1,25mmol), pripraveny spOsobom podla Fehrentza
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a Castra, Syntezia str. 679 (1983), sa rozpusti v 5 ml suchého
dimetylformamidu (DMF) a pridad sa do Zivicnej trifluoroctovej
solnej suspenzie, potom sa prida 100 mg (2 mmol)
kyanoborohydridu sodného (Sasaki and Coy, Peptides 8 : 119 -
121 (1987); Coy a kol.). MieSa sa poCas jednej hodiny, potom
sa zisti negativna reakcia Zivic¢énej zmesi na ninhydrin (1lmin),
dokladajica dokonall derivatizaciu volnej aminkyseliny.

Potom sa postupne kopulujd nasledujice aminokyseliny (1,5
mmol) v pritomnosti diizopropylkarbodiimidu (1,5 mmol) a
ziskand aminokyselinovd Zivica sa cykluje stupiiom premyvania
(deblokovanie (a) aZ (f) rovnakym spbésobom, ako Jje vyS3ie
opisané: butoxykarbonyl-Gly (Boc-Gly sa kopuluje ako 6M
nadbytok p-nitrofenylesteru), Boc-Phe, Boc-Phe, Boc-Gln, Boc-
Gln, (Boc-Gln sa kopuluje ako 6M nadbytok p-nitrofenylesteru),
Boc-Pro, Boc-Lys, Boc-Pro a Boc-Arg. Hotovad Zivica sa potom
premyje metanolom a vysu3i sa na vzduchu.

VyS§ie pripravend Zivica (1,6 g, 0,5 mmol) sa zmie3a
s anizolom (5ml) a s bezvodym fluorovodikom (35 ml) pri
teplote 0 °C a mieSa sa po&as 45 minat. Nadbytok fluorovodika
sa rychlo odpari v pride suchého dusika, volny peptid sa
vyzrdZa a premyje sa éterom. Surovy peptid sa rozpusti
v minimadlnom objeme 2M kyseliny octovej a &isti sa na stlpci
(2,5 x 90 cm) Sephadexu G-25, ktory sa eluuje 2M kyselinou
octovou, nasleduje preparativne strednetlakovd chromatografia
na stipci (1,5 x 45 cm) oxidu kremi&itého (Vydac Cis, 10 aZ 15
mikrometrov), ktory sa eluuje s linearnymi gradientmi
acetonitrilu v 0,1% trifluoroctovej kyseline za pouZitia
kontroléru gradienta (Eldex Chromatrol/prietokovd rychlost 1
ml/min) . Pripadne sa analbgy substancie P dalej cCistia spdatnou
chromatografiou na tej istej koléne s miernymi modifikéciami
pri pripadnych miernych modifikadcidch podmienok gradientu.
Homogenita peptidov sa dosahuje chromatografiou v tenkej
vrstve a analytickou fédzovouu <reverznou vysokotlakovou

kvapalinovou chromatografiou; dosahuje sa 97% aj vyS$sia
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Cistota. Analytické stanovenie aminokyselin udava ocakédvané
pomery aminokyselin. Pritomnost redukovanej peptidovej vazby
je demonitrovand hmotovou spektroskopiou za bombardovania
rychlym atémom. V kaZdom pripade vykazuje dobry vytaZok
molekularneho iénu odpovedajuci vypolitanej molekulove]j
hmotnosti.

Statinovy, AHPPA, ACHPA, B-aminokyselinovy alebo y-

aminokyselinovy zostatok sa zavadza rovnakym spdsobom ako

prirodny o-aminokyselinovy zostatok kopulaciou
butoxykarbonylaminokyseliny. Statin alebo Boc-statin sa mdZe
pripravovat spdsobom, ktory popisal Rich a kol. 1978. J. Org.
Chem. 43 , 3624 ; Rich a kol., 1988, J. Org. Chem. 53 : 863; a
Rich a kol., 1980, J. Med. Chem. 23 : 27. AHPPA sa mbze
pripravovat spdsobom, ktory popisal Hui a kol., 1987 J. Med.
Chem. 30 : 1287. ACHPA sa mdZe pripravovat spbdsobom, ktory
popisal Schuda a kol., 1988, Journal of Organic Chemistry 53
873. (Boc-kopulované syntetické aminokyseliny sd dostupné v
spolo€nosti Nova Biochemicals /8vaje&iarsko/, Buchem /Torrance,
Kalifirnia/ a CalBiochem/San Diego, Kalifornia).

