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Dynorfiiniamidianalogeja

Keksint® koskee yleisesti dynorfiinia ja eritvi-
sesti dynorfiinianalogeja, joita voidaan kdyttd& narkoot-
tisten analgeettien kanssa, kuten opiaattialkanoiden
ja peptidianalgeettien, kuten enkefaliinien ja %-endor-
fiinianalogien kanssa.

Yksi &dskettdin l6ydetyistd aivolisdkepeptideistd
sisdltd& 17 aminohappoa; sitd nimitetddn dynorfiiniksi.
Dynorfiinilla on todettu olevan voimakasta agonistivai-
kutusta marsun sykkyr&dsuoleen ja hiiren siemenjohtimeen.
Sekd dynorfiini(l-13):n ettd dynorfiini (1-17):n rakenne
on selvitetty, ja ne on molemmat syntetisoitu. Synteet-
tisen dynorfiini (1-13):n vaikutuksen on biokokeissa to-
dettu olevan yht&d voimakas kuin luonnossa esiintyvén
peptidin mutta hiirikokeissa sen on osoitettu olevan
suhteellisen heikko analgeettisena aineena. _

Dynorfiini (1~13):1la on ilmoitettu olevan merkitse-
vd3d vaikutusta, pdinvasteoin kuin lyhyemm&lld fragmentilla,
dyvnorfiini (1-9):114 opiaattien ja &5 -endorfiinin anal-
geettiseen tehoon eldimilld, jotka eivdt ole ennen saa-
neet nditd analgeetteja. Tutkimukset viittaavat siihen,
ettd dynorfiini (1-13) hdiritsee morfiinin vaikutusta
heikentden merkitsevdsti tai ehkdisten morfiinin mor-
fiinikokemattomilla eli naiiveilld el&imilld aikaansaaman
analgeesian.

Nyt on keksitty, ettd dynorfiinin amidianalogit,
joissa on vdhintddn 10 aminohappoa (mutta alle 13), ja
varsinkin dynorfiini (1-10) amidi, eivdt vaikuta naiiveilla
eldimillsd narkoottisten analgeettien antagonisteina siten
kuin dynorfiini, dynorfiini (1-13) ja dynorfiini (1-13)
amidi. Lisdksi dynorfiiniamidianalogien on todettu tehos-
tavan analgettista vaikutusta niitd sietdvilld eldimilli.
Dynorfiini (1-10) amidin ja sen tiettyjen amidianalogien
on lisdksi todettu metaboloituvan hitaammin niitd saaneessa

eléimessé, joten terapeuttisessa kdytSssd riittdvdt pienem-
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mat annokset kuin dynorfiini (1-13):n ollessa kvseessd.

Dyvnorfiini (1-10)amideja voidaan kdytt&dd terapeut-
tisesti sellaisissa tavauksissa, joissa potilaaseen eivdt
endd narkoottiset analgeetit vaikuta. Potilaille, jotka
kivun lievittdmiseksi tarvitsevat jatkuvaa kdsittelyd
narkoottisilla aineilla, kuten syé?épotilailla lovpu~-
vaiheessa voidaan kayttdd pienempid annoksia narkoottisia
analgeetteja, esimerkiksi opiaattialkaloideja; samoin nar-
koottisten aineiden vddrinkdyttdjid voidaan kdsitelld
narkoottisen aineen, kuten metadonin pienemmill& annok-
silla. Tdmdn seurauksena erilaiset tunnetut sivuoireet,
kuten hengityksen heikkeneminen ja ummuetus, jotka ovat
seurauksena jatkuvista narkoottisten aineiden korkeista
annoksista, voidaan vidhentda.

Dynorfiiniamidianalocgeja voidaan lisdksi kdyttdd
narkoottisten aineiden vieroitusoireiden kdsittelyyn.

Keksinndn mukaisilla edullisilla yhdisteilld on

kaava 0 0 0 —
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jossa Rl ja R2 ovat vety, alkyyli, allyyli, formyyli

tai asetyyli, Rll ja R ovat vety, alkyyli tai allyvli,

R3—Rloovat vetg tai —gézln-, jossa n on i tai 2,AAl on
tyroksiini, AA™ ja AAT ovat glysiini, AA" on fenyyli-

alaniini, AA5 on leusiini, AA6 ja AA7 ovat arginiini,

AA8 on isoleusiini, tyrosiini tai lysiini, AA~ on ar-

giniini tai proliini, ja AAlO on proliini.

