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Peptid, zpiisob jeho vyroby a farmaceuticky prostiedek tuto litku obsahujici

Oblast techniky

Vynélez se tykd peptidi s antagonistickym u¢inkem vici bradykininu, zplsobu jejich vyroby
a farmaceutickych prostfedku tyto latky obsahujicich.

Dosavadni stav techniky

Peptidy s uvedenym Gcinkem byly popsiny ve WO 86/07263. Jde o latky, v nichZ je v pepti-
dovém hormonu bradykininu nebo v nékterém zjeho analogh nahrazen mimo jiné L-Pro
v poloze 7 D-aminokyselinou, jako je D-Phe, D-Thi, D-Pal, CDF, D-Nal, MDY, D-Phg, D-
His, D-Trp, D-Tyr, D-hPhe, D-Val, D-Ala, D-His, D-lle, D-Leu a DOMT.

Ukolem predlozeného vynilezu je ziskani novych peptidi se stejnymi t&inky.

Podstata vynalezu

Pifedmétem predlozeného vynalezu jsou peptidy obecného vzorce I,

A-B-C-E-F-K~(D)-Phe-G-M-F-1I m,

ve kterém

A

= 5]

o =2 R~

znamend atom vodiku, (D)- nebo (L)}-H—-Arg, (D)~ nebo (L}-H-Lys nebo (D)- nebo (L)-
H-—Orn,

znamena Arg, Om nebo Lys, pfi¢emz guanidinova skupina nebo aminoskupina v postrannim
fetézci je poptipadé substiutovana atomem vodiku, alkanoylovym zbytkem o 1 aZ 8 atomech
uhliku, aryloylovym zbytkem o 7 az 14 atomech uhliku, mono— aZ tricyklickym hetero-
aryloylovym zbytkem o 3 az 9 atomech uhliku s heteroatomy, vybranymi ze skupiny
zahrnujici N, O a S, alkylsulfonylovym zbytkem o 1 az 8 atomech uhliku nebo arylsulfony-
lovym zbytkem o 6 az 12 atomech uhliku, pfiemz aryl, heteroaryl, aryloyl, arylsulfonyl
a heteroaryloyl miize byt substituovan 1, 2, 3 nebo 4 stejnymi nebo rliznymi zbytky ze
skupiny zahrnujici methylovou skupinu, methoxyskupinu a atom halogenu,

znamena Pro—Pro—Gly, Hyp—Pro—Gly nebo Pro-Hyp-Gly,

znamena Phe nebo Thia,

znamena Ser, Hser, Lys, Leu, Val, Nle, Ile nebo Thr,

znamena pfimou chemickou vazbu,

znamendé piimou chemickou vazbu,

znamena zbytek heterocyklického systému vzorce IV,

~NR*-CHR’«C=0)- Iv),
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ve kterém R*a R’ tvoti spoledng s atomy, na které jsou vazané heterocyklicky monocyklicky
nebo bicyklicky kruhovy systém, pfi¢emz tento kruhovy systém je zvoleny ze skupiny
zahrujici kyselinu  pyrrolidin—2—karboxylovou, kyselinu piperidin-2—karboxylovou,
kyselinu 1,2,3,4-tetahydroisochinolin-3-karboxylovou, kyselinu cis— a trans—dekahydro-
isochinolin—3-karboxylovou, kyselinu cis—endo, cis—exo, trans—oktahydroindol-2—
karboxylovou, cis—endo—, cis—exo, trans—oktahydrocyklopentan[b]pyrrol-2—karboxylovou
a kyselinu hydroxyprolin—2—karboxylovou,

F  znamena Arg,

I znamend hydroskupinu a
(D)-Phe znamena D—fenylalanin

a jejich fyziologicky pfijatelné soli.

Dile je pfedmétem predloZzeného vynélezu zpiisob vyroby peptidd obecného vzorce I, pfi kterém
se

a) uvede do reakce fragment svolnou C-terminalni karboxylovou skupinou nebo jeho
aktivovany derivat s odpovidajicim fragmentem s volnou N-terminalni aminoskupinou,
nebo se

b) peptid buduje postupng,

naCeZ se ve slou€ening, ziskané v provedeni a) nebo b) popfipadé odstépi ochranné skupiny,
dotasné zavedené a popfipadé se takto ziskand sloudenina obecného vzorce I pfevede na
nékterou ze svych fyziologicky pfijatelnych soli.