Dal%ie zludeniny sa méZu pripravovat a skuSat so zretelom
na U&innost ako agonisty alebo antagonisty nasledujicim

programom skusky.

Faza 1 - Uvolfiovanie amylazy z pankreatickej acini

SP stimuluje uvolfiovanie amylazy v pankreatickom acini.
Stimuldcie alebo inhibicie uvolfiovania amylézy pankreatickymi
acini sa vyuZiva ako miera pripadnej ucinnosti peptidov ako
agonistu alebo antagonistu. Dispergovand acini Zivo&isneho
pankreasu sa suspenduje v 150 ml Standardného inkubacného
roztoku. Uvolfiovanie amylazy sa meria spdsobom, ktory popisal
Gardner a kol., 1977, J. Physiol. 270 : 459. Aktivita amylazy
sa stanovuje spdsobom, ktory opisal Ceska a kol., 1969, Clin
Chim. Acta 26 : 437 a Ceska a kol., 1969, Clin. Chim. Acta 26:

445 pouZitim Phadebasového <inidla. Uvolhovanie amylazy sa



18

vypo&ita ako percento u&innosti amylazy v acini na zaciatku
inkubacie, ktord sa uvolni do extraceluldrneho prostredia

v priebehu inkubacie.

Faza 2 - Konkuren&nd inhibicia '?*1-Bolton-Hunter-BP vizby
Viazanie !?°I-Bolton-Hunter-SP('?*I-BH-SP) na dispergované
pankreatické acini sa meria spdsobom, ktory popisal Jensen a
kol., 1984, Biochem. Biophys. Acta 804 : 181 a Jensen a kol.,
1988 Am. J. Physiol. 254 : G883. Inkubdcia obsahuje 0,125 nM
1257_py-SP a 0,1 % bacitracinu ako 3tandardny inkuba&ny pufor a
udrZujt sa 30 minudt na teplote 37 °C. Nenasytena vazba '*°I-BH-
SP je mnoZstvo radioktivity spojenia s acini v pripade, ked
inkub&cia obsahuje 0,125 nM '?°I-BH-SP plus 1 uM neznaeného SP.
Vietky dané hodnoty su pre nenasyteni vézbu, to znamena, Ze sa
vazby meraju so samotnym ‘2°I-BH-SP (celkova viazba) . Vo
vietkych pripadoch sa nenasytend vizba podiela na celkovej

vizbe menej ako 30%.

Fiaza 3 - Konkure&na inhibicia vazby '?°I-[Tyr?] bombezin

Pripravi sa *?°I-[Tyr‘] bombezin (2200 Ci/mmol) za pouZitia
modifikovaného spdsobu, ktory popisal Jansen a kol., 1978,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75 : 6139. Rozpusti sa jodo-Gen
(mg) v 5 ml chloroformu a 5 pl tohto roztoku (1 ug jodo-Genu)
sa privedie do nadoby v prude dusika. Do tejto nadobky sa
pridd 50 pl dihydrogenfosfatu draselného (KHzPOq (hodnota pH

1257, premieZa

7,4), 6 pg [Tyr'] bombezinu v 5 pl vody a 1 mCi Na
sa a inkubuje 6 minit pri teplote 4 °C, prid4d sa jodainé zmes
do nadobky 1M ditiotreitolu a inkubuje sa pri teplote 80 °C 60
minit. Jodadna zmes sa potom vnesie na Seplak a eluuje sa 0,25
tetraetylaméniumfosfatom (TEAP) a potom 50% (objem/objem)
systémom acetonitril -0,25 % tetraetylaméniumfosfat. 1257 [Tyr’]

bombezin sa &isti reverznou fazovou vysokouinnou kvapalinovou

chromatografiou (HPCL) a eluuje sa.