Esilld oleva keksintd sopii kdytettdvdksi kdytdn-
ndllisesti katsoen kaikkien narkoottisten analgeettien
kanssa. Keksinn®n mukaisia yhdisteitd voidaan k&dyttdd
esimerkiksi erilaisten opiumalkaldidien, kuten morfiinin,
morfiinisuolojen morfiinihydrobromidi,morfiinihydrokloridi,
morfiinimukaatti, morfiinioleaatti, morfiini-N-oksidi ja
morfiinisulfaatti) ja morfiinianalogien (esim. normor-
fiini, diasetyylidihydromorfiini, diasetyylimorfiini-
hydrokloridi, kodeiini ja diasetyylimorfiini eli heroiini)
kanssa. Muita laajalti kdytettyjd narkoottisia analgeetteja,
joiden kanssa keksinndn mukaisia yvhdisteiti voidaan kdytt&sd,
ovat esimerkiksi alfatrodiini, metadoni, meperidiini,
levertanoli, propoksifeeni, fentanyyli, oksimorfoni, ani-
leridiini ja metoponi. Kdytt8i voidaan laajentaa koskemaan
peptidianalgeetteja, kuten enkefaliineja ja /3 -endorfiini-
analogeja.

Kuten hyvin tieded&dn, ndiden narkoottisten analgeet-
tien jatkuva kdyttd johtaa tottumiseen tai riippuvaisuuteen,
ja yhden kdyttd johtaa toisten siedon paranemiseen. N#illi
narkoottisilla analgeeteilla on kuitenkin niiden vidrin-
kdyttdmahdollisuudesta riippumatta terapeuttista kdyttdid, esi-
merkiksi potilailla, jotka tarvitsevat kivun helpottamiseksi
jatkuvaa kédsittelyd.

My&s tdllaisessa terapeuttisissa kdvtdssid potilaissa
kehittyy ndiden narkoottisten analgeettien kasvava sietokyky.
joten kivun helpottamiseen tarvitaan yhi voimakkaampia an-
noksia. Narkoottisten analgeettien suuriin, jatkuvasti an-
nettuihin annoksiin liittyy t&118in tavallisesti ei toi-

vottuja sivuvaikutuksia.
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Agonistisia vaikutuksia ihmiseen ja narkoottisten
analgeettien riippuvuutta aiheuttavia ominaisuuksia
voidaan tutkia (ja on tutkittu) monilla eri nisdk&ds-
lajeilla, sill& kdytdnndn ja lainsddddntésyistd tutki-
muksia on ensin tehtdvd pienilld jyrsijéilld ja/tai apinoi-
la ennenkuin l&dkeaineiden analgeettisia ominaisuuksia
tutkitaan ohmisilld. T&hdn mennessd kuitenkin kaikkien
sellaisten lddkeaineiden, joilla on norfiininkatlaisia
ominaisuuksia nis&kkdillsd, on todettu vaikuttavan ihmi-
seen morfiininkaltaisesti; onkin kehitetty useita eri-
laisia analgeettisia eldinkokeita jotka on laajalti
hyvaksytty kdyvttdén ladkeaineen vaikutuksen ennustami-
seksi ld&keainetta ohmiselle annettaessa.

Keksinnon mukaisia yhdisteitd voidaan ké&ytt&a
narkoottisten analgeettien yhteydessd, ja varsinkin opiaat-
tialkahoidien yhteydessd. Jollei muuta ilmoiteta, niin
"dynorfiini" yksinddn tarkoittaa t&ssd luonnossa esiin-
tyvdd tai synteettisesti valmistettua heptadekapeptidid,
ja ilmaisu dynorfiini lisdmerkinndlld (1-10) tai (1-13)
tarkoittaa polypeptidid, jonka aminohépoista (esim.
dynorfiini (1-10)) 13 luonnossa esiintyvidn heptadekapep-
tidin aminohapoista.

Dynorfiinin 13 ensimmdiselld aminohapolla tai dy-

norfiini(l1-13):11la on sekvenssi:

TYR-GLY-GLY-PHE-LEU-ARG-ARG-ILE-ARCG-PRO~-LYS-LEU-LYS.
1 2 3 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13

N-terminaalipdd sisdltdd Leu-enkefaliinin (aminohapot
1-5) ja sen jdlkeen C-terminaalijatkeen (aminohapot 6-13).
Leu-enkefaliinin on uskottu olevan v&lttdmdtdn bioclogisen
aktiviteetin "sijaintina" ja Leu-enkefaliinin jatkeena
olevan osuuden pituuden on uskottu olevan kriittinen vaiku-
tuksen voimakkuuden kannalta.

Uusia dynorfiinipolypeptidianalogeja, joissa on vi-

hintddn 10 aminohappoa (mutta alle 13), on syntetisoitu ja
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ne eroavat dvnorfiini (1-13:sta siind, ettd ne eivdt po-
tensoi eivatkd vaikuta antagonistisesti narkoottiseen
analgeesiaan aikaisemmin kdsittelemdtttmilld lddkkeen-
saajilla. Ld&kkeeseen tottuneilla niiden analogien nar-
koottista analgeettista vaikutusta potenoiva vaikutus
on vahvempi ja selektiivisempi kuin dynorfiini (1-13) :1la.
Keksinndn mukaisissa yhdisteissd on v&hintddn 10 amino-
happoa liittyneind sekvenssiksi peptidisidoksin, Jjoista
aminohapoista tai rakenteellisesti samankaltaisista ryh-
mistd, kuten d- tai l-dopasta asemassa 1) N-terminaali-
pddstd 5 vastaavat Leu-enkefaliinia tai muistuttavat sitd,
kun taas aminohapot 6-10 muodostavat molekyylin emdksen
osan (jossa on emdksisisd tai emdksisisid ja neutraaleja
ryhmid) . Keksinndn mukaisia dynorfiiniamidianalogeja,
joiden aminohappojen numerointi aloitetaan N-terminaali-
pddastd tai aminoryhméstd, esitetddn yleensd seuraavalla

kuviolla T.