Peptidy obecného vzorce I jsou vhodné jako 1é¢iva, obzvlasté pro vyrobu lé&iv pro ofetfeni
patologickych stavii, vyvolanych nebo podporovanych bradykininem a bradykininu piibuznymi
peptidy.

Pfedmétem vynilezu je také farmaceuticky pfipravek pro o3etfeni patologickych stavi,
zpusobenych, vyvolanych nebo podporovanych bradykininem a bradykininu pribuznymi peptidy,
ktery jako i¢innou latku obsahuje alespoii jeden peptid obecného vzorce I.

Pokud neni uvedeno jinak, znamena zkratka zbytku aminokyseliny bez uvedeni konfigurace tento
zbytek v L-formé.

Pokud neni vyslovné uvedeno jinak, mohou byt alkylové zbytky pfimé nebo rozvétvené, coz plati
také pro odvozené zbytky, jako je naptiklad alkoxyskupina, aralkylova skupina nebo alkanoylova
skupina.

Arylovym zbytkem se 6 az 12 uhlikovymi atomy je vyhodné fenylova, naftylova nebo bifenylova
skupina. Obdobné plati i pro odvozené zbytky, jako je naptiklad aryloxyskupina, aralkylova
skupina nebo aroylova skupina.

Atomem halogenu je vyhodné atom fluoru, chloru, bromu nebo jodu, vyhodné atom chloru.
Ze soli ptipadaji v tvahu pfedevsim soli s fyziologicky pfijatelnymi aminy nebo anorganickymi

nebo organickymi kyselinami, jako je napiiklad kyselina chlorovodikov4, bromovodikova,
sirova, fosfore¢na, maleinova, fumarov4, citronova, vinna nebo octova.
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Uvedené peptidy je mozno ziskat pomoci postupti zndmych zchemie peptidl, uvedenych
napiiklad v publikaci Houben—Weyl, Methoden der organischen Chemie, sv. 15/2, vyhodné
syntézou v pevné fazi, naptiklad podle publikace B. Merifield, J. Am. Chem. Soc. 85, 2149
(1963) nebo R. C. Sheppard, Int. J. Peptide Protein Res. 21, 118 (1983), je mozno uzit také
ekvivalentnich postupli. Z ochrannych skupin pro a—aminokyseliny je mozno uZit urethanové
ochranné skupiny, naptiklad terc.butyloxykarbonyl (Boc), fluorenylmethyloxykarbonyl (Fmoc).
V ptipadé, Ze k zabrané vedlejSich reakci nebo pro ziskani zvlastnich postupt je toho zapotiebi,
je mozno jest€ chranit také funk&ni skupiny postranniho fetézce aminokyseliny vhodnymi
ochrannymi skupinami, uvedenymi naptiklad v T. W. Greene, ,Protective Groups in Organic
Synthesis®, pfiemz se v prvni fadé€ uzije Arg(Tos), Arg(Mts), Arg(Mtr), Arg(Pmc), Asp(OBzl),
Asp(OBut), Cys(4-MeBzol), Cys(Acm), Cys(SBut), Glu(OBz!), Glu(OBut), His(Tos),
His(Fmoc), His(Dnp), His(Trt), Lys(Cl-Z), Lys(Boc), Met(O), Ser(Bzl), Ser(But), Thr(Bzl),
Thr(But), Trp(Mts), Trp(CHO), Tyr(Br-Z), Tyr(Bz!l) nebo Tyr(But).