19

Ako vysledky vy38ie popisanych skuSok peptidov sa uvadza
mnohé analégy substancie P alebo spantidu ako antagonisty
substancie P, pri¢om kaZdy obsahuje nepeptidova vazbu, sa mdZu
pripravovat a ski3at jednym alebo niekolkymi spdésobmi, ako je
popisané vo faze 1 aZ faze 3. Substancia P ma Struktaru Arg-
Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,. Spantid je analédg
SP. Struktdra spantidu je D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-
D-Trp-Leu-Leu-NH,. Stimuléacia inhibicie uvolfiovania amyléazy
z dispergovaného pankreatického acini sa pouZiva ako skusSka
pre Sp agonistovu u&innost alebo AP antagonistovu u&innost.
Pri koncentréacii 10 uM, 9 aZ 10 SP a spentidom odvodené
pseudopeptidy zlyhdvaju pri stimuldcii wuvoliflovania amylazy,
pokial su pritomné samotné (tabulka II). Jeden peptid, Arg-
Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly" [CH,-NH]Leu-Leu-NH,, /10 pM/ mi
u¢inost agonistu, spdsobujiicu trojnasobny vzrast amylézy
(tabulka II). Kaidy 2z 9 pseudopeptidov bez agonistove]
i¢innosti sa skiSa so sretelom na u¢innost ako SP antagonista.
Pri koncentréacii 10 uM kaZdy zo spantidu odvodeného
pseudopeptidovych analbégov inhibuje 1 nM-SP-stimulované
uvolifiovanie amylazy (tabulka II). Tri SP pseudopeptidy, Arg-
Pro-Lys—Pro—Gln—Gln—Phe—Phe-Gly—Leul‘[CHz—NH]Leu—NHz, Arg-Pro-
Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe'[CH,-NH]Gly-Leu-Leu-NH, a Arg-Pro-Lys-
Pro-Gln-Gln'[CH,-NH]Phe-Phe-Gly-Leu-leu-NH, spdsobuji inhibiciu
(tabulka II).

Relativna schopnost kaZzdého peptidu inhibovat  SP-
stimulované uvolfiovanie amylazy sa stanovi podla vplyvu
velkosti davky peptidov na inhibiciu. Zaistovanie inhibicne]
davky sa robi pre kaZdy z deviatich pseudopeptidov pouzZitim
koncentracie SP (1 nM), ktord spésobuje polovinu maximédlnej
stimulédcie (Obr.1l).

Vysledky pre pat od spantidu odvodenych pseudopeptidov su
uvedené na obr. 1 lavy diel. D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-
Phe-D-Trp-Leu® (CH,~-NH)Nle-NH, je rovnako uU&inny ako spantid a
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spésobuje zistiteIni inhibiciu pri 0,03 pM a polovicu
maximadlnej inhibicie pri 1,8 pM (tabulka III). D-Arg-Pro-Lys-
Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp" (CH,-NH) Leu-Nle-NH; je dvakrat mene]
a&éinny (ICso 3,5 MM, tabulka III) ako spantid. D-Arg-Pro-Lys-
Pro-Gln-Gln' (CH,-NH) D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH, je 2,6-krat
(ICso 4,7 pM) menej u&inny ako spantid. D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-
Gln-D-Trp" (CH,-NH) Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH; je 3,5-krat (ICso 6,4 pM)
menej Gc¢inny a D—Arg—Pro—Lys—Pro—Gln-Gln-D—Trp—PheLKHQ—NH)D—
Trp-Leu-Nle-NH, je 17-krat (ICso 30 pM) menej u€inny ako spantid
(tabulka III).

Vysledky pre SP pseudopeptidové analégy st uvedené na obr.
1, pravad cast. Arg—Pro—Lys—Pro—Gln—Gln—Phe—Phe—Gly—LeuL(CHr-
NH) Leu-NH, je najudinnejsim derivatom, spdsobujicim zistitelnu
inhibiciu pri 0,03 pM a polovicu maximdlnej inhibicie pri 7,1
uM (tabulka III, vpravo). Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe"(CHp-
NH)Gly-Leu-Leu-NH, a Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln"(CH,-NH)Phe-Phe-
Gly-Leu-Leu-NH; st menj u&inné a spbésobuju zistitelnu inhibiciu
pri 10 puM. Su 7-krat a 46-krat menej ulinné ako Arg-Pro-Lys-
Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu" (CH,-NH) Leu-NH; (tabulka III,
vpravo) . Naju&innej3i pseudopeptidovy antagonista odvodeny od
SP je Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu"(CH,-NH)Leu-NH,
(obr. 1, tabulka II).