0 0 O g H
IR S N VR S (O O
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R1 ja R2 ovat vety, alkyyli, allyyli tai asyyli (kuten
formyyli tai asetyyli); Rll ja R12 ovat bety, alkyyli

tai bentsyyli (substituoitu tai substituoimaton), toi-

nen ryhmistd Rll ja R12 voi olla emdksinen tai neut-

raali dipeptidi ja toinen vety tai alkyyliryhmd; R3—Rlo
ovat vetyjd tai alkyyliryhmi&d, joissa on korkeintaan

4 hiiliatomia (suoria tai haarautuneita), edullisimmin
metyyli tai etyyliryhmid; Jja sekvenssien aminohavot

ovat seuraavat:

AAl on tyrosiini, m-tyrosiini tai dopa (d- tai
l-muoto), edullisesti tyrosiini;

AA2 ja AA3 voivat olla glysiini tai muita neutraa-
leja aminohappoja joko d- tai l-muodossa (esim. seri%ni,
treoniini, kysteiini, tyrosiini, asparagiini, metioniini
tai glutamiini) tai A -aminoisovoihappo (AIB), edulli-
sesti glysiini;

AA4 voi olla fenyylialaniini, & -alkyloitu fenyyli-
alaniini (kuten  -metyylifenyylialaniini), p-halogeeni-~
fenyylialaniini tai tyrosiini, edullisesti fenyyliala-
niini;

AA5 voi olla leusiini, isoleusiini tai valiini,
edullisesti leusiini;

AA6 ja AA7 voivat olla d- tai l-muodossa olevia
emdksisid aminohappoja (esim. argiini,lysiini tai histi-
diini), homoarginiini tai ornitiini, edullisesti argi-
niini;

AA8 voi olla neutraali tai emdksinen d- tai l-muo-
dossa oleva aminohappo, leusiini tai ‘isoleusiini, edul-
lisesti tyrosiini, isoleusiini tai lysiini;

AA9 voi olla d- tai l-muodossa oleva emdksinen amino-
happo, homoarginiini, ornitiini tai proliini, edulli-
sesti argiini tai proliini;

AAlO voi olla d- tai l-muodossa oleva emidksinen
aminohappo, proliini tai proliinianalogi (kuten tiopro-
liini, 3,4-dehydroproliini, 4-hydroksiproliini tai pipe-

koliinihappo), edullisesti proliini tai lysiini.
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TYR-GLY-GLY-PHE-LEU-ARG~-ARG-ILE-ARG-PRO
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

jossa proliiniterminaalin karbonyylihiili on amidoitu
tdssd joskus kdytetddn nimitystd "dvnorfiini (1-10)ami-
di") ;

TYR-GLY-GLY-PHE-LEU~-ARG-ARG~-LYS-ARG-PRO

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

jossa proliiniterminaalin karbonyylihiili on amidoitu

(tdssd kdyvtetddn joskus nimitystd "kaavan 1 mukainen

analogi") ;
Valmistusta kuvataan seuraavassa esimerkissd 1
Esimerkki 1
Dynorfiini (1-10)-NH

> syntetisoitiin Boc-Pro-BHA-
(betsyvlihydryyliamiini)-kiintotukihartsilla (2 mM/4,5 g
hartsia). Merrified-menetelmdlld vastaavat Boc-suojatut
aminohapot lis&dttiin Peninsula manual kiintofaasipepti-
disyntetisoijalla Boc-~Pro-BHA-hartsille: Arg(Tos),lle,
Arg(Tos), Arg(Tos), Leu, Phe, Gly, Gly ja Tyr({(o-Br-Z).
Kutakin suojattua aminohappoa kdytettiin O,5-molaari-
sena ylimd&dr&nd, Kytkentdreaktion onnistumista seurat-
tiin puolikvantitatiivisella ninhydriinikokeella. Boc-suoja-
tun aminohapon liitt&miseen Boc-Pro-BHA-hartsiin kdytet-
tiin seuraavia vaiheita:

l. Pesu CH2C12:lla (3 x 100 ml)

2. Esipesu 33-%:isella TFA—CHZClz—seoksella, jossa
1 & indolia (1 x 100 ml)

3. Suojaryhmdn poisto 33-%:isella TFA—CHZClZ-seok—
sella, jossa 1 % indolia (1 x 100 ml), 20 min,
. Pesu CH2C12:lla (1 x 100 ml)
. Pesu EtOH:1la (1 x 100 ml)
. Pesu CH2C12:11a (2 x 100 ml)
. Esipesu 10-%:isella Et3N—CH2Cl2
. Neutralointi 10-%:sella Et3N-CH2C12—seoksella
00 ml), 10 min.