Pfi syntéze v pevné fazi se za¢ind na C-termindlnim zakonéeni peptidu vazbou chrdn&né
aminokyseliny na odpovidajici pryskyfici. Vychozi material tohoto typu je moZno ziskat vazbou
chranéné aminokyseliny na polystyrenovou nebo polyakrylamidovou pryskyfici, modifikovanou
chlormethylovou skupinou, hydroxymethylovou skupinou, benzhydrylaminoskupinou (BHA)
nebo methylbenzhydrylaminoskupinou (MBHA) pomoci esterové nebo amidové vazby. Uvedené
pryskyfice se b&in¢ dodavaji. Pryskyfice, modifikované BHA nebo MBHA jsou vhodné
v piipadé, ze vysledny peptid ma mit na C—terminalnim zakon&eni volnou amidovou skupinu.
V piipadé, Ze peptid ma mit na C—terminalni zakon&eni sekundarni amidoskupinu, uZije se
pryskyfice s chlormethylovymi nebo hydroxymethylovymi skupinami a od3tepeni se provadi
odpovidajicimi aminy. V pfipadé, Ze se napfiklad ma ziskat ethylamid, je moZno od3tépit peptid
od pryskytice ethylaminem, pfi¢emz $tépeni ochrannych skupin na postrannim fetézci se pak
provadi jinymi reak¢nimi €inidly. V ptipadé, Ze v peptidu maji zistat butylové ochranné skupiny
na postrannim fet€zci aminoskupiny, provadi se syntéza pfi pouziti ochranné skupiny Fmoc pro
doCasné blokovéani o—aminoskupiny aminokyseliny, napfiklad postupem, uvedenym vR. C.
Sheppard, J. Chem. Soc., Chem. Comm. 1982, 587, pfi¢emZ guanidinova funkce arginu se chrani
protonaci pouZzitim pyridiniumchloristanu a ochrana dalsi aminokyseliny v postrannim fetézci se
provadi katalytickou hydrogenaci podle A. Felix a dal$i. J. Org. Chem. 13, 4194 (1978) nebo
plsobenim sodiku v kapalném amoniaku podle W. Roberts, J. Am. Chem. Soc. 76, 6203 (1954),
témito postupy je mozno odstranit pouzitou benzylovou ochrannou skupinu.

Po od3tépeni ochranné skupiny na aminoskupiné aminokyseliny, vdzané na pryskyfici vhodnych
reakénim ¢inidlem, napfiklad kyselinou trifluoroctovou v methylenchloridu v piipadé pouZiti
skupiny Boc nebo 20% roztokem piperidinu v dimethylformamidu v p¥ipadé ochranné skupiny
Fmoc se pak postupné vazi v poZadovaném pofadi daldi chranéné aminokyseliny. Jako
meziprodukty vznikaji peptidy, vazané na pryskyfici a chranéné na N-terminalni zakondeni,
ochranna skupina se pred vazbou dal$iho derivatu aminokyseliny odstrani.

Jako vazné &inidlo je moZno uZit rizna aktivaéni Cinidla, b&€Zné uzivana pii syntéze peptidi
a popsana napiiklad v publikaci Houben—Weyl, Methoden der organischen Chemie, sv. 15/2,
zejména jde o karbodiimidy jako N,N’—dicyklohexylkarbodiimid, N,N’—diisopropylkarbodiimid,
nebo N-ethyl-N’—(3—dimethylaminopropyl)karbodiimid. Vazbu je moZno provést piimo
pridanim derivatu aminokyseliny a aktivaéniho reakéniho ¢inidla a popfipadé ptisady, potladujici
racemisaci, jako je napfiklad 1-hydroxybenzotriazol (HOBt), popsany v publikaci W. Kénig, R.
Geiger, Chem. Ber. 103, 2054 (1970), nebo je mozno piedbézné aktivovat derivat aminokyseliny
jako symetricky anhydrid nebo jako HOBt— nebo HOObt—ester a roztok aktivované latky pridat
ve vhodném rozpoustédle k peptidu, navazanému na pryskyfici.
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Vazba a aktivace derivatu aminokyseliny nékterych se svrchu uvedenych aktiva¢nich &inidel se
provadi napfiklad v dimethylformamidu, N-methylpyrrolidonu nebo methylchloridu nebo ve
smési uvedenych rozpoustédel. Aktivovany derivat aminokyseliny je mozZno uzit v 1,5 az
4nasobném piebytku. V pripadé, Ze dojde k neliplné vazbé je mozno vaznou reakci opakovat,
aniz by bylo nutné nejprve odblokovat a—aminoskupinu peptidu, vazaného na pryskyfici.

