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Konjugat na lieenie karcinomu prostaty, farmaceuticky prostriedok s jeho obsahom

a jeho pouzitie

Oblast techniky

Opisuju sa chemické konjugaty, obsahujice oligopeptidy s aminokyselino-
vymi sekvenciami, ktoré sa selektivne proteolyticky Stiepia volnym antigénom
§pecifickym pre prostatu (PSA) a ktoré obsahuju cyklicki aminokyselinu
s hydrofilnym substituentom a zname cytotoxické prostriedky. Tieto konjugaty su
pouZitefné pri lieGeni rakoviny prostaty a benignej hyperplazie prostaty (BPH).

Doterajsi stav techniky

Predpoklada sa, Ze v roku 1994 bude rakovina prostaty diagnostikovana u
200 000 muzov v USA a 38 000 Ameri¢anov na toto ochorenie zomrie (Garnick, M.
B. (1994), The Dilemmans of Prostaty Cancer, Scientific American, april 72 aZ 81).
Rakovina prostaty je teda najéastejSie diagnostikované zhubné bujnenie (iné ako
koZe) u Ameri¢anov a druhou najcastejSou pri¢inou imrti spojenych s rakovinou (za
rakovinou pluc) v tejto skupine.

Antigén (PSA) Specificky pre prostatu je jednoretazcovy glykoprotein
s molekulovou hmotnostou 33 kDa, ktory je produkovany takmer vyluéne fudskym
prostatickym epitelom a vyskytuje sa v hladinach 0,5 az 2,0 mg/ml v udskej tekutine
(Nadji, M. Taber, S. Z., Castro, A. a dalSi (1981) Cancer 48: 1229; Papsidero, L.,
Kuriyama, M., Wang, M., a dalsi (1990), J. Urol. 144: 1550, Wang, M. C.,
Valenzuela, L. A., Murphy, G. P., a dalsi (1979), Invest. Urol,, 17:159). Na
asparaginovy zvy$ok v polohe 45 je pripojena jedina uhfohydratova jednotka, ktora
tvori 2 az 3 kDa z celkovej molekulovej hmotnosti. PSA je protedza so $pecificitou
podobnou chymotrypsinu (Christensson, A., Laurell, C. B,, Lilja, H., (1990), Eur. J.
Biochem. 194: 755 az 763). Bolo ukazané, Zze PSA je hlavhe zodpovedny za
rozpustenie gélovej Struktiry, vytvorenej pri ejakulacii proteolyzou hlavnych
proteinov gélu zachycujaceho sperma, Semenogelinu | a Semenogelinu Il a
fibronektinu (Liljia, H. (1985), J. Clin. Invest. 76: 1899; Lilja, H., Oldbring, J.,
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Rannevik, G., a dal§i (1987), J. Clin. Invest 80: 281; McGee, R. S., Herr, J. C.
(1988). Biol. Reprod. 39: 499). Proteolyza sprostredkovana PSA proteinov,
tvoriacich gél, vytvara niekolko rozpustnych fragmentov Semenogelinu | a
Semenogelinu 1l a rozpustné fragmenty fibronektinu so skvapalnenim ejakulatu a
uvolnenim pohybuijtcich sa spermii (Lilja, H., Lauerll, C. B. (1984), Scand. J. Clin.
Lab. Invest. 44: 447; McGee, R. S., Herr, J. C. (1987), Biol. Reprod. 37: 431). PSA
moze dalej proteolyticky degradovat IGFBP-3 (vazbovy protein 3 rastového faktora
podobny inzulinu), ¢o umoziiuje IGF Specificky stimulovat' rast buniek vyluéujucich
PSA (Cohen a dalsi (1992), J. Clin. Endo. & Meta. 75: 1048 az 1053).

PSA v komplexe s alfa 1 — antichymotrypsinom je prevazujica molekularna
forma PSA séra a mlze sa podiefat az na 95 % najdeného PSA v sére
(Christensson, A., Bjorg, T., Nilsson, O., a dal8i (1993), J. Urol., 150: 100 aZ 105;
Lilja, H., Christensson, A., Dahlén, U. (1991), Clin. Chem. 37: 1618 az 1625;
Stenman, U. H., Leinoven, J. Alfthan, H., a dal8i (1991), Cancer Res. 51: 222 az
226). Prostatické tkanivo (normalne, benigne hyperplastické alebo maligne) podfa
predpokladov uvoliiuje prevazne zrell, enzymaticky aktivhu formu PSA, pretoZe
tato forma je nutna na tvorbu komplexov s alfa 1 — antichymotrypsinom (Mast, A. E.,
Enghild, J. J., Pizzo, S. V., a dalSi (1991), Biochemistry 30: 1723 az 1730;
Perimutter, D., H., Glover, G. |., Rivetna, M., a dalsi (1990), Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 87: 3753 az 3757). Preto sa predpoklada, Ze PSA je upravovany
(procesovany) a vyluéovany v mikroprostredi prostatickych buniek, vylu€ujucich
PSA vo svojej zrelej enzymaticky aktivnej forme, ktora nie je v komplexe so Ziadnou
inhibiénou molekulou. PSA tvori tiez stabilné komplexy s alfa 2 — makroglobulinom,
ale pretoZze to vedie k zapuzdreniu PSA a Uplnej strate epitopov PSA, vyznam
tvorby tohto komplexu in vivo je nejasny. Volna, v komplexe naviazana forma PSA
tvori mensiu ¢ast PSA v sére (Christensson, A., Bjorg, T., Nilsson, O., a dalSi
(1993), J. Urol., 150: 100 az 105; Lilja, H., Christensson, A., Dahlén, U. (1991), Clin.
Chem. 37: 1618 az 1625). Velkost tejto formy sérového PSA je podobna vefkosti
PSA v semennej tekutine (Lilja, H., Christensson, A., Dahlén, U. (1991), Clin. Chem.
37: 1618 az 1625) ale doteraz sa nevie, & modze byt volna forma sérového PSA
zymogén; vnutorne rozstiepena neaktivna forma zrelého PSA alebo PSA
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s enzymatickou aktivitou. Zda sa vS8ak nepravdepodobné, Zze vofna forma sérového
PSA prejavuje enzymaticku aktivitu, pretoZe existuje zna€ny (100 az 1000 nasobny)
molarny prebytok tak nezreagovaného alfa 1-antichymotrypsinu ako aj alfa 2-
makroglobulinu v sére v porovnani s hladinami volnej formy PSA s molekulovou
hmotnostou 33 kDa zistenymi v sére (Christensson, A., Bjérg, T., Nilsson, O., a
dalsi (1993), J. Urol., 150: 100 az 105; Lilja, H., Christensson, A., Dahlén, U. (1991),
Clin. Chem. 37: 1618 az 1625).

Merania PSA v sére st vyuzitefné na monitorovanie lie¢enia adenokarcinému
prostaty (Duffy, M. S. (1989), Ann. Clin. Biochem. 26: 379 az 387; Brawer, M. K. a
Lnge, P. H. (1989), Urol. Suppl. 5: 11 aZ 16, Hara, M. a Kimura, H. (1989), J. Lab.
Clin. Med., 113: 541 aZ 548), hoci koncentracie PSA v sére vysSie ako normalne
boli tiez hlasené u benignej hyperplazie prostaty a po chirurgickom zasahu na
prostate (Lilja, H., Christensson, A., Dahlén, U. (1991), Clin. Chem. 37: 1618 az
1625). Je tiez zname, Ze imunologicky reaktivny PSA vyluduje aj metastazy
prostaty, pretoze PSA v sére je zistitelny vo vysokych hladinach u pacientov
s odstranenou prostatou s rozSirenymi metastazami rakoviny prostaty (Ford, T. F.,
Butcher, D. N., Masters, R. W.,, a dal$i (1985), Brit. J. Urology 57: 5055). Preto by
mala byt cytotoxicka zliCenina, aktivovatefnd proteolytickou aktivitou PSA
$pecificka pre prostatické bunky rovnako ako pre metastazy prostatickych buniek
vyluéujucich PSA.

Predmetom predkladaného vynalezu je preto poskytnutie nového
protirakovinového prostriedku pouzitefného na lieGenie rakoviny prostaty, ktory
obsahuje oligopeptidy, ktoré su selektivne proteolyticky Stiepené volnym antigénom
§pecifickym pre prostatu (PSA) a ktoré obsahuju cyklicki aminokyselinu
s hydrofilnym substituentom v spojeni s cytotoxickym prostriedkom.

Dalsim predmetom vynalezu je pouZitie na lieéenie rakoviny prostaty.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu st protirakovinové prostriedky, pouzitelné na lieGenie
rakoviny prostaty. Tieto prostriedky obsahuju oligopeptidy kovalentne naviazané
priamo alebo cez chemicku spojovaciu skupinu (linker) na cytotoxicky prostriedok.
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Oligopeptidy st zvolené z oligomérov, ktoré su selektivne rozpoznavané volnym
antigénom S$pecifickym pre prostatu (PSA) a ktoré st schopné proteolytického
Stiepenia enzymatickou aktivitou volného antigénu Specifického pre prostatu. Tato
kombinacia oligopeptidu a cytotoxického prostriedku mbéze byt oznafovana ako
konjugat.

Konjugaty podfa predkladaného vyndlezu su dalej charakterizované
pritomnostou cyklickej aminokyseliny s hydrofiingm substituentom ako ¢&asti
oligopeptidov, kde uvedena cyklicka aminokyselina prispieva k rozpustnosti
konjugatu vo vode. Priklady tychto hydrofilnych cyklickych aminokyselin zahrnuja
bez obmedzenia hydroxylované, polyhydroxylované a alkoxylované skupiny prolinu
a kyseliny pipekolove;.

V idealnom pripade je cytotoxicka aktivita cytotoxického prostriedku znacne
Znizena alebo nepritomna, ak je na cytotoxicky prostriedok priamo alebo
prostrednictvom chemického linkéra naviazany oligopeptid, obsahujtci proteolytické
Stiepiace miesto a je inaktivny. Videalnom pripade taktiez podstatne stupa
cytotoxicka aktivita cytotoxického prostriedku alebo opét nadobida pdvodnu aktivitu
nemodifikovaného cytotoxického prostriedku, ak sa proteolyticky odstiepi
z pripojeného oligopeptidu v Stiepiacom mieste.

Naviac je vyhodné, ak sa oligopeptid voli z oligopeptidov, ktoré nie su
Stiepené alebo sa Stiepia ovela nizSou rychlostou v pritomnosti proteolytickych
enzymov inych ako PSA v porovnani so Stiepenim uvedenych oligopeptidov
v pritomnosti volného enzymaticky aktivheho PSA.

Z vyssie uvedenych ddvodov je Ziadlce, aby oligopeptid obsahoval kratku
peptidovi sekvenciu, vyvhodne menej ako desiatich aminokyselin. Najvyhodnejsi
oligopeptid obsahuje sedem alebo Sest kratkych aminokyselin. PretoZze konjugat
obsahuje vyhodne kratku aminokyselinova sekvenciu, rozpustnost’ konjugatu moéze
byt vo vééSom rozsahu ovplyvnena vSeobecne hydrofébnym charakterom
cytotoxickej zlozky. Preto sa hydrofiiné substituenty cyklickej aminokyseliny
v uvedenych konjugatoch volia tak, aby hydrofébny prispevok cytotoxického
prostriedku odstranili alebo zmensili.

Aj ked to nie je nutné, vyhodne uskutoénenie tohto vynalezu predstavuje
konjugat, v ktorom sa oligopeptid a chemicky linker, pokial je pritomny, odstiepuju
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z cytotoxického prostriedku proteolytickou aktivitou vofného PSA a akychkolvek
inych nativnych proteolytickych enzymov pritomnych v okolitom tkanive, &im sa
uvoliiuje ucinny cytotoxicky prostriedok alebo cytotoxicky prostriedok so zvyskom
oligopeptidu/linkéra, ktory aj napriek tomu zostava cytotoxicky, do fyziologického
prostredia v mieste proteolytického $tiepenia. Zahrnuté su tiez farmaceuticky
prijatelné soli konjugatov.

Rozumie sa, Ze oligopeptid, ¢i uz je pripojeny k cytotoxickému prostriedku
prostrednictvom priamej kovalentnej vazby alebo cez chemicky linkér, nemusi byt
oligopeptid, ktory je najviac rozpoznavany volnym PSA a ktory sa volnym PSA
najfah$ie proteolyticky Stiepi. Tak bude oligopeptid zvoleny na pouZitie v uvedenom
protirakovinovom prostriedku zvoleny tak z hfadiska selektivneho proteolytického
Stiepenia volnym PSA ako aj z hladiska cytotoxickej aktivity konjugatu cytotoxicky
prostriedok—proteolyticky zvySok (alebo v idealnej situacii, nemodifikovaného
cytotoxického prostriedku) vzniknutého takymto Stiepenim. Termin ,selektivny” ako
sa tu pouziva v spojeni s proteolytickym Stiepenim PSA znamena vacsiu rychlost
Stiepenia oligopeptidovej zloZzky podfa predkladaného vynalezu volnym PSA proti
Stiepeniu oligopeptidu, ktory obsahuje nahodnu sekvenciu aminokyselin. Preto je
oligopeptidova zlozka podfa predkladaného vynalezu vyhodnym substratom
volného PSA. Termin ,selektivny” tiez oznaduje, Ze oligopeptid je proteolyticky
§tiepeny volnym PSA medzi dvoma $pecifickymi aminokyselinami v oligopeptide.

Oligopeptidové zlozky podfa predkladaného vynalezu sG selektivne
rozpoznavané antigénom Specifickym pre prostatu (PSA) a su schopné
proteolytického Stiepenia enzymatickou aktivitou vofného antigénu, Specifického pre

prostatu. Takéto oligopeptidy obsahuju oligomér, zvoleny zo skupiny:

a) HaaXaaSerTyrGInlSerSer (SEQ.ID.NO.: 1);
b) HaaTyrGInISerSer (SEQ.ID.NO.: 2);
c) HaaXaaLysTyrGInlSerSer (SEQ.ID.NO.: 3);
d) HaaXaalLysTyrGInlSerSer (SEQ.ID.NO.: 4);
e) HaaXaahArgTyrGInlSerSer (SEQ.ID.NO.: 5);
f) HaaXaahArgChaGiInlSerSer (SEQ.ID.NO.: 6);

g) HaaXaaSerTyrGInlSerXaa (SEQ.ID.NO.: 7);



h) HaaTyrGInlSerXaa
i) HaaXaaSerChgGinlSerXaa
j) HaaChgGiniSerXaa

akakolvek aminokyselina, hArg je homoarginin, Cha je cyklohexylalanin a Chg je

cyklohexylglycin.

V inom uskuto¢neni predkladaného vynalezu obsahuje oligopeptid oligomér

zvoleny zo skupiny:

a) HaaTyrGlInlSerSerSerLeu

b) HaaXaaSerTyrGInlSerAla

c) AlaHaaXaaSerTyrTyrISer

d) AlaAsnHaaXaaSerTyrGInlSer
e) HaaXaaSerTyrGInlSerSerThr
f) HaaTyrGInISerSerThr

g) HaaXaaSerTyrGInlSerSerSer
h) HaaTyrGInlSerSerSer

i) HaaXaaLysTyrGinlSerSerSer
j) HaaXaahArgTyrGInlSerSerSer
k) HaaXaaSerTyrGInlSerSerLeu
I) HaaTyrGInISerSerLeu

m) HaaXaaSerTyrGInlSerLeu

n) HaaTyrGInlSerLeu

p) HaaXaaSerTyrGinlSerNle

q) HaaTyrGinlSerNle

r) HaaXaaSerTyrGInlSerTIC

s) HaaTyrGInISerTIC

t) HaaXaaSerChgGlinlISerLeu

u) HaaChgGiniSerLeu

v) HaaXaaSerChgGinlSerNle
w) HaaChgGiniSerNle

-6-

(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:

kde Haa je cyklickd aminokyselina substituovana hydrofilnou skupinou, Xaa je

(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:

8);
9);
10);

1);
12);
13);
14);
15);
16);
17);
18);
19);
20);
21);
22);
23);
24);
25);
26),
27);
28);
29);
30);
31);
32);
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x) HaaXaaSerChgGiniSerTIC (SEQ.ID.NO.: 33);
y) HaaChgGInlSerTIC (SEQ.ID.NO.: 34),
z) hArgChgGiniISerlLeu (SEQ.ID.NO.: 35); a
aa) hArgTyrGIniSerLeu (SEQ.ID.NO.: 36).

Vo vyhodnejSom uskutoéneni predkladaného vynalezu obsahuje oligopeptid

oligomér zvoleny zo skupiny:

a) 4-HypXaaSerTyrGInlSerSer (SEQ.ID.NO.: 37);
b) 4-HypXaaSerTyrGiniSerAla (SEQ.ID.NO.: 38);
c) Alad-HypXaaSerTyrTyriSer (SEQ.ID.NO.: 39);

d) AlaAsn4-HypXaaSerTyrGiniSer (SEQ.ID.NO.: 40);
e) 4-HypXaaSerTyrGInISerSerThr (SEQ.ID.NO.: 41);

f) 4-HypTyrGIniSerSerThr (SEQ.ID.NO.: 42),
g) 4-HypXaaSerTyrGInlSerSerSer (SEQ.ID.NO.: 43);
h) 4-HypTyrGInlSerSerSer (SEQ.ID.NO.: 44),

i) 4-HypXaaLysTyrGInlSerSerSer (SEQ.ID.NO.: 45),
j) 4-HypXaahArgTyrGInISerSerSer (SEQ.ID.NO.: 46);
k) 4-HypXaaSerTyrGinlSerSerLeu (SEQ.ID.NO.: 47),

I) 4-HypTyrGiniSerSerLeu (SEQ.ID.NO.: 48),
m) 4-HypXaaSerTyrGInlSerLeu (SEQ.ID.NO.: 49);
n) 4-HypTyrGInlSerLeu (SEQ.ID.NO.: 50);
p) 4-HypXaaSerTyrGinlSerNle (SEQ.ID.NO.: 51),
q) 4-HypTyrGiniSerNle (SEQ.ID.NO.: 52);
r) 4-HypXaaSerTyrGIniSerTIC (SEQ.ID.NO.: 53);
s) 4-HypTyrGInISerTIC (SEQ.ID.NO.: 54),
t) 4-HypXaaSerChgGinlSerLeu (SEQ.ID.NO.: 55);
u) 4-HypChgGiniISerLeu (SEQ.ID.NO.: 56);
v) 4-HypXaaSerChgGinlSerNle (SEQ.ID.NO.: 57);
w) 4-HypChgGIniSerNle (SEQ.ID.NO.: 568),

x) 4-HypXaaSerChgGInlSerTIC (SEQ.ID.NO.: 59),
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y) 4-HypChgGInISerTIC (SEQ.ID.NO.: 60);
kde 4-Hyp je 4-hydroxyprolin, Xaa je akakolvek aminokyselina, hArg je homo-
arginin, Cha je cyklohexylalanin a Chg je cyklohexylglycin.