. Pesu CH2C12:11a (3 x 100 ml)

4
5
6
7
8
(1 x 1
9

~-seoksella (1 x 100 ml).
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10. Lis&ttiin suojattua aminohappoa ( 5,0- m yli-
md&drd) DMF:ss& (10 ml ja CHZClzzssa (50 ml).

11. Lisdttiin DCC:té& CH2C12:ssa (0,5 M, 20 ml),
reaktioaika oli ijopa 3 tuntia.

12. Pesu CH2C12:lla (3 x 100 ml).

Saatu suojattu Boc-Tyr (0-Br-Z)-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg
(Tos)-Arg(Tos)-Ile-Arg (Tos)-Pro-BHA-hartsi pestiin hyvin
33-%:isella TFA—CHZClz—seoksella, CH2C12:lla-ja MeCH:11a.
Yon yli kestdvdn vakuumikuivauksen jédlkeen peptidihartsi
pilkottiin k&sittelemdlld tunnin ajan HF:118 (30 ml)g
hartsia) anisolin (3 ml/g hartsia) ldsndollessa 0°C:ssa.
Reaktioseos kuivattiin vakuumissa ja pestiin vedettd-
m&lld eetterilld. Haluttu peptidi liuotettiin 10-%:iseen
HOAc-liuoksen ja hartsi suodatettiin pois. Suocdos peptidi
puhdistettiin partitiokromatografialla kdyttden eluointi-
2O-seosta (11:5:3) ja

CM-ioninvaihtokromatografialla, jolloin saatiin puh-
das dynorfiini (1-10)-NH,.

2
Keksinnén parhaassa suoritusmuodossa dynorfiini

livottimena n-BuOH:pyridiini:H

(1-10) amidin tai jonkin sen keksinndn mukaisen analogin
annos annetaan isdntdeldimelle samalla kun annetaan annos
narkoottista analgeettia, jolloin dynorfiini (1-10)amidi
tai sen analogi annetaan viimeist&ddn noin 30 minuutin
kuluessa narkoottisen analgeetin antamisesta. Edullisimmin
lddkeanto suoritetaan yhtend sekoitettuna annoksena, joka
sisdltdd narkoottisen analgeettina morfiinia, morfiini-
analogia tai morfiinisuolaa tai muuta peptidianalgeettia.
Kun narkoottinen analgeetti on morfiini ja potilas
on aikaisemmin kdsittelemdtdn (naiivi) normaaliannos on
suuruusluokkaa 5 mg i.v. noin 70 kg painavalle potilaalle.
Sopiva dynorfiini (1-10)amidin tai sen analogin annos
analgeetin yhteydessd on noin 60-200 ug/kehonpaino-kg.
Vaikka dynorfiini (1-10)amidi tai senvanalogi ei opoten-
soikaan narkoottista analgeettia naiivilla potilaalla se

ei ole mydskddn antagonisti), niin potilaan saadessa jatku-
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vaa kdsittelyd narkoottisella aineilla kivun lievittdmi-
seksi tarvittava narkoottisen aineen taso riitt&vin
analgeettisen vaikutuksen saamiseksi kdsittelyajanjaksona
on vdahdisempi kuin jos dynorfiini(l1-10)amidia tai sen
analogia ei anneta narkoottisen aineen yhteydessid. T&std
seuraa, ettd suurien narkoottisten ainemiirien toistuvaan
annostukseen liittyvat erilaiset ei-toivotut sivuvaiku-
tukset vidhenevit.

Narkoottisiin aineisiin tottuneiden potilaiden

("tolerantti" potilas) annos voidaan mddrittdd seuraa-

vasti. Aluksi mddritetdidn narkoottisen analgeetin riit-
tdvd annos, jolla on riittdvd analgeettinen vaikutus
potilaaseen. Riittdvdn annoksen sijasta annetaan kui-
tenkin etukdteen mddrdtty annos narkoottista analgeet-
tia. Tdmd etukdteen mddrdtty eli toinen annos sisidltii
narkoottista analgeettia mddrdn, joka ei riitd aikaan-
saamaan analgeettista vaikutusta potilaassa. Narkoottisen
analgeetin lis&nd annetaan dynorfiini(1-~10)amidia tai

sen analogia. Tdmdn lisdaineen mddrd on edullisesti riit-
tdvd tuottamaan potilaalle kivun lieventymisen, Jjoka on
tasoltaan olennaisesti sama kuin pelkdstiddn narkoottista
analgeettia annettaessa.