Pribéh vazné reakce je mozno ovéfit reakci s ninhydrinem, napfiklad podle publikace E. Kaiser
a dalsi, Anal. Biochem. 34, 595 (1970). Syntézu je mozno provadét také automaticky, napfiklad
pii pouziti automatického zafizeni, jako je Peptid—Synthesizer Modell 430 A (Applied
Biosystems), pfi¢emz je moZno uzit programu, dodaného vyrobcem nebo je mozno uzit vlastniho
programu. Vlastni program se uziva zejména pfi pouZiti derivatu aminokyseliny s ochrannou
skupinou Fmoc.

Po ziskani peptidu uvedenym zpusobem je mozno peptid od pryskyfice odstépit vhodnym
reakénim Cinidlem, napfiklad plynnym fluorovodikem, zvlast€ u peptidd, ziskanych s pouzitim
Boc, nebo kyselinou trifluoroctovou, zvlasté pro peptidy, ziskané s pouzitim Fmoc. Tato reakéni
¢inidla od$tépuji nejen peptid od pryskyfice, nybrz také ochranné skupiny na postrannich
fetézcich derivatu aminokyselin. Timto zpisobem se ziska peptid ve formé volné kyseliny, neni-
li pouzita pryskyfice, modifikovana BHA nebo MBHA. V pfipad€ pouziti téchto pryskyfic se
ziska peptid po odstépeni fluorovodikem nebo kyselinou trifluormethansulfonovou, jako amid
kyseliny. Dalsi postupy pro vyrobu amidi peptidi byly popsiny v DEP 3711 866.8
a P 3743 620.1. V tomto ptipadé se amid peptidu odstépi od pryskyfice sttedné silnou kyselinou,
obvykle uZivané pii syntéze peptidi, napiiklad kyselinou trifluoroctovou, pfiCemz se pfidavaji
jesté latky, které mohou vézat kationty jako fenol, kresol, thiokresol, anisol, thioanisol,
ethandithio, dimethylsulfid, ethylmethylsulfid a podobné jednotlivé nebo ve smési. Kyselina
trifluoroctova miize byt uzita ve vhodném rozpoustédle, naptiklad methylenchloridu.

V piipadé€, Ze neni zapotfebi odstranit terc.butylové nebo benzylové ochranné skupiny na
postrannich fetézcich peptidu, je mozno peptid odstépit z modifikované nosné pryskyfice 1%
kyselinou trifluoroctovou v methylenchloridu podle publikace R. C. Sheppard, J. Cehm. Sod.,
Chem. Comm. 1982, 587. V pfipad€, ze maji zistat zachovany nékteré terc.butylové nebo
benzylové ochranné skupiny na postrannich fetézcich, uZzije se vhodné kombinace syntézy
a odstépeni.

Pii syntéze peptidii s C—termindlni amidoskupinou nebo omega—amino nebo omega—guanidin-
alkylovou skupinou se rovnéz uZije modifikovana nosna pryskyfice podle uvedené Sheppardovy
publikace. Po syntéze se peptid, pln¢ chranény na postrannim fetézci od pryskyfice odstépi a pak
se uvede do reakce klasickym zpisobem v roztoku s odpovidajicim aminem, omega—amino-
alkylamin nebo omega—guanidinalkylamin, pti¢emz je mozno pfipadné dalsi funkéni skupiny
docasné chranit obvyklym zpisobem.

Dalsi postup pro vyrobu peptidi s omega—aminoalkylovou skupinou byl popsan v EP 264 802.

Peptidy obecného vzorce I je mozno ziskat s vyhodou postupu s pouZzitim pevné faze podle dvou
obecnych postupl pouzitych ochrannych skupin.

Syntéza byla provadéna na automatickém zafizeni Peptidsynthesiser Modell 430 A (Applied
Biosystems) pfi pouZiti ochrannych skupin Boc nebo Fmoc k do¢asné ochrané a—aminoskupin.

Pfi pouzité ochranné skupiny Boc bylo uzito programu, dodaného vyrobcem.