Vo vyhodnejSom uskutoéneni vynalezu je Xaa vyhodne zvolena z Ala, Ser a
lle.

Vyraz ,oligoméry, obsahujice sekvenciu aminokyselin“, ako sa tu pouziva
vyssie a aj na inych miestach v opise vynalezu, opisuje oligoméry s diZkou od 3 do
priblizne 100 aminokyselinovych zvyskov, ktoré obsahuji vo svojej amino-
kyselinovej sekvencii Specificitou opisanui aminokyselinovu sekvenciu a ktoré sa tak
proteolyticky Stiepené vo vnutri opisanej aminokyselinovej sekvencie vofnym PSA.
Oligomér ma vyhodne 5 az 10 aminokyselinovych zvySkov. Tak napriklad

nasledujtici oligomér:

hArgSer4-HypChgGinlSerLeu (SEQ.ID.NO.: 61),
obsahuje aminokyselinovt sekvenciu:
4-HypChgGiniSerLeu (SEQ.ID.NO.: 56),

a spadal by teda do ramca predkladaného vynalezu.

Odbornikovi so zvyéajnou znalostou chémie peptidov bude zrejmé, Ze
niektoré aminokyseliny v biologicky aktivhom oligopeptide mdézu byt nahradené
inymi homolognymi, izosterickymi a/alebo izoelektronickymi aminokyselinami,
pricom biologicka aktivita pdvodného oligopeptidu bola u modifikovaného
oligopeptidu zachovana. Ako nahrada zodpovedajlcich prirodnych aminokyselin
v oligopeptidoch podfa predkladaného vynalezu mdzu byt tiez pouZzité niektoré
aminokyseliny, ktoré sa vprirode nevyskytuji a modifikované prirodné
aminokyseliny. Tak napriklad tyrozin mdze byt nahradeny zli€eninami 3-jédtyrozin,
2-metyltyrozin, 3-fluértyrozin, 3-metyltyrozin a podobne. Dalej méze byt napriklad
lyzin nahradeny N'-(2-imidazolyl)lyzinom a podobne. Na ilustraciu je uvedeny
neobmedzujlci zoznam nahrad aminokyselin:

Pévodna aminokyselina Nahradna aminokyselina(y)
Ala Gly
Arg Lys, Ornitin

Asn Gln



Asp Glu

Glu Asp

Gin Asn

Gly Ala

lle Val, Leu, Met, Nle
Leu lle, Val, Met, Nle
Lys Arg, Ornitin

Met Levu, lle, Nle, Val
Ornitin Lys, Arg

Phe Tyr, Trp

Ser Thr

Thr Ser

Trp Phe, Tyr

Tyr Phe, Trp

Val Leu, lle, Met, Nie

Tak napriklad sp6sobmi znamymi odbornikom v danej oblasti techniky mézu
byt syntetizované nasledujice oligopeptidy, u ktorych je mozné ¢akat, Ze budu
proteolyticky Stiepené pri zavedeni do konjugatu podfa predkladaného vynalezu

vofnym PSA:
Asn4-HyplleSerTyrGInlSer (SEQ.ID.NO.: 62);
Asn4-HypValSerTyrGInlSer (SEQ.ID.NO.: 63);
4-HypAlaSerTyrGIniSerSer (SEQ.ID.NO.: 64);
(3,4-dyhydroxyprolin)AlaSerTyrGiInlSerSer  (SEQ.ID.NO.: 65);
3-hydroxyprolinSerChgGInISer (SEQ.ID.NO.: 66);
4-HypAlaSerChgGIniSerSer (SEQ.ID.NO.: 67).

Symbol I* v aminokyselinovej sekvencii oznaduje miesto vo vnutri sekvencie,
v ktorom je oligopetid proteolyticky Stiepeny volnym PSA.

Zluceniny podia predkiladaného vynalezu mdzu obsahovat asymetrické
centrd a vyskytovat sa ako racematy, racemické zmesi a ako jednotlivé
diastereoméry, pricom v ramci predkladaného vynalezu su zahrnuté vSetky mozné
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izoméry vratane optickych izomérov. Pokial nie je Specifikované inak, predpoklada
sa, Ze uvadzané aminokyseliny budu mat prirodnu stereokonfiguraciu ,L“.
Na oznacenie uvedenych aminokyselin a skupin sa v opise a v tabufkach

pouzivaju nasledujuce skratky:

hR alebo hArg: homoarginin

hY alebo hTyr: homotyrozin

Cha: cyklohexylalanin

Amf: 4-aminometylfenylalanin

DPL: 2-(4,6-dimetylpyrimidinyl)lyzin

(imidazolyl)K: N‘-(2-imidazolyl)lyzin

Me,PO3-Y: O-dimetylfosfotyrozin

O-Me-Y: O-metyltyrozin

TIC: kyselina 1,2,3,4-tetrahydro-3-izochinolin-
karboxylova

DAP: 1,3-diaminopropan

TFA: kyselina trifluéroctova

AA: kyselina octova

3PAL: 3-pyridyl-alanin

4-Hyp: 4-hydroxyprolin

Abu: kyselina alfa-aminomaslova

Thi: tienylalanin

V danej oblasti techniky je dobre zname a plati to aj o predkladanom
vynaleze, Ze peptidylové terapeutické prostriedky ako su tu uvedené konjugaty
oligopeptid-cytotoxicky prostriedok maju vyhodne koncovi aminokyselinu
akéhokolvek oligopeptidového substituenta chranent vhodnou ochrannou skupinou,
ako je acetyl, benzoyl, pivaloyl a podobne. Tato ochrana koncovej aminoskupiny
obmedzuje alebo odstrafiuje enzymaticki degradaciu tychto peptidylovych
terapeutickych prostriedkov pésobenim peptidaz, ktoré s pritomné v krvnej plazme
teplokrvnych zvierat.

Medzi tieto ochranné skupiny patria aj hydrofilné blokovacie skupiny, ktoré sa
volia na zaklade pritomnosti hydrofilnej funkcnej skupiny. Blokovacie skupiny, ktoré
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zvy$uju hydrofilnost konjugatov a tym rozpustnost konjugatov vo vode, zahrnujl
bez obmedzenia hydroxylovany alkanoyl, polyhydroxylovany alkanoyl,
hydroxylovany aroyl, polyhydroxylovany aroyl, polyetylénglykol, glykozylaty, cukry a
crown étery, N-koncové neprirodné aminokyselinové skupiny moézZzu byt tiez
odstranené enzymatickou degradaciou aminopeptidazami.

N-koncova ochranna skupina sa vyhodne voli zo skupiny:

a) acetyl;

b)

d)

kde

R' a R? st nezavisle zvolené zo skupiny:

a) atébm vodika,

b) nesubstituovany alebo substituovany aryl, nesubstituovany alebo substituovany
heterocyklyl, C3-Cigcykloalkyl, C,-Cgalkenyl, C>-Csalkinyl, halogén, C;-Cgperfluér-
alkyl, R%0-, R}C(O)NR%, (R}2NC(0)-, (R*:N-C(NR%-, R*S(0)nNH, CN, NO,,
R3C(0)-, N3, -N(R®), alebo R*OC(O)NR>-,

c¢) nesubstituovany C4-Cgalkyl,

d) nesubstituovany C-Cgalkyl, kde substituent na substituovanom C;-Cgalkyle je
zvoleny zo skupiny nesubstituovany alebo substituovany aryl, nesubstituovany
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alebo substituovany heterocyklyl, C3-Cocykloalkyl, C.Cgalkenyl, C,-Cgalkinyl, R30-,
R3C(O)NR?-, (R*2NC(0)-, (R}:N-C(NR%-, R*S(0)mNH, CN, R3C(O)-, N3, -N(R%),
alebo R*OC(O)NR?>-, alebo
R! a R? su spojené za vytvorenia skupiny —(CH,)s, kde jeden z atémov uhlika je
pripadne nahradeny skupinou zvolenou z: O, S(O)m, -NC(O), NH a -N(COR?);
R® je zvolené zo skupiny: atém vodika, aryl, substituoavny aryl, heterocyklyl,
substituovany heterocyklyl, C1-Cgalkyl a C3-C1ocykloalkyl;
R* je zvolené zo skupiny: aryl, substituovany aryl, heterocyklyl, substituovany
heterocyklyl, C1-Cgalkyl a C3-C1ocykloalkyl;
m je 0, 1 alebo 2;
nje1, 2, 3 alebo 4,
p je nula alebo celé ¢islo medzi 1 a 100;
g je 0 alebo 1, za predpokladu, ze ak p je 0, q je 1;
r je celé ¢islo medzi 1a 10; a
s je 3, 4 alebo 5,
r je vyhodne 1, 2 alebo 3.

Oligopeptidy z uvedenych konjugatov obsahuju cyklicki aminokyselinu
substituovanu hydrofilnou skupinou, vy$sie oznaéenou terminom ,Haa", ktora mdze

byt tiez vyjadrena vzorcom:

o)

g-

~
(GHo)
R
RG
kde

RS je zvolené z HO- a C,-Cgalkoxy;
R® je zvolené zo skupiny atém vodika, halogén, C4-Cgalkyl, HO- a C4-Cgalkoxy a
tje 3 alebo 4.
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Struktara
POV

(GH2)

znamena skupinu cyklického aminu s 5 alebo 6 &lenmi v kruhu ako je cyklicky amin,
ktory mbéze byt napriklad fuzovany k fenylovému alebo cyklohexylovému kruhu.
Priklady takejto cyklickej aminovej skupiny zahrnuji bez obmedzenia konkrétne
Struktury:

Konjugaty podfa predkladaného vynalezu mézu mat asymetrické centra a
vyskytujd sa vo forme racematov, racemickych zmesi a ako jednotlivé
diastereoméry, pricom vSetky mozné izoméry, vratane optickych izomérov, su
zahrnuté do predkladaného vynalezu. Ak sa v niektorej zlozke vyskytuje niektora
premenna (napriklad aryl, heterocyklyl, R® a podobne) viackrat ako raz, jej definicia
pre kazdy vyskyt je nezavisla na kazdom dalsom vyskyte. Napriklad HO(CR'R?),-
znamena HOCH2CH,;-, HOCH;CH(OH)-, HOCH(CH3;)CH(OH)- a podobne.
Kombinacie substituentov a/alebo premennych s pripustné len v pripadoch, kedy
tymito zlG&eninami vznikaju stabilné latky.

Termin ,alkyl“ a alkylova ¢ast a podobné terminy ako sa tu pouzivaji, maju
oznacovat nasytené alifatické uhlovodikové skupiny s priamym alebo rozvetvenym
retazcom s konkrétnym poétom atomov uhlika. ,Alkoxy” znamena alkylova skupinu
s uvedenym podtom atémov uhlika pripojent cez kyslikovy mostik.

Termin ,cykloalkyl* ako sa tu pouziva ma oznaCovat nearomatické cyklické
uhlovodikové skupiny s uvedenym poétom atdémov uhlika. Priklady cykloalkylovych
skupin st cyklopropyl, cyklobutyl, cyklopentyl, cykiohexyl a podobne.
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LAlkenylové* skupiny zahrnuji skupiny s uvedenym poétom atémov uhlika,
ktoré maja jednu alebo niekofko dvojitych vézieb. Priklady alkenylovych skupin su
vinyl, alyl, izopropenyl, pentenyl, hexenyl, heptenyl, cyklopropenyl, cyklobutenyl,
cyklopentenyl, cyklohexenyl, 1-propenyl, 2-butenyl, 2-metyl-2-butenyl, izoprenyl,
farnesyl, geranyl, geranylgeranyl a podobne.

JAlkinylové“ skupiny sG skupiny s uvedenym poétom atémov uhlika,
obsahujuce trojité vazby. Ako priklady alkinylovych skupin je mozné uviest acetylén,
2-butinyl, 2-pentinyl, 3-pentinyl a podobne.

.Halogén“ alebo ,halo", ako sa tu pouziva, znamena fluér, chlér, bréom a jod.

JArylY, arylova Cast, aralkyl a aroyl ako sa tu pouziva ma oznacovat
akykolvek stabilny az sedemélenny monocyklicky alebo bicyklicky uhlikovy kruh,
pricom aspoii jeden kruh je aromaticky. Priklady tychto arylovych prvkov su fenyl,
naftyl, tetrahydronaftyl, indanyl, bifenyl, fenantryl, antryl alebo acenaftyl.

Termin heterocyklyl alebo heterocyklicky ako sa tu pouziva, znamena
stabilny 5- az 7-Clenny monocyklicky alebo stabilny 8- az 11-Elenny bicyklicky
heterocyklicky kruh, ktory je bud nasyteny alebo nenasyteny a ktory sa sklada
z atobmov uhlika a jedného az Styroch heteroatomov, zvolenych zo skupiny N, O a
S vratane akejkofvek bicyklickej skupiny, v ktorej je niektory z vy$Sie uvedenych
heterocyklickych kruhov fazovany k benzénovému kruhu. Heterocyklicky kruh méze
byt pripojeny v mieste ktoréhokolvek heteroatomu alebo atébmu uhlika, kedy toto
pripojenie vedie k vytvoreniu stabilnej Struktary. Priklady tychto heterocyklickych
prvkov zahrnuji bez obmedzenia azepinyl, benzimidazolyl, benzizoxazolyl,
benzofurazanyl, benzopyranyl, benzotiopyranyl, benzofuryl, benzotiazolyl,
benzotienyl, benzoxazolyl, chromanyl, cinnolinyl, dihydrobenzofuryl, dihydro-
benzotienyl, dihydrobenzotiopyranyl, dihydrobenzotiopyranylsulfén, furyl,
imidazolidinyl, imidazolinyl, imidazolyl, indolinyl, indolyl, izochromanyl, izoindolinyl,
izochinolinyl, izotiazolidinyl, izotiazolyl, izotiazolidinyl, morfolinyl, naftyridinyl,
oxadiazolyl, 2-oxoazepinyl, oxazolyl, 2-oxopiperazinyl, 2-oxopiperidinyl, 2-oxo-
pyrolidinyl, piperidyl, piperazinyl, pyridyl, pyrazinyl, pyrazolidinyl, pyrazolyl,
pyridazinyl, pyrimidinyl, pyrolidinyl, pyrolyl, chinazolinyl, chinolinyl, chinoxalinyl,
tetrahydrofuryl, tetrahydroizochinolinyl, tetrahydrochinolinyl, tiamorfolinyl, tia-
morfolinylsulfoxid, tiazolyl, tiazolinyl, tienofuryl, tienotieny! a tienyl.
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Terminy ,substituovany C_alkyl®, ,substituovany aryl® a ,substituovany
heterocyklyl* ako sa tu pouziva, znamenaji skupiny, obsahujice od 1 do 3
substituentov naviac k miestam pripojenia ku zvySku  zlGCeniny. Tieto dalSie
substituenty su zvolené zo skupiny F, Cl, Br, CF3, NHz, N(C4-Cgalkyl);, NO2, CN,
(C4-Cealkyl)O-, -OH, (C4-Cgalkyl)S(O)m-, (C1-Cealkyl)C(O)NH-, HaN-C(NH)-, (C4-Cq.
alkyl)C(O)-, (C1-Csalkyl)OC(O)-, N3, (C4-Csalkyl)OC(O)NH- a C1-Czoalkyl.

Termin ,celé Cislo medzi 1 a 10) znamena ¢isla 1 a 10 rovnako ako celé &isla
medzi tymito Cislami. Termin ,celé &islo medzi 1 a 100" znamena &isla 1 a 100
rovnako ako celé ¢isla medzi tymito &islami.

Ak su skupiny R' a R? spojené za vytvorenia skupiny —(CHa)s-, cyklickej
skupiny a cyklickej skupiny s obsahom heteroatdmu, ktoré su takto definované,

zahrnuji bez obmedzenia skupiny:

% e

¢ ’f )
~ .'I::E N .::,: ~ ’::_::
< O U

sRolle
s, “,, ':,I
_/ N—( CS
COR*

Termin ,PEG" ako sa tu pouziva, znamena niektoré substituenty, obsahujtce

Y

>

S
g
y

polyetylénglykol s uréenym poétom etylénoxidovych podjednotiek. Termin PEG(2)

teda znamena

o -
HiC g ™" \/\0/\“,‘17q
o

a termin PEG(6) znamena

HaCn o~ O~ o /\/O\/\o/\/o\/\ 0/\“/‘{
@)

O
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Termin ,(2R)(2,3-dihydroxypropionyl)* ako sa tu pouzZiva znamena
nasledujdcu Strukturu:

OH

Ho\/Kﬁ

O

Termin ,(2R,3S)-2,3,4-trihydroxybutanoly” ako sa tu pouZiva znamena
nasledujacu Struktaru:

l|o
ps
@)

HO

PretoZze konjugaty podla vynalezu mdZu byt pouzité na modifikaciu danej
biologickej odozvy, cytotoxicky prostriedok nema byt obmedzeny na klasické
chemické lieCivé prostriedky. Cytotoxicky prostriedok méze byt napriklad protein
alebo polypeptid s poZadovanou biologickou aktivitou. Medzi tieto proteiny méze
napriklad patrit toxin ako je abrin, ricin A, exotoxin pseudomonas, alebo toxin
zaskrtu; proteiny ako je tumorovy nekrézny faktor, a-interferén, p-interferén, nervovy
rastovy faktor, rastovy faktor odvodeny z dostiCiek, tkanivovy plazminogénny
aktivator alebo modifikatory biologickej odpovede ako su napriklad lymfokiny,
interleukin-1 (,IL-1"), interleukin-2 (,IL-2%), interleukin-6 (,IL-6“), granulocytovy
makrofagovy faktor stimulujaci kolénie (,GM-CSF*), granulocytovy faktor stimulujuci
kolénie (,G-CSF*) alebo iné rastové faktory.