On ymmdrrettdvd, ettd ensimmdinen eli riittidvd annos,
alempi toinen annos ja lis&nd annettu annos vaihtelevat
riippuen kdsitellyn potilaan narkoottisten analgeettien
toleranssista; ndmd annokset mdidrd tavallisesti hoitava
ld8k&ri.

Vaikka edullisin tapa soveltaa keksint8& on kdyttdi
keksinnén mukaisia yhdisteitd narkoottisten analgeettien
vyhteydessd, jotta yhtend annoksena annetun narkoottisen
analgeetin m&drd voitaisiin alentaa niin niilli uskotaan
my8s olevan terapeuttista kdyttdd kdsiteltdessid narkoot-—
tisten aineiden vddrinkdytt&jid vieroitusoireiden poista-
miseksi tai vdhentdmiseksi.

Seuraavat koemenetelmdt, materiaalit ja tulokset

esitetddn keksinndn selventdmiseksi. Kuitenkin my®s muut
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10

keksinndn suojapiirit kuuluvat aspektit, edut ja muun
nokset ovat alan asiantuntijalle ilmeiset.

Urospuolisia ICR-hiirid (Gilroy, CA), jotka pai-
noivat 20-25 g, pidettiin hdkissd vdhintidn vuorokauden
ajan ennen koetta, ja ne kdytettiin kokeisiin 5 vuoro-
kauden kuluessa. Kutakin hiirtd kdytettiin vain kerran.

Analgeettinen teho mitattiin h&nndnykdisy-menetel-
mdlld, jonka ovat kuvanneet D'Amour ja Smith, J. Pharmac.
Exp. Ther. , 72, sivut 74-79 (1941), ja modifioituneet
Tulunay ja Takemori, J. Pharmac. Exp. Ther., 190, sivut
395-400 (1974}). ED5O:n (vaikuttava annos 50 F:1lle koe-
ryhmdn elidimistd) mddrittdmiseksi eldnten vasteen loppu-
pisteeksi mddrdttiin tietty kohta, joka edusti reaktio-
ajan merkitsevadd lisddntymistd. Loppupisteend pidettiin
vksittdisen eldimen reaktiocajan sellaista pitenemistd,
joka oli suurempi kuin kokeessa kdytetyn kontrolliryhmdn
kaikkien eldinten keskimidirdisen reaktioajan 3 SD (SD = stan-
dardipoikkeama) . Kontrollirvhmidn tavallinen keskimddrdinen
reaktioaika oli 3,1 + 0,05 sek. Eldimet, jotka eivit
reagoineet kuumennusdrsytykseen 10 sekunnissa, poistet-
tiin hd@nndn vaurioitumisen estdmiseksi 30 minuuttia ennen
koetta eldimiin injektoitiin l&d&dkeainetta, jollei muuta
ilmoiteta. Morfiini injektoitiin ihonalaisesti (s.c.) ja
polypeptidit injektoitiin aivokammionsis&isesti (i.c.v.)
4 ml:ssa suolaliuosta.

Eldimet jaettiin kahdeksi ryhmdksi. Toinen ryhmid
kdsitti morfiinitolerantit eldimet (addiktit) ja toinen
eldimet, Jjotka eivdt olleet saaneet aikaisemmin morfiinia
(ei-addiktit) . Toisen ryhmdn kunkin eldimen morfiinitole-
ranssi todettiin panemalla eldimen ihon alle morfiini-
pellettisiirre (75 mg morfiiniemdstd) menetelmdlli, jonka
ovat esittdneet Way et al., J. Pharmac. Exp. Ther., 167,
sivut 1-8 (1969). Pelletit poistettiin 72 tunnin kuluttua
niiden sijoittamisesta ja hiiren morfiinitoleranssi ko=~
keiltiin 6 tuntia mydhemmin.

Sekd morfiini tolerantin ryhm&n ja toisen naiivin
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11

ryhmdn eldimid kdytettiin vdhintddn 30 kummankin ryhmén

annos-vaste-kdyrdn ja ED.,-arvojen mddrittdmiseen jokai-

50
sessa kdsittelyssd. EDSO—arvot, niiden 95 %:n Juotetta-

vuusrajat ja kahden ED.,-arvon potenssisuhteen merkit-

sevyys mddritettiin Liigfieldin ja Wilcxonin menetelmdlld,
J. Pharmac. Exp. Ther., 96:99-113 (1949).

Ndissd kokelissa ld&keaineet olivat morfiinisulfaatti
(Mallinckrodt Chemical Works, St. Louis, MO) ja /3 -endor-
fiini (Lahjoittaja: tri N. Ling, Salk Institute. San Diego,
CAa) .

Seuraavat esimerkit II ja III valaisevat dynorfiini
(1-13) :n vaikutusta morfiinitolerantin el8inryhmdn anal-
geesiaan sitd annettaessa eldimille morfiinin ja /43 -endor-
fiinin yhteyvdessd. Esimerkki IV esitetd&n esimerkkien II
ja III vertailuksi.