Inhibi&né pbsobenie naju&innejSieho pseudopeptidového
antagonistu odvodeného od SP, Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-
Gly-Leu®(CH,-NH) Leu-NH, je ukédzané na obr. 2. Acini sa inkubujd
so vzrastajucou koncentraciou SP. Uvolfiovanie amylazy Jje
zistiteIné 0,1 nM SP, je polovi&né z maxima s 1 nM SP2 a je
maximalne s 10 nM (obr. 2). Pridanie Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-
Phe-Phe-Gly-Leu" (CH,~NH) Leu-NH, spdsobuje paralelny posun hore
v kriviz odozvy na davku uvolnenia amylazy stimulovanej SP.
Posun je Umerny koncentracii pridaného Arg-Pro-Lys—-Pro-Gln-
Gln-Phe-Phe-Gly-Leu"(CH,-NH) Leu-NH,, nie st vS8ak Ziadne zmeny
maximalnej odozvy (obr. 2). D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-
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Phe-D-Trp-Leu® (CH,~-NH)Nle-NH, poskytuje podobné vysledky,
hodnoty nie s znazornené.

Vz&ajomné pbsobenie analdédgov odvodenych od SP a spantidu
s receptormi/SP pankreatickych acini sa meria schopnostou
peptidu inhibovat viazanie !?°I-BH-SP na acini (vid tabulka III
a obr. 3).

Spantidom odvodené pseudopeptidy vykazuji réznu G&innost.
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu" (CH,-NH)Nle-NH, je
asi rovnako u&iny ako spantid a spbsobuje zistitelnd inhibiciu
pri 0,03 UM a polovicu maximdlnej inhibicie pri 2,2 uM (obr. 3,
vlavo, tabulka III). D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-
Trp“(CH,~NH) Leu-Nle-NH, a D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln"(CH,-NH)D-
Trp-Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH, si dvakrat menej ucinné ako spantid.
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp" (CH,-NH) Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH; je
trikrat menej WU&inny (K;, 6,3 uM) ako spantid. D-Arg-Pro-Lys-
Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe® (CH,-NH) D-Trp-Leu-Nle-NH, je 7-krat menej
i&inny (Ki, 14,7 pM) ako spantid (obr. 3, tabulka III).

SP odvodené pseudopeptidy tieZ vykazujui rad uUcinnosti.
Arg—Pro—Lys—Pro-Gln—Gln—Phe—Phe—Gly—LeuLﬂﬁh-NH)Leu—NHz
spbésobuje zistiteInt inhibiciu pri 0,1 uM a polovinu maximalnej
inhibiénej G&innosti pri 3 pM. Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-
Gly" (CH,-NH) Leu-Leu-NH, ma& 1,5-krdt niZ3iu u&innost, Arg-Pro-
Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe" (CH,~NH) Gly-Leu-Leu-NH; ma 20-krat
nizZsiu uc€innost a .Arg—Pro—Lys—Pro—Gln-GlnL(CHz—NH)Phe—Phe—Gly—
Leu-Leu-NH, sii viac ako 62-krat menej u&iné ako Arg-Pro-Lys-
Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu" (CH,-NH) Leu-NHa,

Na rozdiel od skdér Studovanych SP analdégov su substancie
latky P podla vynalezu 3pecifické pre SP receptory.

Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu" (CH,-NH) Leu-NH, sa
skiSal so zretelom na schopnost inhibovat uvolfiovanie amylazy
vytvaranej réznymi Zlazami pankreasu (tabulka IV). Arg-Pro-
Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe~-Gly-Leu" (CH,-NH) Leu-NHz (20 pM) inhibuje

uvolfiovanie amylazy stimulované SP, nie menej vSak bombezin,
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CCK-8, karbachol, VIP, sekretin, CGRP A23187 alebo TPA
stimulované uvolrniovanie amylazy.
Naju&innejsie receptorové antagonisty sa skuSali so