Medzi vyhodné cytotoxické prostriedky vSeobecne patria alkylaéné ¢inidla,
antiproliferativne &inidla, prostriedky viaZzuce sa na tubulin a podobne. Vyhodnymi
triedami cytotoxickych prostriedkov st napriklad liediva zo skupiny antracyklinov,
alkaloidy skupiny vinca mitomyciny, bleomyciny, cytotoxické nukleozidy, taxany a
lieky pteridinovej skupiny, diynény a podofylotoxiny. Medzi zviast pouzitelné &leny
tychto skupin patri napriklad doxorubicin, karminomycin, daunorubicin, aminopterin,
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metotrexat, metopterin, dichlérmetotrexat, mitomycin C, porfiromycin, 5-fluéruracil,
6-merkaptopurin, cytozin arabinozid, podofylotoxin alebo derivaty podofylotoxinu
ako je etopozid alebo etopozid fosfat, melfalan, vinblastin, vincristin, leurozidin,
vindezin, leurozin, taxol a podobne. Medzi dalSie pouzitelné cytotoxické prostriedky
patria estramustin, cisplatina a cyklofosfamid. Odbornik v danej oblasti techniky
mobZe uskutoénit chemické modifikacie poZzadovanych cytotoxickych prostriedkov na
ufahéenie reakgcii tychto zlienin na uéely pripravy konjugatov podla vynalezu.

Medzi velmi vyhodni skupinu cytotoxickych prostriedkov pouzitefnych
v predkladanom vynaleze patria lieCiva nasledujucich vzorcov:

Metotrexatova skupina vzorca (1):

H,N con9
CONHCHCHZCHZCOZH

R12

kde

R'? je amino alebo hydroxy,

R je atém vodika alebo metyl,

R® je atém vodika, fluér, chiér, brom alebo jod,

R® je hydroxy alebo skupina, ktor4 umozni vytvorenie soli kyseliny karboxylovej;

Mitomycinova skupina vzorca (2):

o)
H N CH,OCONH, 2
| OCH,4
H4C N
O N ~ R‘ 0

kde
R'® je atém vodika alebo metyl;
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Bleomycinova skupina vzorca (3):

CONH, NH,
ﬁ CONH;

B N h —ﬁ

CHY
HO CH,
)
HO NJ
\/‘\O
HO
OH 0 OH
HO O ~OH
CONH,

kde
R'" je hydroxy, amino, C;-Csalkylamino, di(Cs-Csalkyl)amino, C,-Cgpolymetylén-

amino,
NH
+ ]
-NHCH,CH,;CH,S-CHg ; al -NHCH,CH,CH,CHoNH-C-NH;
|
CHg3

Meftalan vzorca (4):

HO2'CH'CH2@ N(CHchzcl)z (4)
|
NH,
SH H "
N
L
/
SN

6-Merkaptopurin vzorca (5):



Cytozin arabinozid vzorca (6):

NH,
X
N~ O
‘ (6)
HOHzc\‘ :O:
HO OH

Podofylotoxiny vzorca (7):

R‘a/'v
H(&A-—O

OH
o (7)
4 (0
l o)
CH,0” : “OCH;
kde OH

R je atém vzorca alebo metyl,
R™ je metyl alebo tienyl,
alebo ich fosfatova sof;

Skupina lie€iv zo skupiny alkaloidov vinca vzorca (8):

R16
.‘\817

‘o H18 (8)
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kde

R'® je H, CH; alebo CHO, ak R'" a R*® sa berti jednotlivo;

R je H a jedno z R a R" je etyl a druhé je H alebo OH; ak R'” a R'® sa beru
spolocne s atbmami uhlika, ku ktorym su pripojené, vytvaraju oxiranovy kruh,
pricom v takomto pripade R je etyl;

R'® je atém vodika, (C1-Caalkyl)CO alebo chlérsubstituovany (C4-Csalkyl)CO;

Difluérnukleozidy vzorca (9):

R'_ _O_ _CH,OH

9)
F [ OH

F

kde
R?' je baza jedného zo vzorcov:

o o R23
22 CH=CHR?
WY T ”l)\T
e Js A 2
o™ N HNTONT N O N

NH NH,
7

A,ﬁ S

o

kde

R?2 je atém vodika, metyl, brom, fluér, chlor alebo jod;
R? je —~OH alebo —NH;

R? je atém vodika, brém, chlér alebo jod;

alebo
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Antracyklinové antibiotika vzorca (10):

(10)

kde R

R? je —CH3, -CHOH, -CH,0CO(CH,)3CH; alebo ~CH,OCOCH(OC;Hs)2;

RP je ~OCHjs, -OH alebo -H;

R® je —NH,, -NHCOCF3, 4-morfolinyl, 3-kyano-4-morfolinyl, 1-piperidinyl, 4-metoxy-
1-piperidinyl, benzylamin, dibenzylamin, kyanometylamin alebo 1-kyano-2-
metoxyetylamin;

R? je —OH, -OTHP alebo -H; a

R® je —OH alebo -H za predpokladu, Ze R® nie je skupina —OH, ak R® je —~OH alebo
~OTHP.

Estramustin (11):

o, OH

(11)

(CICH,CH,),NCOO

Cyklofosfamid (12):

0_N(CH;CHCI),
Pg (12)
NH
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NajvyhodnejSie lieiva su antracyklinové antibiotika vzorca (10), opisané
vy$Sie. Odbornik v danej oblasti techniky bude rozumiet, Ze tento Struktirny vzorec
zahrnuje zluceniny, ktoré su liediva alebo derivaty lie€iv, ktoré ziskali v danej oblasti
techniky rézne generické alebo trivialne nazvy. Tabufka 1, ktora nasleduje, uvadza
cely rad antracyklinovych lie€iv a ich generické alebo trividlne nazvy, ktoré su zvlast

vyhodné na pouzitie v predkladanom vynaleze.

Tabulka 1

(11)
ZIigenina R RE |R° RS R°®
daunorubicin® [CHs OCH; [NH: OH H
doxorubicin® |CH,OH OCH3 [NH; OH H
detorubicin CH2OCOCH(OC2Hs)2, [OCH3; |[NH» OH H
karminomycin {CHs; OH NH; OH H
idarubicin CH, H NH; OH H
epirubicin CH-OH OCHs [NH; OH OH
esorubicin CH2OH OCH3 [NH: H H
THP CH,OH OCH3; |NH;z OTHP |H
AD-32 CH,OCO(CH2)sCH3 OCH3; {NHCOCF; |OH H

a daunomyecin® je alternativny nazov pre daunorubicin,

b adriamycin® je alternativny nazov pre doxorubicin
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Zo zluéenin uvedenych v tabulke 1 st najvyhodnejSie cytotoxické prostriedky
doxorubicin, vinblastin a desacetylvinblastin. Doxorubicin (oznaovany tu ako
,DOX") je antracyklin vzorca (10), v ktorom R? je =CH;0H, R® je -OCH3, R je =NHj,
R%je —OH a R®je —H.

Konjugat oligopeptid-cytotoxicky prostriedok podfa vynalezu, kde cytoto-
xickym prostriedkom je vhodny cytotoxicky prostriedok doxorubicin, mbze byt

opisany v§eobecnym vzorcom |

0]

I

i

OH  oligopeptid YR

C-koniec N-koniec
kde
oligopeptidom je oligopeptid, ktory je selektivne rozpoznavany volnym antigénom
Specifickym pre prostatu, PSA a ktory je schopny proteolytického Stiepenia
enzymatickou aktivitou volného antigénu S$pecifického pre prostatu, a kde

oligopeptid obsahuje cyklicki aminokyselinu vzorca

0
X _?—2—
(GHR),
RS
6
a kde R
C-koncovy karbonyl je kovalentne naviazany na amin doxorubicinu,

R je zvolené z
a) atom vodika,
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b) —-(C=0)R"?,

c)

d)

R' a R? st nezavisle zvolené zo skupiny: atém vodika, OH, C4-Cgalkyl, C4-Cgalkoxy,
C1-Csaralkyl a aryl,
R'@ je C4-Cgalkyl, hydroxylovany aryl, polyhydroxylovany ary! alebo aryl,
R® je zvolené a HO- a C4-Cgalkoxy,
R® je zvolené zo skupiny atém vodika, halogén, C+-Cgalkyl, HO- a C;-Cgalkoxy a
nje1, 2, 3 alebo 4,
p je nula alebo celé ¢€islo medzi 1 a 100,
q je 0 alebo 1, za predpokladu, Ze ak p je nula, q je 1,
rje celé Cislomedzi1a10a
tje 3 alebo 4,
alebo ich farmaceuticky prijatefna solf.
Vo vyhodnom uskutoéneni vynalezu konjugat oligopeptid-cytotoxicky
prostriedok je
cyklickou aminokyselinou

0
JJ.N s.

g(\RG

HO
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kde

R je zvolené z
a) atom vodika,
b) «(C=O0)R™,

9  Ho

d)

9)

R' a R? st nezavisle zvolené zo skupiny: atém vodika, C1-Cgalkyl a aryl,
R'2 je C;-Csalkyl alebo ary,

nje 1,2, 3alebo4,

n'je 0, 1, 2 alebo 3,

p je nula alebo celé &islo medzi 1 a 14,

q je 0 alebo 1, za predpokladu, ze ak p je nula, g je 1,

rje celé dislomedzi1a10a
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tje 3,
alebo opticky izomér alebo ich farmaceuticky prijatefna sol.

Nasledujuce zla€eniny su konkrétnymi prikladmi konjugatu oligopeptid-
cytotoxicky prostriedok podla predkladaného vynalezu

OH

kde X je

o O
4 C’Q AIaSerCthlnSerLeu—s— (SEQ.ID.NO.: 68),
3
N

OH
o O
HOZC’\/[(& AIaSerCthlnSerLeu—g- (SEQ.ID.NO.: 69),
N
OH

o
H AlaSerChgGInSerLeu—3- (SEQ.ID.NO.: 70),
N
OH
HO,C o O
'] AlaSerChgGinSerLeu—3-

N

(SEQ.ID.NO.: 71),
OH
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o O
H.C { AIaSerCthInSerLeu—s— (SEQ.ID.NO.: 72),
3

N

OH

OH
o O
H C,O\/\o/\/o\/(‘\g‘ AlaSerCthInSerLeu—g-
: N

(SEQ.ID.NO.: 73),

OH
o O
H C’/( AIaSerCthInSer\N '7{ (SEQ.ID.NO.: 74),
3 N H
O
OH

SEQ.ID.No
Sukcinyl-(4-Hyp)ASChgQ-SV-DOX (3') 75
Glutaryl-(4-Hyp)ASChgQ-SV-DOX (3°) 76
Glutaryl-(4-Hyp)ASChgQ-SI-DOX (3') 77
Sukcinyl-(4-Hyp)SSChgQ-SI-DOX (3°) 78
Sukcinyl-(4-Hyp)ASChgQ-SI-DOX (3°) 79
Sukcinyl-(4-Hyp)ASChgQ-SAbu-DOX (3°) 80
Glutaryl-(4-Hyp)SSChgQ-SI-DOX (3") 81
Glutaryl-(4-Hyp)SSChgQ-SL-DOX (3) 82
PEG(2)-(4-Hyp)SSChgQ-SL-DOX (3°) 83
Sukcinyl-(4-Hyp)ASChgQ-SThi-DOX (3) 84
PEG(4)-(4-Hyp)SSChgQ-SL-DOX (3 85
PEG(2)-(4-Hyp)ASChgQ-SThi-DOX (3') 86
Sukcinyl-3,4-(diOH)PASChgQ-SL-DOX (3) 87
Malony!-(4-Hyp)ASChgQ-SL-DOX (3") 88
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alebo ich opticky izomér alebo ich farmaceuticky prijatefna sof.
Konjugat oligopeptid-cytotoxicky prostriedok podla predkladaného vynalezu,
v ktorom je cytotoxicky prostriedok s vyhodou vinblastin alebo desacetylvinblastin,

mbze byt opisany vSeobecnym vzorcom Il nizSie

(N

XL -fo!igopeptid -R

C-koniec
kde
oligopeptidom je oligopeptid, ktory je Specificky rozpoznany vofnym antigénom
Specifickym pre prostatu, PSA a ktory je schopny proteolytického Stiepenia
enzymatickou aktivitou volného antigénu Specifického pre prostatu a kde oligopeptid

obsahuje cyklickii aminokyselinu vzorca

@)
X _}2-
( H2)t
RS
RS

kde
XL je =NH-(CH2),-NH-,
R je zvolené z
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a) atom vodika,
b) -(C=0)R'®,

C)

R' a R? st nezavisle zvolené zo skupiny: atdbm vodika, OH, C4-Cealkyl, C1-Cgalkoxy,
C1-Csaralkyl a aryl,
R'@ je C;-Csalkyl, hydroxylovany aryl, polyhydroxylovany aryl alebo aryl,
R'® je atém vodika, (C1-Caalkyl)-CO, alebo chlérsubstituovany (C+-Caalkyl)-CO,
nje1, 2, 3 alebo 4,
p je nula alebo celé &islo medzi 1 a 100,
g je 0 alebo 1, za predpokladu, Ze p je nula, q je 1,
rje 1, 2 alebo 3,
tje 3 alebo 4
uje 1,2, 3,4alebo 5,
alebo ich farmaceuticky prijatelné soli.
Dalsie uskutoénenie konjugatu oligopeptid-cytotoxicky prostriedok podra
predkladaného vynalezu, kde cytotoxickym prostriedkom je vyhodne vinblastin

alebo desacetylvinblastin, mbze byt opisané vSeobecnym vzorcom Il



()

Co -/oligopeptid - NRSR"

N-koniec
C-koniec

kde

oligopeptidom je oligopeptid, ktory je Specificky rozpoznavany vofnym antigénom
Specifickym pre prostatu, PSA a ktory je schopny proteolytického Stiepenia
enzymatickou aktivitou volného antigénu Specifického pre prostatu a kdeoligopeptid

obsahuje cyklicki aminokyselinu vzorca

0]
\
Y _?—3-
(GH2)
RS
RG
R9 a R" st nezavisle zvolené zo skupiny: atém vodika, C1-Csalkyl, -C;-Csalkyl-OH,
-C1-Csalkyl-di-OH, -C4-Cgalkyl-tri-OH a

0
HyC” (\/\o)p]d,\;{

za predpokladu, Ze aspoii jedna zo skupin R? a R® nie je atom vodika alebo
C1-Cs-alkyl alebo

R® a R" st spojené za vytvorenia diradikalu ~CH2CH,OCH,CH,-,

R' je atém vodika (C-Caalkyl)-CO alebo chlérsubstituovany (C4-Caalkyl)-CO,
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p je nula alebo celé &islo medzi 1 a 100,
q je 0 alebo 1, za predpokiadu, Ze p je nula, q je 1,
alebo ich farmaceuticky prijatefna sof.
Nasledujice zlaceniny su konkrétne priklady konjugatov oligopeptid-

desacetylvinblastin podfa predkladaného vynalezu:
OH

Ho\/l\
4-HypAlaSerChgGin-SerLeu—NH

(SEQ.ID.NO.: 89),

HO\)\
4-HypAlaSerChgGin-SerVal—NH

(SEQ.ID.NO.: 80),



C-koniec
(0 /
4-HypAlaSerChgGin-SerLeu—NH,
(SEQ.ID.NO.: 91),

alebo ich opticky izomér alebo farmaceuticky prijatefna sof.

Oligopeptidy, peptidové podjednotky a derivaty peptidov (taktiez oznatované
.peptidy’) podla predkladaného vynalezu mézu byt syntetizované z jednotlivych
aminokyselin beznymi spdsobmi syntézy peptidov, vyhodne technolégiou syntézy
na tuhej faze. Peptidy sa potom vydistia vysokovykonnou kvapalinovou
chromatografiou na reverznej faze (HPLC).

Standardné spdsoby syntézy peptidov st opisané napriklad v nasledujucich
pracach: Schroeder a dalsi, , The Peptides®, diel |, Academic Press 1965; Bodansky
a dal8i, ,Peptide Synthesis*, Interscience Publishers, 1966; McOmie (ed.),
.Protective Groups in Organic Chemistry”, Plenum Press, 1973; Barany a dalsi,
.The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology“, 2, kapitola 1, Academic Press, 1980 a
Stewart a dalsi, ,Solid Phase Peptide Synthesis®, druhé vydanie, Pierce Chemical
Company, 1984. Obsahy tychto pramefiov sa tymto zaradujui odkazom.

Vhodne substituovana cyklicka aminokyselina s hydrofiinym substituentom,
ktora mbéze byt zaradend do opisovanych konjugatov Standardnymi spdsobmi
syntézy peptidov, je sama bud komeréne dostupna alebo mébze byt lahko
syntetizovana v danej oblasti techniky znamymi spdsobmi. Syntézy vhodne
substituovanych prolinov sa opisujd v nasledujicich &lankoch a citovanych
referenciach: J. Ezquerra a dalSi J. Org. Chem., 60: 2925 az 2930 (1995); P. Gill a
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W. D. Lubell, J. Org. Chem., 60: 2658 az 2859 (1995); a M. W. Holladay a dal$i, J.
Med. Chem., 34: 457 aZz 461 (1991). Obsah tychto spisov sa tymto zaraduje
odkazom.

Farmaceuticky prijatelné soli zliéenin podfa vynalezu zahrnuju bezné
netoxické soli zluéenin podfa vynalezu, ktoré sa tvoria napriklad z netoxickych
anorganickych alebo organickych kyselin. Medzi tieto bezné netoxické soli patria
soli odvodené zanorganickych kyselin, ako je kyselina chlorovodikova,
bromovodikova, sirova, sulfamova, fosforeénda, dusiéna a podobne a soli vyrobené
z organickych kyselin ako je kyselina octova, propiénova, jantarova, glykolova,
stearova, mlieéna, jabléna, vinna, citrénova, askorbova, pamova, maleinova,
hydroxymaleinova, fenyloctova, glutamova, benzoova, salicylova, sulfanilova, 2-
acetoxybenzoova, fumarova, toluénsulfénova, metansulfénova, etandisulfonova,
Stavelova, izetionova, trifluéroctova a podobne.