Vsikka dynorfiini (1-13) :a annettiin esimerkeisséa
II-IV i.c.v.-annostuksena, niin suonensisdiselld (i.v.) Jja
ihonalaisella (s.c) annostuksella saatiin vertailukel-
poisilla annoksilla samankaltaiset tulokset.

Esimerkki II

Yli 90 morfiinitoleranttia el&intd kdsiteltiin

(s.c.) erilaisilla mddrilli morfiinisulfaattia, jota
kdytettiin joko yksind&dn tai vhdessd erilaisten mddrien
kanssa dynorfiini(l-13):a (i.c.v.), ja analgeettinen
vaikutus kokeiltiin. Ndiden kokeiden tulokset on esitetty
seuraavassa taulukossa, jonka luvut on saatu kolmesta
annos-vaste-k&dyrdstd (jokainen mddritetty kdvttden va-
hint&8n 30 eldintd), joista vksi saatiin ilman dynorfiini
(1-13) annostusta ja kaksi antamalla dynorfiini (1-13):a

morfiiniannon vhteydessi.

Morfiini (mg/ka) Dynorfiini (ug) Analgeettinen (%)
7/
25 — —_
60 — _—
80 — —_
15 10 10
25 10 10
60 10 85
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15 20 30
25 20 70
40 20 100

Kuten edelld olevista koetuloksista ndhd&dn, dvnorfiini
(1-13) potensoi morfiinin vaikutusta morfiinitoleranteilla
eldimillsd, Morfiinin ED50 aleni siten arvosta noin 60 mg/kg
noin 29 mg/kg-arvoon kdytettdessi 10/ug dyvnorfiini
(1-13) ja noin 60:sta (mg/kg) noin 18:aan (mg/kg) kiytet-
tdessd dynorfiini (1-13) 20/ug.

Esimerkki ITI

Y1li 90 morfiinitoleranttia eldintd k3siteltiin

(i.c.v.) erilaisilla m33rills /B -endorfiinia, jota kay-
tettiin joko yksinddn tai yhdessd erilaisten mddrien

kanssa dynorfiini(1-13):a (i.c.v.), ja analgeettinen
vaikutus kokeiltiin. Ndiden kokeiden tulokset on esitetty
seuraavassa taulukossa, jonka luvut on saatu kolmesta
annos-vaste-kdyrdstd (jokainen mddritetty kdyttden
vahintddn 30 eldintd), Jjoista yksi saatiin ilman dynorfiini
(1-13) ~annostusta ja kaksi antamalla dynorfiini (1-13):a

morfiiniannon yhteydessd.

~Enorfiini (ug/hiiri) Dynorfiini (ng) Analgesiittinen vaikutus (%)
1 — 10
2 a— 40
6 — 100
0,5 10 . 10
1 10 60
2 10 80
0,25 20 20
0,5 20 40
1 20 80

Kuten edelld olevista koetuloksista ndhdd&dn, dynorfiini
(1-13) potensoi /B.-endorfiinin vaikutusta. /B -endorfiinin
EDSO aleni siten noin 2,25 pg:sta/hiiri noin 1,00 pg:aan/
hiiri annettaessa 10 pg dynorfiini(1-13):a ja noin 0,55
Pg:aan/hiiri annettaessa 20 pg dynorfiini (1-13):a.

Vertailuksi esitetty seuraava esimerkki IV valaisee
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dynrofiini(1-13) :n vaikutusta morfiinin kanssa kdytettynd
analgeettisen vaikutuksen saamiseksi naiiveilla eldimilléa
(jotka eivdt ole aikaisemmin saaneet morfiinia).

Esimerkki IV

Y1li 90 naiivia eldintd kdsiteltiin (s.c.) erilaisilla
madrillid morfiinisulfaattia, jota kdytettiin joko vksi-
nddn tai yhdessd erilaisten mddrien kanssa dynorfiini
(1-13):a (i.c.v.) ja analgeettinen vaikutus kokeiltiin.
Ndiden kokeiden tulokset on esitetty seuraavassa taulu-
kossa, jonka luvut on saatu kolmesta annos-vaate-kdyréstd
(jokainen mddritetty kdyttden vdhint&dn 30 eldintd),
joista yksi saatiin ilman dynorfiini(1l-13):a ja kaksi
antamalla dynorfiini(l-13):a morfiiniannon yhteydessai.