Syntéza peptidu s volnou karboxylovou skupinou na C—terminalnim zakonceni byla provadéna
na 4—(hydroxymethyl)fenylacetamidomethyl polystyrenové pryskyfice s navazanou Boc—amino-
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kyselinou (Applie Biosystems) podle publikace R. B. Merrifield, J. Org. Chem. 43, 2845 (1978).
Pro vyrobu amidu peptidu bylo uzito pryskyfice MBHA téhoZ vyrobce.

Jako aktivacni ¢inidlo byl pouzit N,N’~dicyklohexylkarbodiimid nebo N,N’—diisopropylkarbodi-
imid. Aktivace byla provadéna ve formé symetrického anhydridu, HOBt— nebo HOObt—esteru
v methylendichloridu, smési methylendichloridu a dimethylformamidu nebo NMP. Pro vazbu
bylo uzito 2 az 4 ekvivalenti aktivovaného derivatu aminokyseliny. V pfipadg, Ze vazba prob&hla
neuplné&, byl postup opakovan.

Pfi pouziti ochranné skupiny Fmoc k do¢asné ochranné a—aminoskupiny byl postup provadén pfi
pouziti téhoZz zafizeni, avSak s pouzitim vlastniho programu. Syntéza byla provadéna na p-
benzyloxybenzylalkoholové pryskytici podle publikace S. Wang, J. Am. Chem. Soc. 95, 1328
(1973), (Fa. Bachem) zplisobem podle publikace E. Atherton a dalii, J. C. S. Chem. Comm.
1981, 336, pryskyfice byla esterifikovana odpovidajici aminokyselinou. Aktivace derivitu
aminokyseliny ve formé HOBt- nebo HOObt-esteru probihala ptimo v dodaném zasobniku
pfistroje pro aminokyselinu pfidanim roztoku diisopropylkarbodiimidu v dimethylformamidu
k pfedem ziskané smési derivatu aminokyseliny a HOObt nebo HOBt. Je moZno uZit také OObt—
ester aminokyseliny, chranény Fmoc, jak je popsédno v EP 247 573. Odstépeni ochranné skupiny
Fmoc bylo provddéno 20% roztokem piperidinu v dimethylformamidu v reak&éni nadobé.
Reaktivni derivat aminokyseliny byl uzit v pfebytku 1,5 aZz 2,5 ekvivalentu. V pfipadg, ze doslo
k nelplné vazbé, byla vazba opakovana stejné jako pfi pouziti metody Boc.

Peptidy obecného vzorce I maji jednotlivé nebo ve smési antagonisticky G¢inek vii¢i bradykninu.
Tento uinek je moZno prokazat na riznych modelech, uvedenych v Handbook of Exp.
Pharmacol, sv. 25, Sprinter Verlag, 1970, str. 53 — 55, napiiklad na izolované déloze krysy,
tenkém stfevu morcete nebo na izolované plicni tepné morcete.

Pro zkousky peptidu obecného vzorce I na izolované plicni tepné mordete se more (Dunkin
Hartley) s hmotnosti 400 az 450 g usmrti ranou do tyla.

Hrudni ko3 se otevie a opatrné se vypreparuje plicni tepna. Okolni tkai se opatrné odstrani
a tepna se spirdln€ rozfizne v hlu 45°.

Prouzek tepny s délkou 2,5 cm a Sitkou 3 az 4 mm se upevni do organové lazné s objemem
10 ml, naplnéné Ringerovym roztokem nasledujiciho sloZeni:

slozka mmol/l
NaCl 154
KCl 5,6
CaClz 1,9
NaHCO; 2,4
glukéza 5,0

Roztokem se necha probublavat smés 95 % kysliku a 5 % oxidu uhliitého, teplota roztoku je
37 °C, pH 7,4, zatiZeni prouzku 1,0 g.

Isotonické zmény koncentrace se zaznamenavaji pomoci packy pfislusnym zafizenim (HF—
Modem, Hugo Sachs) a registruji kompenza¢nim pisatkem (BEC, Goerz Metrawatt SE 460).