Konjugaty podla predkladaného vynalezu, ktoré obsahuju oligopeptid so
§tiepiacim miestom PSA a cytotoxicky prostriedok, mézu byt podobne syntetizované
spésobmi dobre znamymi v danej oblasti lekarskej chémie. Napriklad volna
aminova skupina na cytotoxickom prostriedku méZe byt kovalentne pripojena
k oligopeptidu na karboxylovom konci, takze sa vytvori amidova véazba. Podobne sa
mobze amidova vazba vytvorit kovalentnou vézbou aminovej skupiny oligoepptidu a
karboxylovej skupiny cytotoxického prostriedku. Na tieto uéely je mozné pouzit latky
ako je 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,3,3-tetrametyluréniumhexafluérfosfat (znamy ako
HBTU) a 1-hydroxybenzotriazolhydrat (znamy ako HOBT), dicyklohexylkarbodiimid
(DCC), N-etyl-N-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid (EDC), difenylfosforylazid
(DPPA), benzotriazol-1-yl-oxy-tris-(dimetylamino)-fosfoniumhexafluérfosfat (BOP) a
podobne, pouzivanych jednotlivo alebo v kombinacii.

Predkladany konjugat méze byt dalej vytvoreny nepeptidovou vazbou medzi
Stiepiacim miestom PSA a cytotoxickym prostriedkom. Cytotoxicky prostriedok moze
byt napriklad kovalentne pripojeny ku karboxylovému koncu oligopeptidu cez
hydroxylova skupinu na cytotoxickom prostriedku za vytvorenia esterovej vazby. Na
tento ucel je mozné pouzit Cinidla ako kombinacie HBTU a HOBT, kombinacie BOP
a imidazolu, kombinacie DCC a DMAP a podobne. Karboxylovli kyselinu je tiez
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mozné aktivovat vytvorenim nitrofenylového esteru a podobne a uskutoénit' reakciu
v pritomnosti DBU (1,8-diazabicyklo[5.4.0]Jundek-7-én).

Predkladany konjugat méZe byt tiez vytvoreny naviazanim oligopeptidu na
cytotoxicky prostriedok pomocou linkera. Tato jednotka linkera je napriklad
biskarbonylalkylovy diradikal, priom je aminova skupina cytotoxického prostriedku
spojena s jednotkou linkera za vytvorenia amidovej vdzby a aminovy koniec
oligopeptidu je pripojeny na druhy koniec jednotky linkera, taktiez za vytvorenia
amidovej vazby. Je tiez mozné pouzit diaminoalkyl diradikalovej jednotky linkera,
kde je karbonylova skupina cytotoxického prostriedku kovalentne pripojena na
jeden z aminov linkerovej jednotky, zatial ¢o druhy amin jednotky linkera je
kovalentne naviazany na C-koniec oligopeptidu. Su tiez mozné aj iné jednotky
linkerov stabilné k fyziologickému prostrediu, pokial nie st v pritomnosti volnej PSA,
ale odstiepitefné po rozstiepeni proteolytického Stiepiaceho miesta PSA. Naviac
mbzu byt pouzité jednotky linkera, ktoré po odstiepeni proteolytického $tiepiaceho
miesta PSA zostant naviazané na cytotoxicky prostriedok, ale vyznamne nezniZuju
cytotoxickl aktivitu derivatu cytotoxického prostriedku vytvoreného s$tiepenim
v porovnani s nemodifikovanym cytotoxickym prostriedkom.

Odbornik v danej oblasti techniky bude rozumiet, Zze pri syntéze zlG¢enin
podfla vynalezu je v niektorych pripadoch potreba chranit rézne reaktivne funkéné
skupiny na vychodiskovych zlugeninach a v medziproduktoch, pokialf sa na inych
Gastiach molekuly uskutoéiiuje pozadovana reakcia. Po ukonéeni uskuto&fiovanych
reakcii alebo v akomkofvek vhodnom ¢€ase mdzu byt normaine tieto ochranné
skupiny odstranené napriklad hydrolyzou alebo hydrogenolyzou. Tieto kroky
naviazania a odStiepenia ochrannych skupin su v organickej chémii beZné.
Odbornika je mozné odkazat na publikacie: Protective Groups in Organic
Chemistry, McOmie ed., Plenum Press, NY, NY (1973); a Protective Groups in
Organic Synthesis, Green, ed., John Wiley & Sons, NY, NY (1981), kde je mozné
najst ochranné skupiny, vyuZitelné pri priprave zli¢enin podla predkladaného
vynalezu.

Ako priklad vyuzitelnych ochrannych skupin aminoskupiny je mozZné uviest
napriklad skupiny Ci-Cjioalkanoyl ako je formyl, acetyl, dichléracetyl, propionyl,
hexanolyl, 3,3-dietylhexanoyl, y-chlérbutyl a podobne; skupiny C4-C4ealkoxykarbonyl
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a Cs-Cisaryloxykarbonyl ako je terc-butylkarbonyl, benzyloxykarbonyl, alyloxy-
karbonyl, 4-nitrobenzyloxykarbonyl, fluorenylmetyloxykarbonyl a cinamoyloxy-
karbonyl; skupinu halogén-(C4-Cqg)alkoxykarbonyl ako je 2,2,2-trichléretoxy-
karbonyl; a skupinu C4-Cssarylalkyl a alkenyl ako je benzyl, fenetyl, alyl, trityl a
podobne. Dalsie beZne pouzivané ochranné skupiny aminoskupin s skupiny vo
forme n-aminov pripravené s pB-ketoestery ako je metyl- alebo etylacetoacetat.

Pouzitelnymi ochrannymi skupinami karboxyskupin m6ézu byt napriklad C4-
Cioalkylové skupiny ako je metyl, terc-butyl, decyl; halogén-C4-Cpalkyl ako je 2,2,2-
trichloretyl a 2-jédetyl; Cs-Cqsarylalkyl ako je benzyl, 4-metoxybenzyl, 4-nitrobenzyl,
trifenylmetyl, difenylmetyl, C4-Cjoalkanoyloxymetyl ako je acetoxymetyl, propién-
oxymetyl a podobne; a skupiny ako je fenacyl, 4-halogénfenacyl, alyl, dimetylalyl, tri-
(C41-Caalkyl)silyl ako je trimetylsilyl, B-p-toluénsulfonyletyl, B-p-nitrofenyltioetyl, 2,4,6-
trimetylbenzyl, B-metyltioetyl, ftalimidometyl, 2,4-dinitrofenylsulfenyl, 2-nitrobenz-
hydryl a pribuzné skupiny.

Pouzitelné ochranné skupiny hydroxyskupin mézu napriklad zahrnovat
skupinu formyl, chiéracetyl, benzyl, benzhydryl, trityl, 4-nitrobenzyl, trimetylsilyl,
fenacyl, terc-butyl, metoxymetyl, tetrahydropyranyl a podobne.

Ako vyhodne uskutoénenie oligopeptidu v kombinacii s antracyklinovym
antibiotikom doxorubicin ilustruju nasledujice reakéné schémy na syntézu

konjugatu podla predkladaného vynalezu.



Reakéna schéma |
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OH

(o) 12)

oligopeptid

t

CH,0 -—'l oligopeptid

N-koniec

!

N-koniec
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Reakcna schéma Il

(11) OH CHO O OH §

1

N-koniec

o} (14)

OH
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Reakdéna schéma il

(11)

| oligopeptid

!

C-koniec

o] (15)

OH
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Reakéna schéma IV

OH

(11)

H2NHN—: oligopeptid

o OH NfN—IL oligopeptid
I

1

CH,OH N-koniec

OH
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Reakéna schéma V

OH

HoN - .
N—= oligopeptid
YN oligopep

° T

N-koniec

CHj; O N-koniec

OH

Reakéna schéma VI ilustruje wvyrobu konjugatov pouzitych v ramci
predkladaného vynalezu, kde oligopeptidy st kombinované s cytotoxickym
prostriedkom vinblastinom zo skupiny alkaloidov vinca. Pripojenie N-konca
oligopeptidu na vinblastin je ilustrované v praci (S. P. Kaukuri a dal$i, J. Med.
Chem., 28: 1079 az 1088 (1985)).
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Reakéna schéma VI

NoH,, reflux, MeOH

CH,0

vinblastin

HONO

" CH,CH,
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Reak&na schéma VI — pokraéovanie

C-koniec

1. oligopeptid - R

2. Ac,0, pyridin

CH0

CO oligopeptid - NH,

!

C-koniec

kde
R znamena —NH,, -O-alkyl a podobne.

Reakéna schéma VIl ilustruje vyrobu konjugatov oligopeptidov podla
predkladaného vynalezu a cytotoxického prostriedku vinblastinu zo skupiny
alkaloidov vinca, pri¢om pripojenie vinblastinu je na C-koniec oligopeptidu. Pouzitie
1,3-diaminopropanového linkera je len ilustraéné; je mozné pouzit aj iné
oddelovacie skupiny medzi karbonylom vinblastinu a C-koncom oligopeptidu.
Schéma VIl dalej ilustruje syntézu konjugatov, kde hydroxylova skupina v polohe
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C-4 sa po pridavku linkerovej jednotky reacetyluje. Prihlasovatelia objavili, Ze
desacetylvinblastinovy konjugat je tiez udinny a méze byt vyrobeny vynechanim
krokov ukazanych v reakénej schéme VII ochrany primarneho aminu linkera a
reakciou medziproduktu s anhydridom kyseliny octovej s naslednym odstranenim
ochrannej skupiny z aminu. Konjugéacia oligopeptidu v inych polohach a funkénych
skupinach vinblastinu méZe byt odbornikom v danej oblasti techniky [ahko
uskutocnena a pravdepodobne tieZz poskytne zli€eniny pouZitelné pri lieébe
rakoviny prostaty.

Rozumie sa tiez, Ze je moZné pripravit konjugaty, v ktorych N-koniec
oligopeptidu, obsahujuci cyklicki aminokyselinu s hydrofiinym substituentom
pouzivané pri sposobe lieenia podla vynalezu, sa kombinuji s cytotoxickym
¢inidlom ako je vinblastin, zatial ¢o C-koniec sa siasne naviaZe na iny cytotoxicky
prostriedok, ktory mbze byt rovnaky alebo rézny, napriklad doxorubicin. Reakéna
schéma VIl ilustruje syntézu takéhoto polycytotoxického konjugatu. Takyto
polycytotoxicky konjugat mdéze mat proti konjugatu, obsahujicemu len jeden
cytotoxicky prostriedok vyhody.

Reakéna schéma VI

1. H,N - CH,CH,CH, - NH,
2. BOC-CI
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Reakéna schéma VII - pokraovanie

1. Ac,0, pyridin

2. vod. HCI

H NH - BOC

=
07 NN~ _ oligopeptid
H N T
H

N-koniec
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Reakéna schéma Viil

1. oligopeptid
2. Ac,0, pyridin

alebo C-koniec

-~
1. oligopeptid - OCHj,

“nuCH,CH, 2 LIOH

OH 8. Ac,0, pyridin

doxorubicin

co - oligopeptid

C-koniec
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Reaké&éna schéma VIl — pokradovanie

OH oligopeptid
/ f
NH

CH, o N-koniec

CHO o0 OH O

Konjugaty oligopeptid-cytotoxicky prostriedok sa podavaju pacientom vo
forme farmaceutického prostriedku, ktory obsahuje konjugat podfa predkladaného
vynalezu a farmaceuticky prijatefny nosi, excipient alebo diluent. Termin
Jfarmaceuticky prijatelny“ oznacuje prostriedky, ktoré st pouzitelné pri lieCeni alebo
diagnéze teplokrvnych zvierat vratane napriklad fudi, oSipanych, hovéadzieho
dobytka, oviec, psov, madiek alebo inych cicavcov, rovhako aj vtakov alebo inych
teplokrvnych zvierat. Vyhodny spdsob podavania je parenteralny, najma
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intravenézny, intramuskularny, subkutanny, intraperitonalny alebo intralymfatickou
cestou. Tieto prostriedky mbézu byt vyrobené s pouzitim nosiCov, riedidiel alebo
pomocnych latok, ktoré su v danej oblasti techniky bezné. V tomto ohlade pozri
napriklad Remington's Pharmaceutical Sciences, 16" ed., 1980, Mack Publishing
Company, ed. Osol a dalsi. Tieto prostriedky méZzu obsahovat proteiny, ako su
sérové proteiny, napriklad fudsky sérovy albumin, pufre alebo pufrujace latky ako st
fosfaty, iné soli alebo elektrolyty a podobne. Vhodnymi diluentami mézu byt
napriklad sterilnd voda, izotonicky roztok, zriedeny vodny roztok dextrozy,
polyhydroxyalkohol alebo zmesi alkoholov ako je napriklad glycerol, propylénglykol,
polyetylénglykol a podobne. Prostriedky mdéZzu obsahovat ochranné latky ako
fenetylalkohol, metyl a propylparabény, trimerosal a podobne. V pripade potreby
moézZe prostriedok obsahovat priblizne 0,05 az priblizne 0,20 % hmotnostnych
antioxidantu ako je siriGitan sodny alebo hydrogensiriitan sodny.

Ako sa tu pouziva termin ,prostriedok” ma oznacovat produkt, obsahujici
Specifické zlozky v Specifickych mnoZstvach rovnako ako akykolvek produkt, ktory
vznikne priamo alebo nepriamo kombinaciou 3pecifickych zloZiek v Specifickych
mnozZstvach.

Na intravendzne podanie bude prostriedok vyhodne vyrobeny tak, ze
mnoZstvo podané pacientovi bude od priblizne 0,01 do priblizne 1 g konjugatu.
Vyhodne bude podané mnozstvo v rozmedzi od priblizne 0,2 g do priblizne 1 g
konjugatu. Konjugaty podfa vynalezu su G€inné v Sirokom rozmedzi davok
v zavislosti na faktoroch, ako je stav lieteného ochorenia alebo modifikovany
biologicky Gginok, spésob podavania konjugatu, vek, hmotnost a stav pacienta,
rovhako ako iné faktory, ktoré mdze urdit osetrujuci lekar. Mnozstvo podané
pacientovi musi teda byt uréené individualne.

Odbornikovi v danej oblasti techniky bude zrejmé, Ze hoci v nasledujucich
prikladoch st uvedené konkrétne ¢inidla a reakéné podmienky, v ramci vynalezu s
zahrnuté aj rozne modifikacie. Nasledujuce vyroby a priklady sa preto poskytované

na dalSiu ilustraciu vynalezu a nie st obmedzujuce.
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Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1
Vyroba oligopeptidov, obsahujacich Stiepiace miesto PSA

Technikou syntézy na tuhej faze boli vyrobené blokované oligopeptidy
s pouzitim protokolu dvojitej vazby na zavadzanie aminokyselin na automatickom
peptidovom syntezatore Applied Biosystems model 430A. Odstranenie ochrannych
skupin a oddelenie oligopeptidu zo Zivicového nosi¢a bolo uskutoénené pésobenim
kvapalnej kyseliny fluorovodikovej. Oligopeptidy boli d&istené preparativnou
vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou na kolénach silikagélu s reverznou
fazou C18 s pouzitim gradientu vodna 0,1% kyselina trifluéroctova/acetonitril.
Identita a homogenita oligopeptidov bola potvrdena analyzou zlozenia aminokyselin,
vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou a hmotnostnou spektralinou analyzou
s bombardovanim rychlymi atdmami. Oligopeptidy pripravené tymto spésobom su
uvedené v tabuflke 2.

SEQ.ID.No [Konjugat peptid/peptid-DOX Cas pre 50%
Stiepenie substratu

PSA (min)

73 Ac-PSSCHgQ-SV-kyselina 120

74 Ac-PASCHgQ-SL-kyselina 150

75 Ac-(Dehydro-Pro)-ASCHgQ-SL-kyselina 3h=28%

68 Ac-(4-trans-L-Hyp)ASCHgQ-SL-kyselina 75

76 Ac-(4-trans-L-Hyp)CHgQ-SSSL-kyselina 3h=0%,n=2

77 Ac-(4-trans-L-Hyp)ASCHgQ-SThi-kyselina 20

78 Ac-(4-trans-L-Hyp)ASChgQ-S(TIC)-kyselina 3h=16%

68 PEG(2)-(4-trans-L-Hyp)-ASChgQ-SL-kyselina 3h=44%

4-trans-L-Hyp je trans-4-hydroxy-L-prolin
Dehydro-Pro je 3,4-dehydro-L-prolin




-49 -

Priklad 2
Testovanie rozpoznavania oligopeptidu volnym PSA

Oligopeptidy vyrobené ako bolo opisané v priklade 1, boli jednotlivo
rozpustené v Stiepiacom pufri PSA (12 mM tri(hydroxymetyl)aminometan pH 8,0, 25
mM NaCl, 0,5 mM CaCly) a roztok bol pridany k PSA v molarnom pomere 100:1.
Alternativne bol pouzity Stiepiaci pufor PSA, obsahujaci 50 mM tri(hydroxymetyl)-
aminometan pH 7,4, 140 mM NaCl. Reakcia sa zastavuje po réznych reakénych
¢asoch pridavkom kyseliny trifluéroctovej (TFA) na koneénu koncentraciu 1 % (obj.).
Alternativne sa reakcia ukonéi 10 mM ZnCl,. Zastavena reakcia sa analyzuje HPLC
na kolone s reverznou fazou C18 pouzitim gradientu vodna 0,1% TFA/acetonitril.
Vysledky stanovenia st uvedené v tabufke 2. Tabulka 2 ukazuje dobu (v min) nutnu
na 50% Sstiepenie uvedenych oligopeptidov enzymaticky aktivnym volnym PSA.
Oligopeptidy, obsahujuce volné aminové skupiny (t.j. obsahujuce hArg, Orn, Lys
a/alebo 3/AL) boli testované ako soli TFA. VSetky ostatné oligopeptidy boli

testované ako neutralne zluéeniny.