Morfiini (mg/kg) Dynorfiini (pg) Analgeettinen vaikutus (%)

2 —— 10
4 — 30
5 —_ 60
7,5 —_ 80
3,75 10 10
10 10 60
15 10 100
7,5 20 10
10 20 30
20 20 60
40 20 100

Kuten edelld olevista koetuloksista ndhdddn, dynorfiini
(1-13) ehkdisi merkitsevdsti morfiinin indusoiman anal-
geesian annoksesta riippuvassa suhteessa ja k&&nsi mor-

fiinivastekdyrdn oikealle. Morfiinin ED (s.c.) muuttui

siten arvosta noin 4,9 mg/kg noin 8,4:k22 ja noin 14,5:ksi
annettaessa samalla dynorfiini(l1-13) :a vastaavasti 10 ja
20 g -

Samankaltainen vaikutus analgeesiaan havaittiin
annettaessa,ﬂ —-endorfiinia (i.v.c.). Samankaltaisissa ko-
keissa dynorfiini (1-9) ei vaikuttanut ehkdisevdsti mor-

fiinilla saatuun analgeesiaan aina annokseen 40 M9 asti
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eikd dynorfiini (6-13) aina annokseen 80 pg asti.

Esimerkin IV ja esimerkkien II ja III tuloksia verat-
taessa voidaan havaita, ettd naiiveilla eldimill&d dynor-
fiini ei vaikuttanut morfiinianalgeesiaan, kun sensijaan
morfiinitoleranteilla eldimilld dynorfiini potensoi
morfiinin vaikutusta. Tdmd muutos morfiinin EDso—arvossa
ei johdu dynorfiinin omasta tehosta, silld dynorfiinilla
el aina arvoon 50 Pg/hiiri ole havaittua anélgeettista
vaikutusta. Samankaltaiset tulokset saatiin /3 -endorfii-
nilla aikaansaadussa analgeesiassa. Sekd morfiinin ettd
P -endorfiinin tapauksessa potensointi oli riippuvainen
annoksesta.

Seuraava esimerkki V valaisee dynorfiini (1-10) amidin
vaikutusta morfiinilla aikaansaatuun analgeesiaan naii-
veilla hiirilla.

Esimerkki V

vahintddn 30 naviivia eldintd kd8sittdvdlle ryhmdlle

annettiin morfiinisulfaattia s.c. joko yksin&d&n tai yh-
dessd erilaisten md&drien kanssa dynorfiini (1-10)amidia
tai dynorfiini (1-13)amidia.

Kdsittely toistettiin toisella v&hintd&n 30 naiivia
eldintd k&dsittdvalld ryhmdlld ja tulosten vahvistukseksi

suoritettiin yksittadiset sokeakckeet.

i.c.v. (ug) ED50
suolaliuos 4,7 (3,2-6,8)
dynorfiini (1-10) amidi 20 5,0 (3,12-8,00)
dvnorfiini (1-10) amidi 10 4,3 (3,1-5,9)
dynorfiini (1-10) amidi 50 4,4 (2,7-7,1)
dynorfiini (1-13) amidi 10 14,0 (11,3-17,4)

Kuten edelld olevista koetuloksista n#hd&&n, dynor-
fiini(1-10)amidi ei muuttunut morfiinivastekdyristi,
joten naiiveilla eliimillid ei saatu antagonismia eiki
potensointia. Tdssd suhteessa vaikutus eroaa dynorfiini

(1-13) :n vaikutuksesta naiiveihin eldimiin.
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Seuraava esimerkki VI valaisee dynorfiini (1-10)amidin,
kaavan 1 mukaisen analogin, kaavan 2 mukaisen analogin
ja amidoidun dynorfiini(l1-13):n vaikutusta morfiinianal-
geesiaan morfiinitoleranteilla eldimilli.

Esimerkki VI

Vdhintd3dn 30 morfiinitoleranttia eldintid kisittivii

ryhmdd kdsiteltiin morfiinisulfaatilla (s.c.) joko yksi-

nddn tai yhdessd keksinndén mukaisten dynorfiiniamidianalogien

kanssa. Lisdksi syntetisoitiin dynorfiini(1-13)-amidi ja
sitd kéytettiin vertailukokeissa.

Kédsittely toistettiin toisella vdhintddn 30 tolerant-
tieldintd kdsittdvdlld ryhmdlld ja tulosten varmistamiséksi
suoritettiin vksittdiset sokeakokeet.

ED

A 50
suolaliuos 41,5 (30,7-56,0)
dynorfiini (1-10)amini 20 9,9 (6,6-15,2)
kaavan 1 mukainen analogi 20 17,5 (13,4-22,9)
kaavan 2 mukainen analogi 20 23,0 (17,6-30,.)
dynorfiini (1-13)amidi 50 10,8 (7,2-16,2)

Kuten edelld olevista koetuloksista ndhd&ddn, dynorfiini
(1-10) amidi potensoi vahavsti morfiinilla aikaansaatua
analgeesiaa (siirsi morfiinivastekdyrdd vasemmalle) mor-
fiinitoleranteilla eldimill&d. Kaavan 1 ja 2 mukaiset
analogit potensoivat myds morfiinin vaikutusta, mutta
vahdisemmdssd mddrin.

Morfiinitoleranteilla el&dimilld my6s dynorfiini
(1-13) amidipotensoi morfiinianalgeesiaa.