Po 1 hodiné pro dosaZeni rovnovazného stavu se provadi vlastni pokus. Po dobé, pti niz dosahne
prouzek maximalni citlivosti k roztoku s obsahem 2 x 107 molw/! bradykininu (bradykinin vede

~

k kontrakci prouziu) se nechivaji pisobit peptidy vizdy 10 minut vdavce 5x10% az
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1x 10 °mol/l a pak se znovu ptida bradykinin a urduje se pokles jeho G&inku ve srovnani
s kontrolami.

K priikazu parcidlniho antagonistického uCinku se uziji peptidy vdavkach 1x 10° az
1x 10” mol/L.

Pro sloué¢eninu HHD)-Arg—Arg-Pro—Hyp—Gly-Phe—Ser—(D)-Phe—-Oic—Arg—OH byla prokizana
hodnota ICso[M] = 1,4.10°,

Peptidy obecného vzorce I je mozno uzit pti viech patologickych stavech, vyvolanych nebo
podporovanych bradykininem a pfibuznymi peptidy. Jde naptiklad o wirazy, poranéni, spéleniny,
dale o vyrazky, erytemy, otoky, anginy, artritis, astma, allergie, rymu, 3ok, zanéty, nizky krevni
tlak, bolestivé stavy, svédivé stavy a zmény pohyblivosti spermatu.

Vynalez se rovnéz tyka pouziti peptidi obecného vzorce I k 1€€b€ a k vyrobé farmaceutickych
prostiedki.

Tyto farmaceutické prostfedky obsahuji peptidy obecného vzorce 1 jednotlivé nebo ve smési
spolu s anorganickymi nebo organickymi farmaceutickymi nosici.

Peptidy je mozno podavat enterdlné nebo parenteralné€, napiiklad podkozné, nitrosvalové nebo
nitroZilné, pod jazyk do kiize, do nosu, rektalnég, intravaginaln€, do dutiny Gstni nebo inhalaci.
Dévka u&inné latky zavisi na druhu teplokrevného Zivocicha, télesné hmotnosti, stafi a zptisobu
podani.

Farmaceutické prostfedky je mozno ziskat béZnym zpisobem tvorbou roztoku, smési, granulatu
nebo drazovanim.

Pro peroralni podani nebo pro podani na sliznice se ucinné latky misi s vhodnymi pfisadami,
jako jsou nosice, stabilizatory nebo inertni fedidla a b&znym zplisobem se zpracovavaji na
vhodné 1ékové formy jako tablety, drazé, kapsle, vodné, alkoholové nebo olejové suspenze nebo
roztoky. Z inertnich nosi¢l je mozno pouzit napfiklad arabskou gumu, oxid hofe¢naty, uhli¢itan
hofe€naty, fosfore¢nan draselny, mlé€ny cukr, glukézu, stearylfumarat hote¢naty nebo $kroby,
zejména kukufi¢ny Skrob. Priprava muiize probihat granulaci za sucha nebo za vihka. Z olejovych
nosi¢il nebo rozpoustédel padaji v tvahu napriklad rostlinné nebo Zivocisné oleje, jako sluneéni-
covy olej, rybi tuk.

Prostfedek pro mistni podani miZe byt vodny nebo olejovy roztok, lotion, emulze, zelé, mast
nebo krém nebo popfipadé sprej, obvykle se pfidava polymer ke zlepSenému pfilnuti prostfedku.

Pfi podani do nosu se slouceniny misi s béZnymi pfisadami, jako jsou stabilizatory nebo inertni
fedidla a obvyklym postupem se ptipravi vhodna lékova forma, jako vodny, alkoholovy nebo
olejovy roztok nebo suspenze. K vodnym prostfedkiim pro podani do nosu je mozno piidat latky,
tvorici chelaty, kyselinu ethylendiamin—N,N,N’,N’—tetraoctovou, citronovou, vinnou nebo jejich
soli. K podani do nosu je moZno uZit davkovaciho rozprasovate nebo je mozno prostiedek
podavat jako nosni kapky s podilem, zvy$ujicim viskozitu nebo ve formé gelu nebo krému.

Pro pouziti k inhalaci se uZije rozpraSovacich zafizeni nebo tlakového baleni pfi pouziti inertniho
nosného plynu.