Priklad 3
Vyroba [N-Ac-(4-trans-L-Hyp)]-Ala-Ser-Chg-GIn-Ser-Leu-Dox (SEQ.ID.No. 68)

o
}3—— AlaSerChgGinSerLeu

O
N— \
Q C-koniec

OH

HoC
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Krok A: [N-Ac-(4-trans-L-Hyp(Bzl))]-Ala-Ser(Bzl)Chg-GIn-Ser(Bzl)Leu-
Zivica PAM (3-1)

Z vychodiskovych 0,5 mmol (0,67 g) Zivice Boc-Leu-PAM, bol syntetizovany
chraneny peptid na syntezatore peptidov 430A ABI. V pouzitom protokole bol
Stvornasobny prebytok (2 mmol)) kazdej z nasledujucich chranenych aminokyselin:
Boc-Ser(Bzl), Boc-GIn, Boc-Chg, Boc-Ala, N-Boc-(4-trans-L-Hyp(Bzl)). Védzba bola
dosiahnuta pouzitim aktivacie DCC a HOBT v metyl-2-pyrolidinénu. Po zavedeni N-
koncovej acetylovej skupiny bola pouZita kyselina octova. Odstranenie skupiny Boc
bolo uskutoénené s pouzitim 50% TFA v metylénchloridle a TFA sol bola
neutralizovana diizopropyletylaminom. Pri ukonéeni syntézy bola peptidova Zivica

ususena za ziskania medziproduktu 3-1.

Krok B: [N-Ac-(4-trans-L-Hyp))]-Ala-Ser-Chg-GlIn-Ser-Leu-OH (3-2)

Chranena peptidova Zzivica (3-1), 1,2 g bola zmieSana s HF (20 ml) na 1
hodinu pri 0 °C v pritomnosti anizolu (2 ml). Po odpareni HF bol zvySok premyty
éterom, prefiltrovany a extrahovany H,O (200 ml). Filtrdt bol lyofilizovany za

ziskania medziproduktu 3-2.

Krok C: [N-Ac-4-trans-L-Hyp]-Ala-Ser-Chg-GIn-Ser-Leu-Dox

Vys8ie opisany medziprodukt (3-2), 1,157 g (1,45 mmol) bol rozpusteny
vDMSO (30 ml) a zriedeny DMF (30 ml). K roztoku bol pridany hydrochlorid
doxorubicinu, 516 mg (0,89 mmol) a potom 0,310 ml diizopropyletylaminu (1,78
mmol). MieSany roztok bol ochladeny (0 °C) a bolo pridanych 0,278 ml
difenylfosforylazidu (1,28 mmol). Po 30 minatach bolo pridanych dalSich 0,278 ml
(1,28 mmol) DPPA a pH bolo upravené na priblizne -7,5 (pH papierikom)
diizopropyletylaminom (DIEA). pH ochladenej reakénej zmesi (0 °C) bolo
udrziavané na priblizne na priblizne —7,5 pomocou DIEA dalSie 3 hodiny a reakéna
zmes bola mie§ana pri 0 °C cez noc. Po 18 hodinach bola reakéna zmes (ukonéenie
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reakcie zistené analytickou HPLC, systém A), zakoncentrovana na olej. Cistenie
surového produktu bolo uskuto&nené preparativnou HPLC, pufor A = 0,1 %
NH4OAc-H,0; B = CH3CN. Surovy produkt bol rozpusteny v 400 ml 100% pufra A,
prefiltrovany a &isteny na HPLC na C-18 s reverznou fazou na koléne s radialnym
stladenim (Waters, Delta-Pak, 15 uM, 100 A). Bol pouZity stupiiovity gradient 100 %
A az 60 % A s prietokom 75 ml/minutu (UV = 214 nm). Homogénne frakcie produktu
(vyhodnotené HPLC, systém A) boli spojené a lyofilizované. Produkt bol rozpusteny
v HO (300 ml), prefiltrovany a lyofilizovany za ziskania purifikovanej v nazve

uvedenej zlGceniny.

Podmienky HPLC, systém A

Koléna: Vydac 15 cm #218TP5415, C 18

Eluent: Gradient 95:5 (A:B) az 5:95 (A:B) podas 45 minit A=0,1 %
TFA/H;0, B=0,1 % TFA/acetonitril

Prietok: 1,5 mli/minatu

Vinova dizka: 214 nm, 254 nm

Retenéné &asy: doxorubicin = 13,66 min
Ac-Hyp-Ala-Ser-Chg-Gin-Ser-Leu-OH = 10,8 min
Ac-Hyp-Ala-Ser-Chg-GIn-Ser-Leu-Dox = 18,2 min

Fyzikalne vlastnosti

Fyzikalno-chemické viastnosti produktu z kroku C su ukazané nizsie:
Molekulovy vzorec: Cgz2HgsNgO23

Molekulova hmotnost: 1323,6

ES hmotnostna spektroskopia s vysokym rozlisenim: 1341,7 (NH,")
HPLC: Systém A

Koléna: Vydac 15 cm #218TP5415, C 18

Eluent: Gradient 95:5 (A:B) az 5:95 (A:B) podas 45 minat A=0,1 %
TFA/H20, B=0,1 % TFA/acetonitril

Prietok: 1,5 mi/minutu

Vinova dizka: 214 nm, 254 nm

Retenény €as: doxorubicin = 18,2 min
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Analyza aminokyselinového zloZenia':

Tebria Najdené

Ala (1) 1,00

Ser(2) 1,88

Chg (1) 0,91

GIn? (1) 1,00 (ako Glu)
Hyp (1) 0,80

Leu (1) 1,01

Obsah peptidu: 0,657 pmol/mg

Pozn.: '20 hod, 100 °C, 6N HCI

2GIn premeneny na Glu
Tabulka 3 ukazuje dalSie konjugaty peptid-doxorubicin, ktoré boli pripravené
postupmi opisanymi v priklade 3, ale s pouzitim vhodnych zvyskov aminokyselin a

acylacie blokovacej skupiny.

Tabufka 3

SEQ.ID.No |Konjugat peptid/peptid-DOX Cas pre 50%
Stiepenie PSA (min)
89 Ac-(4-trans-L-Hyp)ASChgQ-SThi-DOX (3) nerozpustny
74 Ac-(4-trans-L-Hyp)ASChgQ-StBuAla-DOX (3') 25
73 PEG(2)-(4-trans-L-Hyp)ASChgQ-SL-DOX (3') 20
68 Ac-(4-tarns-L-Hyp)ASChgQ-L-DOX (3°) 20
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Priklad 4
Vyroba [N-glutaryl-(4-trans-L-Hyp)]-Ala-Ser-Chg-GIn-Ser-Leu-Dox (SEQ.ID.No.: 71)

OH
o ©
\/\/[( \\— AlaSerChgGinSerLeu
N—

9 \
C-koniec

OH

HO,C

Krok A: [N-glutaryl(OF m)-(4-trans-L-Hyp)]-Ala-Ser-Chg-GIn-Ser-Leu-
Zivica PAM

Zo zivice 0,5 mmol (0,67 g) Boc-Leu-PAM bol syntetizovany chraneny peptid
na peptidovom syntezatore 430A ABIl. V protokole sa pouzival Stvornasobny
prebytok (2 mmol) kazdej z nasledujucich chranenych aminokyselin: Fmoc-Ser(tBu),
Fmoc-Gin(Trt), Fmoc-Chg, Fmoc-Ala, Boc-(4-trans-L-Hyp). Vézba bola uskutoénena
aktivaciou pomocou DCC a HOBT v metyl-2-pyrolidinéne. Medziprodukt mono-
fluorenylmetylester kyseliny glutarovej [glutaryl(OFm)] bol pouzity na zavedenie N-
koncovej glutarylovej skupiny. Odstranenie skupiny Fmoc bol vykonané 20%
piperidinom. Ochranné skupiny citlivé na kyseliny, Boc, Trt a tBu, boli odstranené
50% TFA v metylénchloride. Neutralizacia soli TFA bola uskutoénena diizopropyl-
etylaminom. Pri ukongeni syntézy bola peptidova Zivica usuSena za ziskania

v nazve uvedenej zluceniny.
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Krok B: [N-Glutaryl(OF m)-(4-trans-L-Hyp)]-Ala-Ser-Chg-GIn-Ser-Leu-OH

Chranena peptidova Zivica z kroku 1, 1,2 g, bola ponechana reagovat s HF
(20 ml) 1 h pri 0 °C v pritomnosti anizolu (2 ml). Po odpareni HF bol zvy§ok premyty
éterom, prefiltrovany a extrahovany DMF. Filtrat DMF (75 ml) bol zakoncentrovany
do sucha a rozotreny s H2O. Nerozpustny produkt bol prefiltrovany a suSeny za

ziskania v nazve uvedenej zla€eniny.
Krok C: [N-Glutaryl(OFm)-(4-trans-L-Hyp)]-Ala-Ser-Chg-Gin-Ser-Leu-Dox

Medziprodukt pripraveny vySSie v kroku B (1,33 g, 1,27 mmol) bol rozpusteny
v DMSO (6 ml) a DMF (69 mi). K roztoku bol pridany hydrochlorid doxorubicinu, 599
mg (1,03 mmol) nasledovany 376 pl diizopropyletylaminu (2,16 mmol). MieSany
roztok bol ochladeny (0 °C) a bolo pridanych 324 pl difenylfosforylazidu (2,16
mmol). Po 30 minatach bolo pridanych dalSich 324 ul DPPA a pH bolo nastavené
na priblizne 7,5 (pH papierik) diizopropyletylaminom (DIEA). pH ochladenej reakénej
zmesi (0 °C) bolo udrzované na priblizne 7,5 DIEA dalSie 3 hodiny a reakéna zmes
bola mieSana pri 0 az 4 °C cez noc. Po 18 hodinach bola reakéna zmes (ukonéenie
reakcie potvrdené analytickou HPLC, systém A) zakoncentrovany za ziskania

v nazve uvedenej zlu€eniny ako oleja.
Krok D: [N-Glutaryl-(4-trans-L-Hyp)]-Ala-Ser-Chg-GIn-Ser-Leu-Dox

VysSie opisany produkt z kroku C bol rozpusteny v DMF (54 ml), ochladeny
na 0 °C a bolo pridanych 14 ml piperidinu. Roztok bol koncentrovany do sucha a
Cisteny preparativhou HPLC (A = 0,1 % NH4OAc-H.0; B = CH;CN). Surovy produkt
bol rozpusteny v 100 ml 80% pufra A, prefiltrovany a &isteny na koléne C-18
s reverznou fazou HPLC s radialnym stlagenim (Waters, Delta-Pak, 15 pM, 100 A).
Bol pouzity stupiiovity gradient 80 % A az 67 % A s prietokom 75 mi/minatu (UV =
214 nm). Homogénne frakcie produktu (vyhodnotené HPLC, systém A) boli spojené
a lyofilizované. Produkt bol dalej &isteny na vysSie uvedenej koléne HPLC. Pufor A
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= 15% kyselina octova-H,O; B = 15% kyselina octova-metanol. Produkt bol
rozpusteny v 100 ml 20 % B/80 % pufra A a &isteny. Bol pouzity gradient 20 % B a2
80 % B s prietokom 75 mi/minitu (UV = 260 nm). Homogénne frakcie produktu
(vyhodnotené HPLV, systém A) boli spojené, koncentrované a lyofilizované z H,0O
za ziskania v nazve uvedenej zluéeniny.

Podmienky HPLC, systém A

Kol6na: Vydac 15 cm #218TP5415, C 18

Eluent: Gradient 95:5 (A:B) az 5:95 (A:B) pocas 45 minut A=0,1 %
TFA/H20, B=0,1 % TFA/acetonitril

Prietok: 1,5 mi/minatu

Vinova dizka: 214 nm, 254 nm

Retenéné Gasy: doxorubicin = 13,66 min

[N-Glutaryl(OF m)-(4-trans-L-Hyp)}-Ala-Ser-Chg-GIn-Ser-Leu-OH = 19,66 min
[N-Glutaryl(OF m)-(4-trans-L-Hyp)]-Ala-Ser-Chg-Gin-Ser-Leu-Dox = 24,8 min
[N-Glutaryl-(4-trans-L-Hyp)]-Ala-Ser-Chg-Gin-Ser-Leu-Dox = 18,3 min

Hmotnostna spektroskopia ES s vysokym rozli§enim: 1418,78 (Na*)
HPLC: Systém A
Koléna: Vydac 15 cm #218TP5415, C 18

Eluent: Gradient 95:5 (A:B) az 5:95 (A:B) pogas 45 minat A=0,1 %
TFA/H0, B=0,1 % TFA/acetonitril

Prietok: 1,5 ml/minudtu

Vinova diZka: 214 nm, 254 nm

Retenény ¢as: 18,3 min

Analyza aminokyselinového zlozenia';

Tedria Najdené
Ala (1) 0,99
Ser(2) 2,02

Chg (1) 1,00
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GIn? (1) 1,01 (ako Glu)
Hyp (1) 0,99
Leu (1) 1,00

Obsah peptidu: 0,682 umol/mg

Pozn.: 120 hod, 100 °C, 6N HCI

2GIn premeneny na Glu

Tabulka 4 ukazuje dalSie konjugaty peptid-doxorubicin, ktoré boli pripravené
postupmi opisanymi v priklade 4, ale s pouZitim vhodnych zvyskov aminokyselin a

acylacie blokovacej skupiny.

Taburlka 4
SEQ.ID.No.

Sukcinyl-(4-trans-L-Hyp)ASChgQ-SV-DOX (3') 75
Glutaryl-(4-trans-L-Hyp)ASChgQ-SV-DOX (3') 76
Glutaryl-(4-trans-L-Hyp)ASChgQ-SI-DOX (3% 77
Sukcinyl-(4-trans-L-Hyp)SSChgQ-SI-DOX (3°) 78
Sukcinyl-(4-trans-L-Hyp)ASChgQ-SI-DOX (3°) 79
Sukcinyl-(4-trans-L-Hyp)ASChgQ-SAbu-DOX (3) 80
Glutaryl-(4-trans-L-Hyp)SSChgQ-SI-DOX (3°) 81
Glutaryl-(4-trans-L-Hyp)SSChgQ-SL-DOX (3") 82
PEG(2)-(4-trans-L-Hyp)SSChgQ-SL-DOX (3°) 83
Sukcinyl-(4-trans-L-Hyp)ASChgQ-SThi-DOX (3°) 84
PEG(4)-(4-trans-L-Hyp)SSChgQ-SL-DOX (3°) 85
PEG(2)-(4-trans-L-Hyp)ASChgQ-SThi-DOX (3°) 86
Sukcinyl-3,4-(diOH)ASChgQ-SL-DOX (3°) 87
Malonyl-(4-trans-L-Hyp)ASChgQ-SL-DOX (3") 88
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Priklad 5
Vyroba (4-trans-L-Hyp)-Ala-Ser-Chg-GIn-Ser-Leu-Dox (SEQ.ID.No. 70)

OH

0
\}——AlaSerCthInSerLeu
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C-koniec
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H
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Krok A: Fmoc-(4-trans-L-Hyp(Bzl))-Ala-Ser(Bzl)Chg-GIn-Ser(Bzl)Leu-
Zivica PAM

Z vychodiskovej Zivice 0,5 mml (0,67 g) Boc-Leu-PAM bol syntetizovany

chraneny peptid na syntezatore peptidov 430A ABI. V protokole sa pouzival

Stvornasobny prebytok (2 mmol) kazdej z nasledujucich chranenych aminokyselin:
Boc-Ser(Bzl), Boc-GlIn, Boc-Chg, Boc-Ala, N-Boc-(4-trans-L-Hyp(Bzl)). Vazba bola
uskutoénena aktivdciou pomocou DCC a HOBT v metyl-2-pyrolidinone. Po

zavedeni N-koncovej ochrannej skupiny bol pouZity Fmoc-OSu (sukcinamidylester

Fmoc). Odstranenie skupiny Boc bol vykonané 50% TFA v metylénchloride. Pri

ukon&eni syntézy bola peptidova Zivica suSena za ziskania v ndzve uvedeného

medziproduktu.

Krok B: Fmoc-(4-trans-L-Hyp)-Ala-Ser-Chg-GIn-Ser-Leu-OH
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Chranena peptidova Zivica z kroku 1, 1,1 g, bola ponechana reagovat s HF
(20 ml) 1 h pri 0 °C v pritomnosti anizolu (2 ml). Po odpareni HF bol zvy$ok premyty
éterom, prefiltrovany a extrahovany H>O (200 ml). Filtrat bol lyofilizovany za
ziskania v nazve uvedeného medziproduktu.

Krok C: Fmoc-(4-trans-L-Hyp)-Ala-Ser-Chg-Gin-Ser-Leu-Dox

Medziprodukt pripraveny vyssie v kroku B 0,27 g bol rozpusteny v DMSO (10
ml) a DMF (10 ml). Kroztoku bol pridany hydrochlorid doxorubicinu, 104 mg,
nasledovany 62 ul diizopropyletylaminu. MieSany roztok bol ochladeny (0 °C) a bolo
pridanych 56 pl difenylfosforylazidu. Po 30 minudtach bolo pridanych dalSich 56 pl
DPPA a pH bolo upravené na priblizne 7,5 (pH papierik) diizopropyletylaminom
(DIEA). pH ochladenej reakénej zmesi (0 °C) bolo udrzované na priblizne 7,5 DIEA.
Po 4 hodinach bola reakcia (ukongenie reakcie zistené analytickou HPLC, systém
A) zakoncentrovany na olej, podmienky HPLC, systém A.

Krok D: (4-trans-L-Hyp)-Ala-Ser-Chg-GIn-Ser-Leu-Dox

Produkt z kroku C bol rozpusteny v DMF (10 ml), ochladeny na 0 °C a boli
pridané 4 ml piperidinu. Roztok bol koncentrovany do sucha a &isteny preparativnou
HPLC (A = 0,1 % NH4OAc-H;0; B = CH3CN). Surovy produkt bol rozpusteny v 100
ml 90% pufra A, prefiltrovany a isteny na koléne C-18 s reverznou fazou HPLC s
radialnym stladenim (Waters, Delta-Pak, 15 uM, 100 A). Bol pouzity stupriovity
gradient 90 % A az 65 % A s prietokom 75 ml/minGtu (UV = 214 nm). Homogénne
frakcie produktu (vyhodnotené HPLC, systém A) boli spojené a lyofilizované.