1251

zretelom na schopnost inhibovat viazanie - (Tyr*)bombezinu na

bombezinové receptory pankreatickych acini. Spantid inhibuje

1251 (Tyr*)bombezinu, ako je to vys3ie uvedené (jensen

viazanie
a kol. 1988, Am. J. Physiol. 254, G883), spdsobuje polovinu
maxima inhibicie pri 3 £ 1 uM a uplnd inhibiciu pri 100 pM
(obr. 4). D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu"(CH,-
NH)Nle-NH, inhibuje !?°I-(Tyr‘)bombezinové viazanie, avZak je 3-
krat menej u&inny ako spantid spésobujici polovinu maximilnej
uéinnosti pri 10 puM (p menSie ako 0,05 v porovnani so spantidom
(obr.4). Arg—Pro-Lys—Pro—Gln—Gln—Phe-Phe-Gly—LeuL(CH}NH)Leu—NHz
nespdsobuje zistitelnd inhibiciu aZ do koncentracie nad 30 UM a
ma& vypocéitané K; 300 + 20 uM. Spantid a D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-
Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu”(CH,-NH)Nle-NH, ma 3 aZ 10-krat niZsiu

afinitu na inhibiciu !?°I- (Tyr‘)bombezinovej vazby ako na '*°I-
BH-SP.
Schopnost Arg—Pro—Lys—Pro—Gln-Gln—Phe—Phe-Gly—LeuL(CHP

NH)Leu-NH, inhibovat viazanie !%°I-(Tyr')bombezinu je 70-krat
niZsie ako jeho schopnost inhibovat viazanie 1257 _BH-SP.
Analdégy substancie P (peptidy) podla vynalezu sa mdZu

podavat cicavcom, najma Iudom, jednym 2z beZnych spdsobov

(napriklad orélne, parenterédlne, transdermalne alebo
transmuskuléarne) Vo forme pripravkov s kontrolovanym
uvolfiovanim pouZitam biologicky odbuiratelného

biokompatibilného polyméru alebo miciel, gélov a lipozémov.
Analégy substancie P sa podavaju udom v davke 0,5 pug/kg/deil aZ
5 mg/kg/deii.
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Tabulka I

5 koncovych  karboxylovych zostatkov rbéznych  biologicky

aktivnych peptidov

peptid karboxylovad koncovd sekvencia
bombezin -Val-Gly-His-Leu-Met-NH;
neuromedin-f -Thr-Gly-His-Phe-Met~-NH;
neuromedin-C -Val-Gly-His-Leu-Met-NH;
litorin -Val-Gly-His-Phe-Met-NH;
neurokinin-A -Phe-Val-Gly-Leu-Leu-NH;
neurokinin B -Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH;
substancia P ~Phe-Phe-Gly-Leu-Met—-NH;
prototypicka

tachykininova sekvencia -Phe-X-Gly-Leu-Met-NH;,

kde X znamend rozvetveny alifaticky alebo aromaticky
aminokyselinovy zostatok.

V pripade podla nasledujucej tabulky II sa acini inkubuje
pri teplote 37 °C v priebehu 30 minit s 1 nM SP a 10 uM
koncentraciou rdznych SP a spantidovych pseudopeptidovych
analégov bud samostatnych alebo v kombindcii. Uvoliovanie
amylazy sa vyjadruje jako % amyldzovej aktivity v acini na
za&iatku inkubacie, ktoré sa uvolifiuje do extracelularneho
prostredia v priebehu skisky. Hodnoty si strednymi hodnotami *
1 SEM z aspoii piatich jednotlivych skiSok. Pri kaZdej skuSke
sa kaZda hodnota zistuje dvakrat. Skratky majui tento vyznam:
NT-agonista = neski3ané Jjako antigonista, pretoZe 1ide o

agonistu.
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Tabulka II

Vplyv réznych pseudopeptidov odvodenych od SP a spantidu na

bazilne a SP-stimulované uvolfiovanie amylazy

Pridany peptid Uvolifiovanie amylazy (celkové §)
samotné SP (1 nM)
Ziadny 3,4 +0,5 6,6 £ 0,7

Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-

Phe-Gly-Leu" (CH,-NH) Leu-NH,

(10 uM) 3,1+0,7 4,3 £ 0,5
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-

Phe~Gly" (CH;-NH) Leu-Leu-NH,

(10 pM) 10,4 £ 1,0% NT-agonista
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-

Phel (CH,-NH) Gly-Leu-Leu-NH,

(10 uM) 3,1 1,0 5,4 £ 0,7
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe"

(CH,-NH) Phe-Gly-Leu-Leu-NH;

(10 pM) 3,8 £ 0,7 6,4 £ 0,3
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln" (CH,-

NH) Phe-Phe-Gly-Leu-Leu-NH;

(10 uM) 3,1 +0,9 6,1 + 1,0
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-