Pro nitroZilni, podkozni, epikutanni nebo intradermalni podani se uvadé€ji acinné latky nebo
jejich soli, pfijatelné z fyziologického hlediska do roztoku, suspenze nebo emulze, popiipadé
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spolu s béZnymi pomocnymi latkami, napfiklad k dosaZeni isotonického roztoku nebo tplné pH,
pouzit je mozno také pomocna rozpoustédla, emulgatory a dal$i pomocné latky.

Vzhledem ke kratkému polofasu uvedenych latek v t€lesnych tekutinach je ucelné pouZit
retardovanych prostfedki v injekénim podani. Lze uZzit napiiklad olejové krystalické suspenze,
mikrokapsle, ty€inky nebo implantaty, pfi¢emz je mozno uzit kompatibilnich polymert, které se
v organismu odbourdvaji, napfiklad kopolymeri kyseliny polymlééné a polyglykolové nebo
lidského albuminu.

Davka pro mistni a inhaladni podani je roztok sobsahem ucinné latky 0,01 az 5 mg/ml,
systemického podani se uziva davka 0,01 az 10 mg/kg.

Vysvétleni zkratek:
Zkratky, uzité pro aminokyselinu odpovidaji béZznému oznaleni tfemi pismeny, které se uZiva

v chemii peptidii podle Europ. J. Biochem. 138, 9 (1984). V priibéhu ptihlagky bylo dale pouzito
nasledujicich zkratek:

Acm acetamidomethyl

eta—Ahx eta—aminohexanoyl

Aoc cis, endo—2-azabicyklo[3:3.0]oktan—-3S—karbonyl,
Boc terc.butyloxykarbonyl

But terc.butyl

Bzl benzyl

CDF chlor«(D)—fenylalanyl

Cha cyklohexylalanyl

Chg cyklohexylglycyl

Cl-Z 4—chlorbenzyloxykarbonyl

DMF dimethylformamid

DOMT O-methyl+(D)~threonyl

Dnp 2,4—dinitrofenyl

Fmoc 9—fluorenylmethyloxykarbonyl

MDY O-methyl—+(D)-tyrosyl

Me methyl

4-Mebzl 4-methylbenzyl

Mtr 4-methoxy—2,3,6-trimethylfenylsulfonyl
Mts mesitylen—2—sulfonyl

Nal naftylalanyl

NMP N-methylpyrrolidin

Npg neopentylglycyl

Oic cis—endo—oktahydroindol-2-karbonyl
Opr isoxazolidin—3-ylkarbonyl

Pal pyridylalanyl

Pmc 2,2,5,7,8—pentamethylchroman—6-sulfonyl
Tbg terc.butylglycyl

TFA kyselina trifluoroctova

Tes 4-methylfenylsulfonyl

This 2—thienylalanyl

Tic 1,2,3,4—tetrahydroisochinolin—3—ylkarbonyl
Trt trityl

V nasledujicim ptikladu je osvétlena nejvyhodné€jsi metoda pro vyrobu peptidi obecného vzorce
I v pevné fazi.
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PFi provadéni tohoto postupu bylo uZito nasledujicich derivati aminokyseliny:

Fmoc—Arg(Mtr}~OH, Boc—~(D)-Arg-OH, Fmoc-Arg(Pmc}-OH, Fmo-Hyp—OH, Fmoc-Pro—
OO0Obt, Fmoc—Gly—0O0bt, Gmoc—Phe—0OO0bt, Fmoc—Ser(tBu)-OObt, Fmoc—~D)-Phe—OH, Fmoc—
GIn-OH, Fmoc—Aoc—OH, Fmoc-Thia—OH, Fmoc—Opr-OH, Fmoc{D)-Asn—OH, Fmoc—-3-Ala-
OH, Fmoc—Oic—-OH.