Muissa kokeissa dynorfiini (1-10)amidi osoittautui
vaikutukseltaan tehokkaammaksi kuin dynorfiini(1-13) est&-
md&dn hiiren siemenjohtimen nyk&dyksid (dynorfiini(1-10)ami-
din IC50=O,24 nM ja dynorfiini (1-13):n IC50= 3,9 nM).
gsidontakokeet osoittivat, ettd molemmilla opiocidipepti-

deilld oli samankaltaiset profiilit molempien edist&essd
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dihydromorfiinin (DHM) sitoutumista pikomolaarisina

konsentraatioina, mutta estdvdt DHM:n sitoutumisen nano-

molaarisina konsentraatioina (dynorfiini(1-10)amidin
IC50 = 5nM). Hiiren hé&ntédnykdisykokeessa dynorfiini
(1-10)amidilla on kuitenkin selektiivisempi vaikutus
morfiinianalgeesiaan,

Yhteenvetona edelld olevasta: vaikka dynorfiini
(1-10)amidilla ei itsessiidn olekaan merkitsevdi anal-
geettista aktiviteettia (jollei sit& anneta erittdin
suurina annoksina, jolloin se aikaansaa kouristuksia
ja muita samankaltaisia oireita), se eroaa dynorfiini
(1-13) :sta siind, ettei se potensoi morfiinia eiki
ole sille antagonistinen naiiveilla eldimill&d. Toi-
saalta morfiinitoleranteilla eldimilld dynorfiini
(1-10) amidi ndyttdd olevan tehokkaampi ja selektiivi-
sempi analogi kuin dynorfiini (1-13).

Edell& on kuvattu keksint8&d esittden sen eri-
tyisid toteutusmuotoja, jolloin on kuitenkin ym-
midrrettavdd, ettd nditd voidaan muunnella, ja ettad
tamd hakemus kdsittd8&8 kaikki sellaiset keksinndn
variaatiot, kaytdt tai kdyttdsovellutukset, jotka
perustuvat keksinndn periaatteeseen ja ettd keksintddn
sisdltyvdt sellaiset poikkeamat esilli olevasta seli-
tyksestd, jotka voidaan katsoa alalla tunnetuiksi tai
tavanomaisiksi, ja kaikki tdllaiset muunnokset ja
variaatiot kuuluvat myds keksinndn suojapiiriin, joka

on mddritelty seuraavissa patenttivaatimuksissa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd uusien terapeuttisesti kidyttdkel-
poisten dynorfiinijianidianalogien valmistamiseksi, joilla

on kaava

jossa Rl ja R, ovat vety, alkyyli, allyyli, formyyli

2
tai asetyyli, Rll ja R12 ovat vety, alkyyli tai allyyli,

R,-R ovat vety tai (-CH,-)_, jossa n on 1 tai 2,
3l 10 5 2 3N 4

AA” on tyrosiini, AA” ja AA” ovat glysiini, AA" on fe-

nyylialaniini, AA5 on leusiini, AA6 ja AA7 ovat argi-

niini, AA8 on isoleusiini, tyrosiini tai lysiini, AA9 on
arginiini tai proliini, ja AA'0 on proliini, t u n -

nettu siitd, ettd hartsiin, joka sisiltii Boc-Pro-

BHA:ta liitetdsn perdkkdin AA®, aa%, AA7, an®, aa’, ant,

AA3, AA2 ja AAl ja saatu polypeptidi poistetaan hart-
sista.
2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,

tunnettusiiti, ettd polypeptidissd on sekvenssi



18
TYR—GLY-GLY-—PHE—LEU-—ARG—ARG—AAs—ARG-PRO, jossa pro-
liini on amidoitu ja AA8 on tyrosiini, isoleusiini tai

lysiini.
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Patentkrav

1. Forfarande f&r framstdllning av nya terapeutiskt

anvdndbara dynorfinamidanaloger med formeln

vari R, och R, &r vdte, alkyl, allyl, formyl eller acetyl,

1 2
Riy och Pl2 &r vdte, alkyl eller allyl, R3—Rlo dr vidte 5
eller (-CHZ"), vari n. dr 1 eller 2, AA~ &r tyrosin, AA

och AA3 dr glycin, AA" &dr fenylalanin, AA5 dr leucin, AA6

och AA7 dr arginin, AA8 dr isoleucin, tyrosin eller lysin,
AA9 dr arginin eller prolin och AAlO dr prolin, k & n -
netecknat ddrav, att till ett harts, vilket inne-

hdller Boc-Pro-BHA, fogas efter varandra AAQ, AAB, AA7,

AA7, AA6, AAS, AA4, AA3, AA2 och AAl, och den erh&llna
polypeptiden avldgsnas fran hartset.

2. Forfarande enligt patenkravet 1, k d@nne -
t ecknat didrav, att polypeptiden innehdller sekvensen
TYR-GLY—GLY—PHE—LEU—ARG—ARG—AAB—ARG—PRO, vari prolinet &r

amiderat och AA8 dr tyrosin, isoleucin eller lysin.
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