Phe-D-Trp-Leu® (CH,-NH) Nle-NH,

(10 uM) 3,8 £ 0,05 3,6 £ 0,17
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-

Phe-D-Trp" (CH,-NH) Leu-Nle-NH,

(10 uM) 3,9+0,8 4,2 £ 0,2°
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-

Phe® (CH,-NH) D-Trp-Leu-Nle-NH;

(10 uM) 4,0 £ 0,5 5,6 + 0,8"
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D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-D-Trp-~

(CH,-NH) Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH,;

(10 pM) 4,1 + 0,5 4,8 £1,2°
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln" (CH,-NH)
D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH-

(10 pM) 3,8 0,3 4,5 + 0,8
+ vyrazne menej ako samotny SP p men3i ako 0,05

++ vyrazne viac ako pri Ziadnej prisade p men3i ako O,Cl.

Tabulka IIIL

Schopnost SP, spantidu a pseudopeptidu inhibovat viazznie -?°I-

BH-SP alebo SP-stimulované uvolfiovanie amyléazy

1251_BH-SP Inhibicia 1 Nmsp-stimu-

peptid lovaného uvolfiovania
amylazy

D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-
Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-
Leu-NH, (spantid) 2,1 0,6 3,6 £ 0,1
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-
Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu”
(CH,-NH) -Nle-NH; 2,2 £0,4 1,8 £ 0,25
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-
Gln-D-Trp-Phe-D-Trp”
(CH,-NH) Leu-Nle-NH; 3,6 £0,7 3,5+0,6
D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-
Gln-D-Trp-Phe" (CH,—-NH)
D-Trp-Leu-Nle-NH; 14,7 £ 2,0 30,8 = 5,0

D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-
Gln-D-Trp" (CH,-NH)
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Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH; 6,3

H

3,3 6,4 + 1,4

D-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-

G1ln" (CH,-NH) D-Trp-

Phe-D-Trp~Leu-Nle-NH, 4,3 +1,1 4,7 £ 1,3
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln~
Phe-Phe-Gly-Leu-Met~NH,

(SP) 0,0025
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-
Phe-Phe-Gly-Leu® (CH,~NH)

H

0,005 nie-agonistsz

Leu-NH, 4,3 +0,3 7,1 £ 0,9
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-
Phe-Phe-Gly" (CH,-NH) Leu-
Leu-NH; 5,6

H
N
-

N

nie-agonista
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-
Phe-Phe" (CH,-NH) Gly-Leu-

Leu-NH, 41,3 *+ 16,7 vacsi ako 30
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-
Phe' (CH,-NH) Phe-Gly-Leu-
Leu-NH; 265,0 + 89,0 vacsi ako 30
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln*
(CH2-NH) Phe-Phe~-Gly-Leu-
Leu-NH, 310,0 £ 88,0 vacsi ako 30

Hodnoty su strednymi hodnotami * 1SEM Kd hodndét pre SP a
ziskaji sa Scatchardovou analyzou '?*I-znadeného SP 3tud:ia
vdzby hodnét K; pre agonistu alebo antagonistu zo &tudia vazby
1251-BH-SP, priéom plati rovnica Ki = /R/1-R//SB/S + A/, kde R
je nasytiteln& vazba !?°I-BH-SP v pritomnosti antagonistu /B/,
vyjadrené jako zlomok pre pripadm kedy B nie je obsiahnuté; A
je koncentricia '?*I-BH-SP /0,125 nM/. B ije koncentracia

antagonistu, S je K4 SP stanovenéd Scatchardovou analyzou. ,Nie-
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agonista“ znamena, Ze peptid nie je skuSany na inhibicnua

i&innost pre G&innost agonistu, pokial je pritomny samotny.

Tabulka IV

Schopnost Arg—Pro—Lys—Pro—Gln—Gln—Phe—Phe—Gly—LeuL(CHz—NH)Leu-

NH, ovplyviiovat uvolfiovanie amylazy stimulovanej rdznymi

faktormi
Uvolfiovanie amylazy (celkové %)
Faktor samotné Leu''Lyo-11-SP
20 puM

Ziadny 2,7 0,4 2,3 +0,9
substancia P (1 nM) 8,7 1,8 4,3 + 0,5
CCK-8 (0,1 nM) 19,7 = 4,2 21,6 = 4,9
Bombezin (0,3 nM) 14,8 + 4,1 14,3 + 3,1
Karbachol (10 uM) 22,7 + 4,1 20,7 = 4,3
VIP (0,3 nM) 20,5 £ 3,5 18,9 *+ 4,2
Sekretin (0,1 puM) 18,9 + 3,6 18,8 = 4,1
CGRP (0,1 uM) 12,1 + 3,3 12,0 = 3,9
A23187 (0,1 uM) 9,9 1,5 11,6 + 1,6
TPA (0,1 uM) 32,2 £ 5,7 30,2 =+ 5,6