Podmienky HPLC, systém A

Koléna: Vydac 15 cm #218TP5415, C 18

Eluent: Gradient 95:5 (A:B) az 5:95 (A:B) podas 45 minat A=0,1 %
TFA/H20, B=0,1 % TFA/acetonitril

Prietok: 1,5 ml/minatu
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Vinova dizka: 214 nm, 254 nm

Retencné casy: doxorubicin = 13,66 min
Fmoc-(4-trans-L-Hyp)-Ala-Ser-Chg-Gin-Ser-Leu-OH = 18,6 min
Fmoc-(4-trans-L-Hyp)-Ala-Ser-Chg-GIn-Ser-Leu-Dox = 23,8 min
(4-trans-L-Hyp)-Ala-Ser-Chg-GIn-Ser-Leu-Dox = 17,6 min

Molekulovy vzorec: CgoHgaNgO22

Molekulova hmotnost: 1281,56

Hmotnostna spektroskopia ES s vysokym rozli§enim: 1282,59 (NH,")
HPLC: Systém A

Koléna: Vydac 15 cm #218TP5415, C 18

Eluent: Gradient 95:5 (A:B) az 5:95 (A:B) poCas 45 minut A=0,1 %
TFA/H,0, B=0,1 % TFA/acetonitril

Prietok: 1,5 ml/minttu

Vinova dizka: 214 nm, 254 nm

Retencny ¢as: 17,6 min

Analyza aminokyselinového zloZenia':

Tedria Najdené

Ala (1) 1,00

Ser(2) 1,94

Chg (1) 0,94

GIn? (1) 1,05 (ako Glu)
Hyp (1) 0,96

Leu (1) 1,03

Obsah peptidu: 0,690 umol/mg

Pozn.: 120 hod, 100 °C, 6N HCI

2Gln premeneny na Glu

Priklad 6
Testovanie rozpoznavania konjugatov oligopeptid — doxorubicin vofnym PSA
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Konjugaty vyrobené ako je opisané v prikladoch 3 az 5, boli jednotlivo
rozpustené v Stiepiacom pufri PSA (12 mM tri(hydroxymetyl)aminometan pH 8,0, 25
mM NaCl, 0,5 mM CaCl,) a roztok bol pridany k PSA v molarnom pomere 100:1.
Alternativne bol pouzity Stiepiaci pufor PSA, obsahujtici 50 mM tri(hydroxymetyl)-
aminometan pH 7,4, 140 mM NaCl. Reakcia sa zastavuje po réznych reakénych
¢asoch pridavkom kyseliny trifluéroctovej (TFA) na kone&nt koncentraciu 1 % (obj.).
Alternativne sa reakcia ukon&i 10 mM ZnCl,. Zastavena reakcia sa analyzuje HPLC
na koloéne s reverznou fazou C18 pouzitim gradienta vodna 0,1% TFA/acetonitril.
Vysledky testov su uvedené v tabulke 3. Tabulka 3 ukazuje potrebny ¢as (v min) na
50% Stiepenie uvedenych konjugatov oligopeptid — cytotoxicky prostriedok
enzymaticky aktivnym volnym PSA. Ak nie je uvedena pri konjugate ziadna sof, bol
testovany volny konjugat. Konjugaty oligopeptid-cytotoxicky prostriedok opisané
v prikladoch 4 a 5 boli testované na ¢as (v minatach) potrebny na 50% rozstiepenie
oligopeptidu enzymaticky aktivnym volnym PSA. 50% Stiepenie prebehlo pri tychto
konjugatov za €as krat$i ako 2 hodiny.

Priklad 7
Test cytotoxicity peptidylovych derivatov doxorubicinu in vitro

Cytotoxicity Stiepitelnych konjugatov oligopeptid-doxorubicin vyrobené podla
prikladov 3 a 4, boli testované testom s farbivom Alamar Blue proti liniam buniek, o
ktorych je zname, Ze s usmrtené nemodifikovanym doxorubicinom.

Konkrétne boli bunkové kultary prostatickych tumorovych buniek LNCap
(ktoré exprimuju enzymaticky aktivny PSA) alebo bunky DuPRO v 96-jamkovych
dostickach zriedené médiom (Dulbecco's Minimum Essential Medium-a. [MEM-a]
s obsahom réznych koncentracii uvedeného konjugatu (koneény objem v jamke
dosticky 200 pl). Bunky boli inkubované 3 dni pri 37 °C, do kazdej testovacej jamky
bolo pridanych 20 ul Alamar Blue. Bunky boli dalej inkubované a testovacie dosticky
boli od&itané na zariadeni EL-310 ELISA reader pri dvoch vinovych dizkach 570 a
600 nm 4 a 7 hodin po pridani Alamar Blue. Relativna Zivotaschopnost
v percentach pri réznych koncentraciach  konjugatu bola potom vypocitana
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v porovnani s kontrolou (bez konjugatu). Niektoré vysledky tohto stanovenia su
uvedené v tabulke 5. Ak nie je uvedena sol, bol testovany volny konjugat.

Tabulka 5
SEQ.ID.No. | Konjugat peptid/peptid-DOX Usmrtenie buniek
LNCaPv72h
ECso (UM)
74 AC-(4-trans-L-Hyp)ASChgQ-StBuAla-DOX (3') 100(DuPRO>100)
n=2

68 Ac-(4-trans-L-Hyp)ASChgQ-SL-DOX (3") 4,5(DuPRP = 90)

Priklad 8

Uginnost konjugatov peptidyl-cytotoxicky prostriedok in vivo

Bunky LNCaP.FGC alebo DuPRO-1 boli trypsinizované, resuspendované
v rastovom médiu a centrifugované 6 minat pri 200 x g. Bunky boli resuspendované
v bezsérovom MEM-a a poditané. Vhodny objem tohto roztoku, obsahujuci
pozadovany pocet buniek bol potom prelozeny do kuzefovej centrifugacnej
skumavky, centrifugovany ako bolo uvedené vyssie a resuspendovany vo vhodnom
objeme studenej zmesi 1:1 MEM-o. Matrigel (Collaborative Biomedical Products,
New Bedford, Mass.). Suspenzia sa udrzuje na fade az do zaoCkovania zvierat.

Samci obnazenych mysi Harlan Sprague Dawley (vek 10 az 12) sa bez
anestézie naockuja 0,5 ml bunkovej suspenzie do lavého boku podkoznou
injekciou kalibru 22G. Mysiam sa poda bud priblizne 5 x 10° buniek DuPRO alebo
1,5 x 10" buniek LNCaP.FGC.

Po inokulacii tumorovymi bunkami sa mySi oSetruju podfa jedného

z nasleduijtcich protokolov.
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Protokol A

Jeden deri po inokulacii bunkami sa zvieratdm poda interperitoneélne 0,1 az
0,5 ml testovaného konjugatum, doxorubicinu alebo vehikula ako kontroly (sterilna
voda). Davky konjugatu a doxorubicinu su na zaciatku vo velkosti maximalnej
neletalnej davky, ale neskorSie sa mozu zniZit. Identické davky sa podavaji 5 dni
v intervaloch 24 hodin. Po 10 diioch sa odoberGd mySiam vzorky krvi a stanovi sa
hladina PSA v sére. Podobné hladiny PSA v sére sa udrzuju v intervaloch 5 az 10
dni. Na konci 5,5 tyZzdiiov sa mysi usmrtia a zvazia sa akékolvek pritomné tumory a
opat sa stanovi hladina PSA v sére. Hmotnosti zvierat sa zistia na zaciatku a na

konci testu.

Protokol B

Desat dni po inokulacii buniek sa zvieratam odobert vzorky krvi a stanovia
sa hladiny PSA v sére. Zvierata sa potom rozdelia do skupin podla hladin sérového
PSA. 14 az 15 dni po inokulacii bunkami sa zvieratam davkuje intraperitonealne 0,1
az 0,5 ml testovacieho konjugatu, doxorubicinu alebo kontrolného vehikula (sterilna
voda). Davky konjugatu a doxorubicinu st na zadiatku maximalne neletalne
mnoZstva, ale neskorSie mézu byt znizené. ldentické davky sa podavaju v 24
hodinovych intervaloch pocas 5 dni. Hladiny PSA v sére sa stanovuja v intervaloch
5 az 10 dni. Po 5,5 tyzdiioch sa mySi usmrtia, pritomné tumory sa zvazia a opat sa
stanovi sérovy PSA. Zvierata sa zvaZzia na zagiatku a na konci testu.

Protokol C

Jeden dei po inokulacii sa zvieratdm interperitonealne poda 0,1 az 0,5 mi
testovaného konjugatu, doxorubicinu alebo kontrolného vehikula (sterilnd voda).
Davky konjugatu a doxorubicinu su na zadiatku maximalne neletalne mnozstva, ale
neskorSie sa mozu znizit. Identické davky sa podavaju v intervaloch 7 dni pocas 5
nasledujucich tyzdiiov. Hladiny PSA v sére sa stanovia ihned pred alebo v dobe
usmrtenia mysSi. Na konci 5,5 tyZdiiov sa mySi usmrtia a zvazia sa vSetky pritomné
tumory. Zvierata sa zvazia na zaciatku a na konci testu.
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Priklad 9
Stanovenie proteolytického Stiepenia konjugatov endogénnymi proteazami
odliSnymi od PSA in vitro

Krok A: Priprava extraktov proteolytického tkaniva

VSetky postupy sa uskuto€iiuju pri 4 °C. Vhodné zvieratd sa usmrtia a
prislusné tkaniva sa izoluju a uchovavaju v kvapalnom dusiku. Zmrazené tkanivo sa
praskuje v trecej miske pali¢kou a prelozi sa do Potter-Elvejehovho homogenizatora
za pridania 2 objemov pufra A (50 mM Tris, obsahujuci 1,15 % KCI, pH 7,5).
Tkanivo sa potom rozdrvi 20 zdvihmi najskér volného a potom tesného piesta.
Homogenat sa centrifuguje pri 10 000 x g vo vykyvnom rotore (HB4-5), centrifugat
sa oddeli a supernatant sa centrifuguje pri 100 000 x g (Ti70). Supernatant (cytosol)
sa uschova.

Centrifugat sa resuspenduje v pufri B (10 mM EDTA, obsahujicej 1,15 %
KCI, pH 7,5) pouZitim rovnakého objemu pufra A. Suspenzia sa homogenizuje
v homogenizatore dounce a roztok sa centrifuguje pri 100 000 x g. Supernatant sa
odleje a centrifugat (membrany) resuspenduje v pufri C (10 mM pufra na baze
fosforeénanu draselného), obsahujiceho 0,25 M sacharézu, pH 7,4), v 1/2 vysSie
pouzitého objemu a homogenizuje sa homogenizatorom dounce.

Obsah proteinov vdvoch roztokoch (cytozol a membrana) sa stanovi
Bradfordovym testom. Alikvoty pre testy sa potom oddelia a zmrazia v kvapalnom

dusiku. Alikvéty sa skladuju pri -70 °C.

Krok B: Test proteolytického Stiepenia

Pre kazdy ¢as sa vlozi 20 pg konjugatu peptid-doxorubicin a 150 pg
tkanivového proteinu, pripraveného ako bolo opisané v kroku A podfa stanovenia
Bradfordovou metédou v reakénom pufri do roztoku s koneénym objemom 200 pl
pufra (60 mM TRIS, 140 mM NaCl, pH 7,2). Testovacie reakcie sa nechaji
prebiehat' 0, 30, 60, 120 a 180 minut a potom sa rychlo zastavia vriacou vodou 90 s.
reakéné produkty sa analyzujd HPLC s pouzitim kolony VYDAC C18 15 cm
v mobilnej faze voda/acetonitril (5 % az 50 % acetonitrilu poéas 30 minut).
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VYPIS SEKVENCII

(1) VSeobecna informacia:
(i) Ziadatel: Garsky, Victor M.
Feng, Dong-Mei
DeFeo-Jones, Deborah
(i) Nazov vynalezu: Konjugaty na lie€enie karcindmu prostaty
(iii) Pocet sekvencii: 97
(iv) Adresa pre koreSpondenciu:
(A) Meno: Merck & Co., Inc.
(B) Ulica: P.O.Box 2000, 126 E. Lincoln Ave.
(C) Mesto: Rahway
(D) Stat: NJ
(E) Krajina: USA
(F) PSC: 07065-0900
(v) Pocitacova forma:
(A) Typ média: disketa
(B) Pocitac: IBM PC kompatibilny
(C) Operaény systém: DOS
(D) Software: FastSEQ for Windows Version 2.0
(vi) Udaje o predkladanej prihlaske:
(A) Cislo prihlasky:
(B) Datum podania:
(C) Zaradenie do triedenia:
(vii) Udaje o prioritnej prihladke:
(A) Cislo prihlasky: 60/029,224
(B) Datum podania: 30 oktéber 1996
(C) Cislo prihlasky: 60/042,921
(D) Datum podania: 4. april 1997
(viii) Informacie o zastupcovi:
(A) Meno: Muthard, David A.
(B) Registracéné &islo: 35,297
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(C) Referenéné cCislo: 19821Y
(ix) Telekumunikaéné informacie:

(A) Telefén: 908-594-3903

(B) Telefax: 908-594-4720

(2) Informacie pre SEQ ID No. 1:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ refazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 1:

Xaa Xaa Ser Tyr GIn Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 2:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIUE: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
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(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 2:

Xaa Tyr Gin Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 3:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/KTag: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 3:

Xaa Xaa Lys Tyr Gin Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 4:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
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(A) Meno/KIG¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informéacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 4:

Xaa Xaa Lys Tyr GIin Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 5:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIGE: ina
(B) Umiestnenie: 3...3
(D) DalSie informacie: homoarginin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 5:

Xaa Xaa Xaa Tyr GIn Ser Ser
1 5
(2) Informacie pre SEQ ID No. 6:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topologia: linearna

(ii) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
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(A) Meno/KIuc: ina

(B) Umiestnenie: 1...1

(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana

hydrofilnou skupinou

(A) Meno/KIug: ina

(B) Umiestnenie: 3...3

(D) Dalsie informacie: homoarginin

(A) Meno/KIug: ina

(B) Umiestnenie: 4...4

(D) Dalsie informéacie: cyklohexylalanin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 6:

Xaa Xaa Ser Tyr Gln Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 7:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/Klug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 7:

Xaa Xaa Ser Tyr GIn Ser Xaa
1 5
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(2) Informacie pre SEQ ID No. 8:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KMI¢E: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 8:

Xaa Tyr GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 9:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/Kraé: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(A) Meno/Krfa¢: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
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(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 9:

Xaa Xaa Ser Xaa GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 10:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIGé: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(A) Meno/Krag: ina
(B) Umiestnenie: 2...2
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 10:

Xaa Xaa GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 11:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ refazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
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(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 11:

Xaa Xaa GIn Ser Ser Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 12:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(ii) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KTuc: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana

hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 12:

Xaa Xaa Ser Tyr GIn Ser Ala
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 13:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy



-72 -

(D) Topologia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIu¢: ina
(B) Umiestnenie: 2...2
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 13:

Ala Xaa Xaa Ser Tyr Tyr Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 14:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 8 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIE: ina
(B) Umiestnenie: 3...3
(D) DalSie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana

hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 14:

Ala Asn Xaa Xaa Ser Tyr GIn Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 15:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 8 aminokyselin
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(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 15:

Xaa Xaa Ser Tyr Gin Ser Ser Thr
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 16:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 6 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KTug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dal$ie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana

hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 16:

Xaa Tyr GIn Ser Ser Thr
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 17:
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(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 8 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/Kfug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 18:

Xaa Tyr GIn Ser Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 19:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 8 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana

hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 19:

Xaa Xaa Lys Tyr GIn Ser Ser Ser
1 5
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(2) Informacie pre SEQ ID No. 20:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 8 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topologia: linearna
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIG¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) DalSie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(A) Meno/KIag: ina
(B) Umiestnenie: 3...3
(D) Dalsie informacie: homoarginin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 20:

Xaa Xaa Xaa Tyr Gln Ser Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 21:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 8 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIG¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana

hydrofilnou skupinou
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(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 21:

Xaa Xaa Ser Tyr GIn Ser Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 22:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) DiZka: 6 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/Krig: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informécie: cyklicka aminokyselina substituovana

hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 22:

Xaa Tyr GIn Ser Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 23:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
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(D) DalSie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 23:

Xaa Xaa Ser Tyr GlIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 24:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIG¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana

hydrofilnou skupinou
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 24:

Xaa Tyr GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 25:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(ii) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
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(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informéacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(A) Meno/Kraé: ina
(B) Umiestnenie: 7...7
(D) Dalsie informacie: norleucin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 25:

Xaa Xaa Ser Tyr Gin Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 26:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(A) Meno/KIué: ina
(B) Umiestnenie: 5...5
(D) Dalsie informacie: norleucin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 26:

Xaa Tyr GIn Ser Leu
1 5
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(2) Informacie pre SEQ ID No. 27:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(A) Meno/Klag: ina
(B) Umiestnenie: 7...7
(D) Dalsie informacie: kyselina 1,2,3,4-tetrahydroizochinolin-3-
karboxylova
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 27:

Xaa Xaa Ser Tyr GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 28:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i)) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIG¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) DalSie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
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hydrofilnou skupinou
(A) Meno/KIag: ina
(B) Umiestnenie: 5...5
(D) Dalsie informécie: kyselina 1,2,3,4-tetrahydroizochinolin-3
karboxylova
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 28:

Xaa Tyr GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 29:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIué: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informacie: cykiohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 29:

Xaa Xaa Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 30:
(i) Charakteristika sekvencie:
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(A) Dlzka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIag¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(A) Meno/KFag: ina
(B) Umiestnenie: 2...2
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 30:

Xaa Xaa Gin Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 31:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/Kfug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dal3ie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(A) Meno/KIGE: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
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(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(A) Meno/Klug: ina
(B) Umiestnenie: 7...7
(D) Dalsie informacie: norleucin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 31:

Xaa Xaa Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 32:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIaé: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(A) Meno/KIGe: ina
(B) Umiestnenie: 2...2
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 5...5
(D) Dalsie informacie: norleucin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 32:

Xaa Xaa GIn Ser Leu
1 5
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(2) Informacie pre SEQ ID No. 33:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ ret'azca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informéacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(A) Meno/KIE: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(A) Meno/KTug: ina
(B) Umiestnenie: 7...7
(D) Dal3ie informacie: kyselina 1,2,3,4-tetrahydroizochinolin-3-
karboxylova
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 33:

Xaa Xaa Ser Xaa GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 34:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Viastnosti:
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(A) Meno/KIug¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(A) Meno/KIag: ina
(B) Umiestnenie: 2...2
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(A) Meno/KIUg: ina
(B) Umiestnenie: 5...5
(D) Dalsie informacie: kyselina 1,2,3,4-tetrahydroizochinolin-3-
karboxylova
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 34:

Xaa Xaa GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 35:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 6 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topologia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(A) Meno/KIagé: ina
(B) Umiestnenie: 2...2
(D) DalSie informacie: homoarginin
(A) Meno/KIug: ina
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(B) Umiestnenie: 3...3
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 35:

Xaa Xaa Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 36:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) DIzka: 6 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIG¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: cyklicka aminokyselina substituovana
hydrofilnou skupinou
(A) Meno/KFagE: ina
(B) Umiestnenie: 2...2
(D) Dalsie informécie: homoarginin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 36:

Xaa Xaa Tyr GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 37:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
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(D) Topoldgia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/KIU¢: ina

(B) Umiestnenie: 1...1

(D) Dalsie informéacie: 4-hydroxyprolin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 37:

Pro Xaa Ser Tyr Gin Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 38:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informécie: 4-hydroxyprolin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 38:

Pro Xaa Ser Tyr Gin Ser Ala
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 39:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
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(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/KIG¢: ina

(B) Umiestnenie: 2...2

(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 39:

Ala Pro Xaa Ser Tyr Tyr Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 40:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 8 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Viastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 3...3
(D) Dalsie informécie: 4-hydroxyprolin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 40:

Ala Asn Pro Xaa Ser Tyr GIn Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 41:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 8 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
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(D) Topoldgia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/KIug: ina

(B) Umiestnenie: 1...1

(D) Dalsie informacie: 4-hydroxyprolin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 41:

Pro Xaa Ser Tyr Gln Ser Ser Thr
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 41:
() Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 8 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: 4-hydroxyprolin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 41:

Pro Xaa Ser Tyr Gin Ser Ser Thr
1 5

(2) Informéacie pre SEQ ID No. 42:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 6 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
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(C) Typ retazca: jednoduchy

(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/KTug: ina

(B) Umiestnenie: 1...1

(D) Dalsie informacie: 4-hydroxyprolin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 42:

Pro Tyr Gin Ser Ser Thr
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 43:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 8 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ ret'azca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KHu¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informéacie: 4-hydroxyprolin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 43:

Pro Xaa Ser Tyr GIn Ser Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 44:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) DIzka: 6 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
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(C) Typ retazca: jednoduchy

(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/KI¢: ina

(B) Umiestnenie: 1...1

(D) DalSie informéacie: 4-hydroxyprolin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 44:

Pro Tyr GIn Ser Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 45:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 8 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KM¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informéacie: 4-hydroxyprolin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 45:

Pro Xaa Lys Tyr GIn Ser Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 46:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 8 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
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(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/Kru¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalgie informacie: 4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIig: ina
(B) Umiestnenie: 3...3
(D) Dalsie informacie: homoarginin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 46:

Pro Xaa Xaa Tyr Gin Ser Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 47:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 8 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Viastnosti:
(A) Meno/KIGE: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informéacie: 4-hydroxyprolin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 47:

Pro Xaa Ser Tyr GIn Ser Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 48:
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(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 6 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dal$ie informacie: 4-hydroxyprolin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 48:

Pro Tyr GIn Ser Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 49:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIG¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) DalSie informacie: 4-hydroxyprolin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 49:

Pro Xaa Ser Tyr Gin Ser Leu
1 5
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(2) Informacie pre SEQ ID No. 50:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KTug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informécie: 4-hydroxyprolin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 50:

Pro Tyr Gin Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 51:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/Kfug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: 4-hydroxyprolin
(A) Meno/Kfug: ina
(B) Umiestnenie: 7...7
(D) Dalsie informacie: norleucin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 51:
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Pro Xaa Ser Tyr Gin Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 52:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolbgia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Viastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: 4-hydroxyprolin
(A) Meno/KMig: ina
(B) Umiestnenie: 5...5
(D) Dalsie informacie: norleucin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 52:

Pro Tyr GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 53:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIGg&: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
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(D) Dalsie informacie: 4-hydroxyprolin
(A) Meno/Krug: ina
(B) Umiestnenie: 7...7
(D) Dalsie informéacie: kyselina 1,2,3,4-tetrahydroizochinolin-3-
karboxylova
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 53:

Pro Xaa Ser Tyr GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 54:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Viastnosti:
(A) Meno/KIGE: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: 4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIg: ina
(B) Umiestnenie: 5...5
(D) Dalsie informacie: kyselina 1,2,3,4-tetrahydroizochinolin-3-
karboxylova
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 54.

Pro Tyr Gin Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 55:
(i) Charakteristika sekvencie:
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(A) Dlzka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ ret'azca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIué: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: 4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informéacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 55:

Pro Xaa Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 56:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/Kfug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: 4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 2...2
(D) Dalsie informéacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 56:
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Pro Xaa Gin Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 57:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Viastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1

(D) Dalsie informacie: 4-hydroxyprolin

(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4

(D) Dalie informacie: cyklohexylglycin

(A) Meno/KIag: ina

(B) Umiestnenie: 7...7

(D) Dalsie informacie: norleucin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 57:

Pro Xaa Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 58:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topologia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
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(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KrIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informéacie: 4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIG¢: ina
(B) Umiestnenie: 2...2
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(A) Meno/KIig: ina
(B) Umiestnenie: 5...5
(D) Dalsie informacie: norleucin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 58:

Pro Xaa Gin Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 59:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: 4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIGE: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 7...7
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(D) Dalsie informacie: kyselina 1,2,3,4-tetrahydroizochinolin-3-
karboxylova
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 59:

Pro Xaa Ser Xaa GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 60:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(ii) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIu¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: 4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIaé: ina
(B) Umiestnenie: 2...2
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(A) Meno/KFu¢: ina
(B) Umiestnenie: 5...5
(D) Dalsie informacie: kyselina 1,2,3,4-tetrahydroizochinolin- 3

karboxylova
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 60:

Pro Xaa GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 61:
(i) Charakteristika sekvencie:
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(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIUE: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: homoarginin
(A) Meno/KTug: ina
(B) Umiestnenie: 3...3
(D) DalSie informacie: 4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informéacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 61:

Xaa Ser Pro Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 62:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 2...2
(D) Dalsie informéacie: 4-hydroxyprolin

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 62:
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Asn Pro lle Ser Tyr GIn Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 63:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 2...2
(D) DalSie informécie: 4-hydroxyprolin

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 63:

Asn Pro Val Ser Tyr Gin Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 64:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topologia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIGE: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informécie: 4-hydroxyprolin

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 64:
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Pro Ala Ser Tyr GIn Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 65:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIuZ: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: 3,4-dihydroxyprolin

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 65:

Xaa Ala Ser Tyr GIn Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ 1D No. 66:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(ii) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: 3-hydroxyprolin
(A) Meno/KIag: ina
(B) Umiestnenie: 3...3
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(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 66:

Xaa Ser Xaa GIn Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 67:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolagia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/Kfug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informéacie: 4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 67:

Pro Ala Ser Xaa GIn Ser Ser
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 68:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
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(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIGE: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informéacie: N-acetyl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalie informacie: cyklohexylglycin

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 68:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 69:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-sukcinyl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIac: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dal$ie informacie: cyklohexylglycin

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 69:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 70:
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(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KrIGé: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: 4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIG¢E: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 70:

Pro Ala Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 71:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(ii) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIGE: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-glutaryl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIU¢E: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin



- 106 -

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 71:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 72:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-acetyl-3,4-dihydroxyprolin
(A) Meno/Krug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 72:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 73:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(ii) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
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(A) Meno/KIg: ina

(B) Umiestnenie: 1...1

(D) Dalsie informacie: N-(PEG-2)-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KMNg: ina

(B) Umiestnenie: 4...4

(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 73:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Leu

1

5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 74:
(i) Charakteristika sekvencie:

(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/KIE: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-acetyl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KfGE: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informéacie: cyklohexylglycin
(A) Meno/KFGE: ina
(B) Umiestnenie: 7...7

(D) DalSie informacie: kyselina 2-amino-4,4-dimetylpropanova

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 74:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Xaa

1

5
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(2) Informacie pre SEQ ID No. 75:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIu¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-sukcinyl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/Klu¢: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informéacie: cyklohexylglycin

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 75:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Val
1 5

(2) Informéacie pre SEQ ID No. 76:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) DalSie informéacie: N-glutaryl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIu¢: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
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(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 76:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Val
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 77:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(ii} Typ molekuly: peptid

(ix) Viastnosti:
(A) Meno/KIGg: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informéacie: N-glutaryl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIGé: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informéacie: cyklohexylglycin

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 77:

Xaa Alaa Ser Xaa GIn Ser lle
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 78:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
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(ix) Viastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-sukcinyl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/Krug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 78:

Xaa Ser Ser Xaa GIn Ser lle
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 79:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/Krug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-sukcinyl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informéacie: cyklohexylglycin

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 79:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser lle
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 80:
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(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIGé: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dal$ie informacie: N-Sukcinyl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIG¢: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(A) Meno/KIGg: ina
(B) Umiestnenie: 7...7
(D) Dalsie informécie: kyselina 2-aminomaslové
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 80:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 81:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/Krag: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informéacie: N-glutaryl-4-hydroxyprolin
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(A) Meno/KIGéE: iné

(B) Umiestnenie: 4...4

(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 81:

Xaa Ser Ser Xaa GIn Ser lle
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 82:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIag: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dal3ie informacie: N-glutaryl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/Krug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 82:

Xaa Ser Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 83:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka; 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
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(D) Topoldgia: linearna
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-(PEG-2)-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIué: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 83:

Xaa Ser Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 84:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-sukcinyl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informéacie: cyklohexylglycin
(A) Meno/Krag: ina
(B) Umiestnenie: 7...7
(D) Dalsie informacie: tienylalanin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 84:
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Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 85:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIG¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informéacie: N-(PEG-4)-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIag: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informéacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 85:

Xaa Ser Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 86:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(ii) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIag: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
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(D) Dalsie informacie: N-(PEG-4)-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KTug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informéacie: cyklohexylglycin
(A) Meno/KIi¢: ina
(B) Umiestnenie: 7...7
(D) Dalsie informacie: tienylalanin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 86:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 87:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIGE: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-sukcinyl-3,4-dihydroxyprolin
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informéacie: cykiohexylglycin

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 87:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 88:
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(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIGgE: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-malonyl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KTug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 88:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 89:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) DalSie informacie: N-acetylprolin
(A) Meno/KIué: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informéacie: cyklohexylglycin
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(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 89:

Xaa Ser Ser Xaa GIn Ser Val
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 90:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIué: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) DalSie informacie: N-acetylprolin
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dal3ie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 90:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informéacie pre SEQ ID No. 91:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
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(A) Meno/KIGé: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-acetyl-3,4-dehydroprolin
(A) Meno/KIagE: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 91:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 92:
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(ii) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIGE: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-acetyl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KTug: ina
(B) Umiestnenie: 2...2
(D) Dal3ie informacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 92:

Xaa Xaa GIn Ser Ser Ser Leu
1 5

(2) Informéacie pre SEQ ID No. 93:
(i) Charakteristika sekvencie:
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(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topologia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informéacie: N-acetyl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIué: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dal3ie informacie: cyklohexylglycin
(A) Meno/Kru¢: ina
(B) Umiestnenie: 7...7
(D) Dalsie informacie: tienylalanin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 93:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 94:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna

(ii) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-acetyl-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIug: ina



-120 -

(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informécie: cyklohexylglycin
(A) Meno/KIG¢: ina
(B) Umiestnenie: 7...7
(D) Dalsie informacie: kyselina 1,2,3,4-tetrahydroziochinolin-3-
karboxylova
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 94:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informéacie pre SEQ ID No. 95:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KrIGg: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-(hydroxyacetyl)-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) DalSie informacie: cyklohexylglycin

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 95:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Val
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 96:
(i) Charakteristika sekvencie:
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(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topolégia: linearna
(i) Typ molekuly: peptid
(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/KI¢: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informéacie: 4-hydroxyprolin
(A) Meno/KTug: ina
(B) Umiestnenie: 4...4
(D) DalSie informéacie: cyklohexylglycin
(A) Meno/KTi¢: ina
(B) Umiestnenie: 7...7
(D) Dalsie informacie: leucinamid
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 96:

Pro Ala Ser Xaa GIn Ser Xaa
1 5

(2) Informacie pre SEQ ID No. 97:

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Typ retazca: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(i) Typ molekuly: peptid

(ix) Viastnosti:
(A) Meno/KIué: ina
(B) Umiestnenie: 1...1
(D) Dalsie informacie: N-(hydroxyacetyl)-4-hydroxyprolin
(A) Meno/KIug: ina
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(B) Umiestnenie: 4...4
(D) Dalsie informéacie: cyklohexylglycin
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No. 97:

Xaa Ala Ser Xaa GIn Ser Leu
1 5
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PATENTOVE NAROKY

1. Konjugat na lieCenie karcindbmu prostaty, ktory obsahuje cytotoxicky
prostriedok naviazany na oligopeptid, pricom oligopeptid obsahuje sekvenciu
aminokyselin, ktord je selektivne proteolyticky Stiepena vofnym antigénom
$pecifickym pre prostatu a kde naviazanie je uskutoinené kovalentnou vézbou
alebo chemickou spojovacou skupinou a uvedena sekvencia aminokyselin
obsahuje aspoil jednu cyklickd aminokyselinu s hydrofiinym substituentom, alebo
jeho farmaceuticky prijatefna sof.

2. Konjugat podfa naroku 1, v ktorom cytotoxicky prostriedok patri do triedy
cytotoxickych prostriedkov zo skupiny:
a) latky zo skupiny antracyklinovych lieciv,
b) liediva zo skupiny alkaloidov vinca,
c) mitomyciny,
d) bleomyciny,
e) cytotoxické nukleozidy,
f) latky zo skupiny pteridinov,
g) diyneny,
h) estramustin,
i) cyklofosfamid,
j) taxanya
k) podofyllotoxiny,
alebo ich farmaceuticky prijatefnych soli.

3. Konjugat podfa naroku 1, v ktorom cytotoxicky prostriedok je zvoleny zo
skupiny:
a) doxorubicin,
b) karminomycin,
c) daunorubicin,
d) aminopterin,
e) metotrexat,



f)
g)
h)
i)
)
K)
1)

metopterin,
dichlérmetotrexat,
mitomycin C,
porfiromycin,
5-fluéruracil,
6-merkaptopurin,
cytozinarabinozid,

m) podofyllotoxin,

n)
o)
p)
q)

etopozid,

etopozidfosfat,
melfalan,
vinblastin,
vinkristin,
leurosidin,
vindezin,
estramustin,
cisplatina,

w) cyklofosfamid,

X)

y)

taxol a

leurozin,
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alebo ich farmaceuticky prijatefnych soli.

skupiny doxorubicin a vinblastin alebo ich cytotoxickych derivatov.

4. Konjugat podfa naroku 2, v ktorom cytotoxicky prostriedok je zvoleny zo

5. Konjugat podfa naroku 2, v ktorom cytotoxickym prostriedkom je

doxorubicin alebo jeho cytotoxicky derivat.

6. Konjugat podfa naroku 1, v ktorom oligopeptid obsahuje oligomeér zvoleny

zo skupiny:

a) HaaXaaSerTyrGInlSerSer

b) HaaTyrGInlSerSer

(SEQ.ID.NO.: 1);
(SEQ.ID.NO.: 2);
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¢) HaaXaalysTyrGinlSerSer (SEQ.ID.NO.: 3);
d) HaaXaalLysTyrGInlSerSer (SEQ.ID.NO.: 4);
e) HaaXaahArgTyrGIniSerSer (SEQ.ID.NO.: 5);
f) HaaXaahArgChaGlInlSerSer (SEQ.ID.NO.: 6);
g) HaaXaaSerTyrGInlSerXaa (SEQ.ID.NO.: 7);
h) HaaTyrGlInlSerXaa (SEQ.ID.NO.: 8);
i) HaaXaaSerChgGinlSerXaa (SEQ.ID.NO.: 9);
j) HaaChgGIniSerXaa (SEQ.ID.NO.: 10);

kde Haa je cyklickda aminokyselina substituovana hydrofilnou skupinou, Xaa je
akakofvek aminokyselina, hArg je homoarginin, Cha je cyklohexylalanin a Chg je
cyklohexylglycin.