+ vyrazne men3i faktor ako Zaktor samotny p men$i ako 0,001

Acini sa inkubujud 30 rindt pri teplote 37 °C s réznymi
latkami na vyluéovanie pankretického sekrétu samotné alebo s
Arg—Pro—Lys-Pro—Gln-Gln—Phe—?he—Gly—LeuL(CH:—NH)Leu—NHL
V kazdej skuSke sa kaZdd hodnota stanovuje dvakrat a vysledky
si stredom #1 SEM z aspoii Styroch oddelenych sku3ok. Skratky
maja tento vyznam: CCX-8, COOH koncovy oktapeptid
cholecystokininu, VIP vazozktivny intestinadlny peptid, CGRP
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kalcitonin na gén vztiahnuty peptid, A23187 a TPA 1,2-o0-
tetradekanoylforbol~-1, 3-acetat.

Vyndlez je prirodzene moZné rdzne obmefiovat a modifikovat.
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PATENTOVE NAROKY

1. Analdég substancie P vSeobecného vzorca I

Rl

AB Al 0 Al 1

AN |

A'-A2-A3-p%-AS-Af-A"-N-CH-CO-A’-NH-CH-R®-CH-V! (I)

/ |

R2
kde
Al je
A% e
A’ de
A' de
A® Je
A° je
A’ Je
A® Je
A° e

R3

D alebo L izomér Arg alebo Lys

D alebo L izomér Pro

D alebo L izomér Lys

D alebo L izomér Pro

D alebo L izomér Gln

D alebo L izomér Gln

D alebo L izomér Phe, Trp, B-Nal, o-X-Phe, v ktorom X je

F, Cl, Br, Noz, OH alebo CHi;, alebo p-X-Phe, v ktorom X
je F, Cl, Br, NO;, OH alebo CHj

identifika&na skupina D alebo L izoméru Trp, B-Nal, o-X-
Phe, v ktorom X je F, Cl, Br, No, OH alebo CHj3, alebo
p-X-Phe, v ktorom X je F, Cl, Br, NOz, OH alebo CHs

Gly alebo D alebo L izomér Trp, B-Nal, o-X-Phe, Vv ktorom
X je F, Cl, Br, Noz, OH alebo CHs; alebo p-X-Phe,
v ktorom X je F, Cl, Br, NOz, OH alebo CHs;

A!® je identifika&nad skupina D alebo L izoméru Leu, Nle, Ala,

Val alebo Ile

A je identifika&na skupina D alebo L izoméru Leu, Nle, Ala,

Val alebo Ile
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R?® je H alebo Cj..» alkyl
R® je CH,-NH a

vl e

0

| I ru
- Cc-0-RY alebo -C-N

v ktorych kaZdy R'°, R a R'? je nezavisle H, C;.;; alkyl,

Cs-10 fenylalkyl alebo Cjz-20 naftylalkyl a

R' a R, ktoré su viazané na o-aminodusikovy atém N-koncovej

aminokyseliny sU nezavisle H, C;-;, alkyl, Cs-30 fenylalkyl
alebo COEf, kde ELf je Cizo alkyl, Cs-zo alkenyl, Cs-20
alkinyl, fenyl, naftyl alebo Ci-;0 fenylalkyl za
podmienky, Ze ak jeden zo symbolov R! alebo R? je COE;:',

druhy musi byt atém vodika,

alebo jeho farmaceuticky prijatelné soli.

2. Analdg substancie P vSeobecného vzorca
Rsy

\A21 -A22—A23—A24-NH -

Rs2
\25 a26 a27 A28 A29 430 A31
I I l | |
kde -éH-R54-éH—R56—CH—RSS—CH-RGO-CH-R62—CH-R64-CH-V

A?* dje D alebo L izomér Arg alebo Lys

A% je
A% Se

D
A??2 je D alebo L izomér Pro
D alebo L izomér Lys
D alebo L izomér Pro
A?® je identifikaéna skupina D alebo L izoméru Gln

A%® je identifika&na skupina D alebo L izoméru Gln
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A? je identifika&na skupina D-Trp alebo identifika&n& skupina
D alebo L izoméru Phe

A?® je identifika&na skupina D alebo L izoméru aminokyseliny zo
siboru B-Nal, Phe, o-X-Phe, kde X je F, Cl, Br, No,, OH
alebo CH3, alebo p-X-Phe, v ktorom X je F, Cl, Br, NOy,
OH alebo CHj;

A% je identifikadnd skupina aminokyseliny D-Trp alebo
identifikac¢néd skupina D alebo L izoméru Phe

A*® Jje identifika&nd skupina D alebo L izoméru aminokyseliny
zo skupiny Leu, Nle, Ala, Val alebo Ile

A3  je identifika&na skupina D alebo L izoméru aminokyseliny
zo skupiny Leu, Nle, Ala, Val alebo Ile

R* je CO-NH alebo CO-NCHj

R%, R®® a R® sii nezdvisle CO-NH alebo CH,-NH

R*® je CO-NR®®, v ktorom R®® je H alebo Ci-;; alkyl alebo CH,-NH

R®*® je CO-NH a

vt je

- C-0-R®® alebo -C-N

v ktorych kazdy R®, R® a R®® je nezavisle H, Ci-12 alkyl,
Cs-10 fenylalkyl alebo Cj;z-20 naftylalkyl a

R a R%, ktoré sG viazané na  o-aminodusikovy atém  N-
koncovej aminokyseliny sU nezavisle H, Ci-;2 alkyl, Ci-io
fenylalkyl alebo COEZ(', kde Eﬁ' je Ci-20 alkyl, Cs-20
alkenyl, Cz-20 alkinyl, fenyl, naftyl alebo Ci-10
fenylalkyl za podmienky, Ze ak Jjeden zo symbolov R a
R*? je COE%‘{, druhy musi byt atém vodika, pri&om najmenej
jeden zo symbolov R%, R®, R®? alebo R®*" je CH,NH, alebo

jeho farmaceuticky prijatelné soli.
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Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu"[CH;-NH]Leu-NH,

farmaceuticky prijatelnd sol.

Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp*[CH,~NH]Leu-Nle-NH,

farmaceuticky prijatelnad sol.

. Analég substancie P

Pro-Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu'[CH,-NH]N1e-NH,

farmaceuticky prijatelna sol.

alebo

alebo

alebo

podla néroku 1 vzorca H-Arg-Pro-Lys-

jeho

. Analég substancie P podla naroku 2 vzorca H-D-Arg-Pro-Lys-

jeho

podla naroku 2 vzorca H-D-Arg-Pro-Lys-

jeho

Analdég substancie P podla naroku 2 vzorca H-D-Arg-Pro-Lys-

Pro-Gln-Gln-D-Trp“[CH,~NH]Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH,

farmaceuticky prijatelna sol.

alebo

jeho

Analég substancie P podla naroku 2 vzorca H-D-Arg-Pro-Lys-

Pro-Gln"[CH,-NH]D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH,

farmaceuticky prijatelna sol.

. Analdég substancie P podla naroku 1, kde

A' je D alebo L izomér Arg

A% Je
A® e
A' e
A’ Je
A® e
A’ je

A% Je
A° Je
A Hje

Pro

Lys

Pro

Gln

Gln

Phe alebo D-Trp
identifikac&na skupina Phe
Gly alebo D-Trp

identifikacnéd skupina Leu a

A'' je identifika&nd skupina Leu alebo Nle.

alebo

jeho
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9. Analdég substancie P podla naroku 2, kde A?® je identifikaé&na

skupina D-Trp.

10. Analdég substancie P podla naroku 2, kde
A?* je D alebo L izomér Arg
A?? je Pro
A je Lys
A%*  je Pro
A% je identifikalnad skupina Gln
A%® dje identifikadna skupina Gln
A?" je identifika&na skupina Phe alebo D-Trp
A% je identifika&na skupina Phe
A? je identifika&na skupina D-Trp
A% je identifika&na skupina Leu a

A% je identifikaéna skupina Leu alebo Nle.
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