7. Konjugat podla naroku 1, v ktorom oligopeptid obsahuje oligomér zvoleny

zo skupiny:

a) HaaTyrGInISerSerSerLeu (SEQ.ID.NO.: 11);
b) HaaXaaSerTyrGlnlSerAla (SEQ.ID.NO.: 12);
c) AlaHaaXaaSerTyrTyriSer (SEQ.ID.NO.: 13);
d) AlaAsnHaaXaaSerTyrGinlSer (SEQ.ID.NO.: 14);
e) HaaXaaSerTyrGInlSerSerThr (SEQ.ID.NO.: 15);
f) HaaTyrGInlSerSerThr (SEQ.ID.NO.: 16);
g) HaaXaaSerTyrGInlSerSerSer (SEQ.ID.NO.: 17);
h) HaaTyrGiniSerSerSer (SEQ.ID.NO.: 18);
i) HaaXaalLysTyrGInlSerSerSer (SEQ.ID.NO.: 19);
j) HaaXaahArgTyrGInlSerSerSer (SEQ.ID.NO.: 20);
k) HaaXaaSerTyrGInlSerSerlLeu (SEQ.ID.NO.: 21);
I) HaaTyrGiInlSerSerlLeu (SEQ.ID.NO.: 22);
m) HaaXaaSerTyrGInlSerLeu (SEQ.ID.NO.: 23);
n) HaaTyrGInlSerlLeu (SEQ.ID.NO.: 24),
p) HaaXaaSerTyrGInISerNle (SEQ.ID.NO.: 25);

q) HaaTyrGInlSerNle (SEQ.ID.NO.: 26);



r) HaaXaaSerTyrGInISerTIC
s) HaaTyrGInISerTIC

t) HaaXaaSerChgGIniSerLeu
u) HaaChgGinliSerLeu

v) HaaXaaSerChgGiniSerNle
w) HaaChgGiniSerNle

x) HaaXaaSerChgGinISerTIC
y) HaaChgGIniSerTIC

z) hArgChgGiniSerLeu

aa) hArgTyrGInlSerLeu

8. Konjugéat podfa naroku 1, v ktorom oligopeptid obsahuje oligomér zvoleny

zo skupiny:

a) 4-HypXaaSerTyrGInlSerSer

b) 4-HypXaaSerTyrGiniSerAla

c) Ala4d-HypXaaSerTyrTyriSer

d) AlaAsn4-HypXaaSerTyrGInlSer
e) 4-HypXaaSerTyrGInlSerSerThr
f) 4-HypTyrGIniSerSerThr

g) 4-HypXaaSerTyrGinlSerSerSer
h) 4-HypTyrGInlSerSerSer

i) 4-HypXaaLysTyrGInlSerSerSer
j) 4-HypXaahArgTyrGInlSerSerSer
k) 4-HypXaaSerTyrGInlSerSerLeu
|) 4-HypTyrGIniSerSerLeu

m) 4-HypXaaSerTyrGInlSerLeu

n) 4-HypTyrGiniSerLeu

p) 4-HypXaaSerTyrGInlSerNle

q) 4-HypTyrGIniSerNle

r) 4-HypXaaSerTyrGiInlSerTIC
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(SEQ.ID.NO.:

(SEQ.ID.NO.:

(SEQ.ID.NO.:

(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:

(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:

(SEQ.ID.NO.:

27);
28);
29);
30);
31);
32);
33);
34);
35); a
36).

37);
38);
39);
40);
41);
42);

: 43);

44),
45),
46);
47),
48);

: 49);

50);
51);
52);
53);
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s) 4-HypTyrGInISerTIC (SEQ.ID.NO.: 54);
t) 4-HypXaaSerChgGiniSerLeu (SEQ.ID.NO.: 55);
u) 4-HypChgGiniSerLeu (SEQ.ID.NO.: 56);
v) 4-HypXaaSerChgGiniSerNle (SEQ.ID.NO.: 57);
w) 4-HypChgGInlSerNle (SEQ.ID.NO.: 58);
x) 4-HypXaaSerChgGInISerTIC (SEQ.ID.NO.: 59),
y) 4-HypChgGInISerTIC (SEQ.ID.NO.: 60);

kde 4-Hyp je 4-hydroxyprolin, Xaa je akakolvek aminokyselina, hArg je homo-
arginin, Cha je cyklohexylalanin a Chg je cyklohexylglycin.

9. Konjugat podfa naroku 1, v ktorom cyklickd aminokyselina obsahujlica

hydrofilny substituent je zvolena zo zlu€enin vzorca

(o)
x
(GHy),
RS
RG

kde

RS je zvolené z HO- a C4-Cgalkoxy;

RS je zvolené zo skupiny atém vodika, halogén, Cy-Cgalkyl, HO- a C-Cgalkoxy a
t je 3 alebo 4.

10. Konjugat na lieGenie karcindmu prostaty vSeobecného vzorca |



()

NH

OH  dligopeptid —R

\

N-koniec

C-koniec
kde
oligopeptidom je oligopeptid, ktory je selektivne rozpoznavany volnym antigénom
Specifickym pre prostatu, PSA a ktory je schopny proteolytickeho Stiepenia
enzymatickou aktivitou volného antigénu Specifického pre prostatu, priCom

oligopeptid obsahuje cyklicki aminokyselinu vzorca

0)

X

(GH2),

RG
kde
C-koncovy karbonyl je kovalentne naviazany na aminovd skupinu doxorubicinu,

R je zvolené z
a) atém vodika,
b) -(C=O)R"®,

c)
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d) 5
HC” f/\owq\(k
P 0
° o
wa

O O

R' a R? sl nezavisle zvolené zo skupiny: atdém vodika, OH, C1-Cgalkyl, C1-Csalkoxy,
C1-Cearalkyl a aryl,

R' je C4-Csalkyl, hydroxylovany aryl, polyhydroxylovany aryl alebo aryl,

R® je zvolené a HO- a C4-Cgalkoxy,

R® je zvolené zo skupiny atém vodika, halogén, C-Csalkyl, HO- a C;-Cgalkoxy a
nje 1, 2, 3 alebo 4,

p je nula alebo celé &islo medzi 1 a 100,

q je 0 alebo 1, za predpokladu, Ze ak p je nula, q je 1,

rje celé gislo medzi1a10a

tje 3 alebo 4,

alebo jeho farmaceuticky prijatefna sof.

11. Konjugat podfa naroku 10, v ktorom cyklickou aminokyselinou je

kde
R je zvolené z
a) atom vodika,
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b) —(C=0)R",
c)
d)
e) QH
HO A s
R!' R2
f)

R! a R? su nezavisle zvolené zo skupiny: atom vodika, C4-Cgalkyl a aryl,
R'? je C4-Cgalkyl alebo aryl,

nje1, 2, 3alebo4,

n'je 0, 1, 2 alebo 3,

p je nula alebo celé ¢islo medzi 1 a 14,



g je 0 alebo 1, za predpokladu, Ze ak p je nula, q je 1,

rje celé Cislomedzi1a10a
tje 3,
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alebo opticky izomér alebo farmaceuticky prijatelna sol.

12. Konjugat podfa naroku 10, v ktorom oligopeptidom je oligomér obsahujtci

sekvenciu aminokyselin zvolenu zo skupiny:

a) 4-HypXaaSerTyrGInlSerSer

b) 4-HypXaaSerTyrGinlSerAla

c) Alad-HypXaaSerTyrTyrlSer

d) AlaAsnd4-HypXaaSerTyrGInlSer
e) 4-HypXaaSerTyrGInlSerSerThr
f) 4-HypTyrGInlSerSerThr

g) 4-HypXaaSerTyrGlIniSerSerSer
h) 4-HypTyrGInlSerSerSer

i) 4-HypXaaLysTyrGIniSerSerSer
j) 4-HypXaahArgTyrGinISerSerSer
k) 4-HypXaaSerTyrGInlSerSerLeu
I) 4-HypTyrGInlSerSerlLeu

m) 4-HypXaaSerTyrGlIniSerLeu

n) 4-HypTyrGInlSerLeu

p) 4-HypXaaSerTyrGInlSerNle

q) 4-HypTyrGinlSerNle

r) 4-HypXaaSerTyrGIniSerTIC

s) 4-HypTyrGInlSerTIC

t) 4-HypXaaSerChgGinlSerLeu

u) 4-HypChgGinlSerLeu

v) 4-HypXaaSerChgGiniSerNle
w) 4-HypChgGiniSerNle

x) 4-HypXaaSerChgGInISerTIC

(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:
(SEQ.ID.NO.:

37);
38);
39);

: 40);

41),
42),
43),
44),
45);

: 46);

47),
48);

: 49);

50);
51);
52),
53);
54),
95);
56);
57);
98);
59);
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y) 4-HypChgGIniISerTIC (SEQ.ID.NO.: 60);

kde 4-Hyp je 4-hydroxyprolin, Xaa je akakolvek aminokyselina, hArg je homo-
arginin, Cha je cyklohexylalanin a Chg je cyklohexylglycin,
alebo opticky izomér alebo farmaceuticky prijatelna sol.

13. Konjugat podrla naroku 12, v ktorom Xaa je alanin alebo izoleucin, alebo
jeho opticky izomér alebo farmaceuticky prijatelna sof.

14. Konjugét podfa naroku 10, ktory je zvoleny zo zli&enin vzorca:

kde X je

o O
’ C’Q AlaSerCthInSerLeu—é- (SEQ.ID.NO.: 68),
3 N

OH
o O
Hozc’\,—/($> AlaSerChgGinSerLeu—$~  (SEQ.ID.NO.: 69),
N
OH
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O
H AIaSerCthInSerLeu-é- (SEQ.ID.NO.: 70),
N
OH
HO,C o O
\/\J( AIaSerCthInSerLeu—é_
N
(SEQ.ID.NO.: 71),
OH .

o O
’ 0’4 AlaSerCthInSeﬂ.eu—g- (SEQ.ID.NO.: 72),
3 N

OH

OH
o O
Hq C’O\/\ o /\/0\/1(’\5— AIaSerCthlnSerLeu—g—

(SEQ.ID.NO.: 73),

OH
o ©O
H C’( AlaSerChgGinSer~ N ﬁ{ (SEQ.ID.NO.: 74),
8 N H
O
OH

SEQ.ID.No
Sukcinyl-(4-Hyp)ASChgQ-SV-DOX (3') 75
Glutaryl-(4-Hyp)ASChgQ-SV-DOX (3') 76
Glutaryl-(4-Hyp)ASChgQ-SI-DOX (3" 77
Sukcinyl-(4-Hyp)SSChgQ-SI-DOX (3) 78
Sukcinyl-(4-Hyp)ASChgQ-SI-DOX (3°) 79
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Sukcinyl-(4-Hyp)ASChgQ-SAbu-DOX (3) 80
Glutaryl-(4-Hyp)SSChgQ-SI-DOX (3°) 81
Glutaryl-(4-Hyp)SSChgQ-SL-DOX (3/) 82
PEG(2)-(4-Hyp)SSChgQ-SL-DOX (3') 83
Sukcinyl-(4-Hyp)ASChgQ-SThi-DOX (3°) 84
PEG(4)-(4-Hyp)SSChgQ-SL-DOX (3°) 85
PEG(2)-(4-Hyp)ASChgQ-SThi-DOX (3°) 86
Sukcinyl-3,4-(diOH)PASChgQ-SL-DOX (3°) 87
Malonyl-(4-Hyp)ASChgQ-SL-DOX (3') 88

alebo ich optického izoméru alebo ich farmaceuticky prijatelnej soli.

15. Konjugat podla naroku 10, ktorym je :

SEQ.ID.No
Sukcinyl-(4-Hyp)ASChgQ-SV-DOX (3 75
Glutaryl-(4-Hyp)ASChgQ-SV-DOX (3°) 76
Glutaryl-(4-Hyp)ASChgQ-SI-DOX (3°) 77
Sukcinyl-(4-Hyp)SSChgQ-SI-DOX (3) 78
Sukcinyl-(4-Hyp)ASChgQ-SI-DOX (3') 79
Sukcinyl-(4-Hyp)ASChgQ-SAbu-DOX (3') 80
Glutaryl-(4-Hyp)SSChgQ-SI-DOX (3') 81
Glutaryl-(4-Hyp)SSChgQ-SL-DOX (3°) 82
PEG(2)-(4-Hyp)SSChgQ-SL-DOX (3°) 83
Sukcinyl-(4-Hyp)ASChgQ-SThi-DOX (3) 84
PEG(4)-(4-Hyp)SSChgQ-SL-DOX (3°) 85
PEG(2)-(4-Hyp)ASChgQ-SThi-DOX (3°) 86
Sukcinyl-3,4-(diOH)PASChgQ-SL-DOX (3") 87
Malonyl-(4-Hyp)ASChgQ-SL-DOX (3') 88

alebo ich opticky izomér alebo ich farmaceuticky prijatefna sol.
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16. Konjugat podrla naroku 10, ktorym je
[N-Ac(4-trans-L-Hyp)]-Ala-Ser-Chg-GIn-Ser-Leu-Dox

(SEQ.ID.NO.: 68)

o O
//( ?——AlaSerCthlnSerLeu

N— \
Q C-koniec

OH
alebo jeho opticky izomér alebo farmaceuticky prijatefna sol.

H4C

17. Konjugat podfa naroku 10, ktorym je

(SEQ.ID.NO.: 71)

HO,C o)

N— \
Q C-koniec

alebo jeho opticky izomér alebo farmaceuticky prijatefna sof.
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18. Konjugat podfa naroku 10, ktorym je

(SEQ.ID.NO.: 70)

CH 0
3" 'NH
OH

0]

H %—— AlaSerChgGinSerLeu
N s

N \

Q C-koniec

OH

alebo jeho opticky izomér alebo farmaceuticky prijatelna sof.

19. Konjugat podfa naroku 1, vSeobecného vzorca

(I

X_ - oligopeptid - R
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kde

oligopeptidom je oligopeptid, ktory je selektivne rozpoznavany vofnym antigénom
§pecifickym pre prostatu, PSA a ktory je proteolyticky Stiepitefny enzymatickou
aktivitou volného antigénu Specifického pre prostatu, pri¢om oligopeptid obsahuje

cyklicki aminokyselinu vzorca

o)

A3
(GHL),
R

RS

XL je =NH-(CHz),-NH-,
R je zvolené z
a) atom vodika,
b) ~(C=O)R™,

c)

d)
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R' a R? st nezavisle zvolené zo skupiny: atém vodika, OH, C1-Cealkyl, C4-Cgalkoxy,
C4-Csaralkyl a aryl,

R je C;-Cgalkyl, hydroxylovany aryl, polyhydroxylovany aryl alebo aryl,

R' je atom vodika, (C4-Csalkyl)-CO, alebo chlérsubstituovany (C4-Caalkyl)-CO,

nje 1, 2, 3 alebo 4,

p je nula alebo celé ¢islo medzi 1 a 100,

q je 0 alebo 1, za predpokladu, Ze p je nula, q je 1,

rje 1, 2 alebo 3,

tje 3 alebo 4

uje1, 2, 3,4 alebo 5,

alebo jeho farmaceuticky prijatefna sol.

20. Konjugat podra naroku 16, ktory je zvoleny z

4-HypAlaSerChgGin-Serl.eu—NH
(SEQ.ID.NO.: 89),

alebo jeho farmaceuticky prijatefnej soli alebo optického izoméru.

21. Konjugat podrla naroku 1 vzorca ll|
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OH
SEt
N a
oy
||
N CO,CH,
H (1)
“iCH,CH,
CH,0 \ OR'

i TOH
co -/oligopeptid - NRSRM

N-koniec
C-koniec

kde

oligopeptidom je oligopeptid, ktory je Specificky rozpoznavany vofnym antigénom
§pecifickym pre prostatu, PSA a ktory je schopny peoteolytického Stiepenia
enzymatickou aktivitou vofného antigénu Specifického pre prostatu a priCcom

oligopeptid obsahuje cyklicki aminokyselinu vzorca

o)
X _?—é—
(GHo)
RS
RS
RY a R" s nezavisle zvolené zo skupiny: atém vodika, C4-Cgalkyl, -C4-Cgalkyl-OH,
-C4-Cgalkyl-di-OH, -C4-Cealkyl-tri-OH a

0
HyC” (\/\oi’eq\;g\
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za predpokladu, Ze aspoii jedna zo skupin R? a R® nie je atom vodika alebo
C1-Csalkyl alebo

RYa R"sy spojené za vytvorenia diradikalu —-CH,CH,OCH,CH,-,

R' je atém vodika (C1-Caalkyl)-CO alebo chlérsubstituovany (C;-Caalkyl)-CO,

p je nula alebo celé &islo medzi 1 a 100,

q je 0 alebo 1, za predpokladu, Ze p je nula, q je 1,

alebo jeho farmaceuticky prijatelna sol.

22. Konjugat podla naroku 18, ktorym je

C-koniec

4-HypAlaSerChgGin-SerLeu—NH,
(SEQ.ID.NO.: 91),

alebo jeho farmaceuticky prijatefna sol alebo opticky izomeér.

23. Farmaceuticky prostriedok, vyznadujuci sa tym, Ze obsahuje vo
farmaceutickom nosici dispergované terapeuticky ucinné mnozstvo konjugatu podla

naroku 1.

24. Farmaceuticky prostriedok, vyznadujuci sa tym, Ze obsahuje vo
farmaceutickom nosiéi dispergované terapeuticky u¢inné mnozstvo konjugatu podla

naroku 10.
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25. Farmaceuticky prostriedok, vyznacdujuci sa tym, Ze obsahuje vo
farmaceutickom nosici dispergované terapeuticky aéinné mnozstvo konjugatu podfa
naroku 14.

26. Farmaceuticky prostriedok, vyznacujiuci sa t ym, Ze obsahuje
vo farmaceutickom nosi¢i dispergované terapeuticky G€inné mnozstvo konjugatu

podla naroku 17.

27. Farmaceuticky prostriedok vyrobeny kombinaciou konjugatu podla naroku
1 a farmaceuticky prijatefného nosica.

28. Spoésob vyroby farmaceutického prostriedku, vyznacujlici sa
ty m, Ze zahrnuje kombinaciu konjugatu podla naroku 1 s farmaceuticky prijatefnym

nosiéom.

29. Pouzitie konjugatu podfa naroku 1 na vyrobu farmaceutického prostriedku

podra naroku 23 na lieGenie karcindmu prostaty cicavca.

30. Pouzitie konjugatu podla naroku 10 na vyrobu farmaceutického
prostriedku podfa naroku 24 na pouzitie na lieCenie karcinému prostaty cicavca.

31. Pouzitie konjugatu podla naroku 14 na vyrobu farmaceutického

prostriedku podfa naroku 25 na pouzitie na lie€enie karcindmu prostaty cicavca.

32. Pouzitie konjugatu podla naroku 17 na vyrobu farmaceutického
prostriedku podla naroku 26 na pouZitie na lie€enie karcinbmu prostaty cicavca.

33. Poutzitie konjugatu podfa naroku 1 na vyrobu farmaceutického prostriedku

podfa naroku 23 na lie€enie benignej hyperplazie prostaty cicavca.
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34. Pouzitie konjugatu podfa naroku 10 na vyrobu farmaceutického
prostriedku podfa naroku 24 na pouzitie na lieCenie benignej hyperplazie prostaty
cicavca.

35. Pouzitie konjugatu podfa naroku 14 na vyrobu farmaceutického
prostriedku podfa naroku 25 na pouzitie na lieGenie benignej hyperplazie prostaty
cicavca.

36. Pouzitie konjugatu podfa naroku 17 na vyrobu farmaceutického
prostriedku podla naroku 26 na pouZitie na lieCenie benignej hyperplazie prostaty

cicavea.
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