Priklad 1
H—(D)-Arg-Arg—Pro-Hyp-Gly—Phe-Ser—(D)-Phe-Oic-Arg-OH

Tato latka byla vyrobena na automatickém syntetizatoru peptidi Peptid—Synthesizer Modell
430 A (Fa Applied Biosystems) pfi pouziti metody Fmoc a pfi pouziti p-benzyloxy-
benzylalkoholové pryskyfice, esterifikované Fmoc—Arg(Mtr)-OH (Fa—Novabiochem), mnozstvi
skupin, tvoficich ester bylo 0,5 mm/g pryskyfice. Byl uzit 1g pryskyfice a syntéza byla
provadéna pri pouziti modifikovaného programu metodou Fmoc.

V zasobnicich zafizeni bylo ulozeno vzdy 1 mmol derivatu aminokyseliny s volnou karbo-
xylovou skupinu a 0,95 mmol HOObt. Predbézna aktivace aminokyselin byla provadéna ptimo
v zasobnicich rozpusténim ve 4 ml DMF a pfidanim 2 ml, 0,55 M roztoku diisopropyldiimidu
v DMF.

HOObt-estery dalSich aminokyselin byly rozpustény v 6 ml NMP a pak navazany stejné jako in
situ pfedem aktivované aminokyseliny na pryskyfici, pfedem zbavenou ochranné skupiny 20%
roztokem piperidinu v DMF. Po skonceni postupu byl peptid odStépen od pryskyfice za
soucasného odstranéni ochranné skupiny na postrannim fetézci kyselinou trifluoroctovou pfi
pouziti thioanisolu a ethandithiolu k vazbé kationtu. Zbytek po pisobeni kyseliny trifluoroctové
byl opakované digerovan s ethylesterem kyseliny dusikové a odstfedén. Usazenina byla
chromatografovdna na prostfedku Sephadex LH 20 pii pouziti 10% kyseliny octové. Frakce
s obsahem ¢&istého peptidu byly ¢istény a lyofilizovany.

MS(FAB): 1292,4 (M+H).

Analogicky jako je popsano v ptikladé 1 se vyrobi slouceniny podle nasledujicich ptikladi 2 a 3.

Piiklad 2
H—(D)-Arg—Arg-Pro-Hyp—Gly-Thia-Ser«(D)-Phe—Oic—Arg—-OH

MS (FAB) = 1292,7.

Pfiklad 3
H—(D)-Arg-Arg—Pro-Pro—Gly—Phe—Ser—D)—«p—Cl)Phe—Oic-Arg-OH

Ms (FAB) = 1305,0.
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V nasledujicim jsou uvedeny hodnoty ICs,, které demonstruji velmi vybranou uginnost
sloueniny podle predloZeného vynélezu. Tyto hodnoty byly stanoveny pomoci metody, popsané

vyse.

Pi. Sloucenina ICs0 (M)

1 H~AD)-Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly—Phe-Ser-(D)-Phe—

Oic—Arg—OH 1,4x10%

2  H—-(D)-Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-Thia—Ser-(D)-Phe-

Oic-Arg—OH 1,4x10%

3 H—-D)-Arg-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser—(D)-

(p~C1)Phe-Oic-Arg-OH 8,0x10°%
PATENTOVE NAROKY

1. Peptid obecného vzorce I,

A-B-C-E-F-K—~D)-Phe-G-M-F-1 0,
ve kterém

A znamena atom vodiku, (D)~ nebo (L}-H-Arg, (D)~ nebo (L)}-H-Lys nebo (D) nebo (L)~
H-Orn,

B znamena Arg, Orn nebo Lys, pficemzZ guanidinova skupina nebo aminoskupina v postrannim
fetézci je popfipadé substituovana atomem vodiku, alkanoylovym zbytkem o 1 aZ 8 atomech
uhliku, aryloylovym zbytkem o 7 az 14 atomech uhliku, mono— aZ tricyklickym hetero-
aryloylovym zbytkem o 3 az 9 atomem uhliku s heteroatomy, vybranymi ze skupiny zahrnu-
jici N, O a S, alkylsulfonylovym zbytkem o 1 az 8 atomech uhliku nebo arylsulfonylovym
zbytkem o 6 az 12 atomech uhliku, pfiemz aryl, heteroaryl, aryloyl, arylsulfonyl a hetero-
aryloyl miZe byt substituovan 1, 2, 3 nebo 4 stejnymi nebo riiznymi zbytky ze skupiny
zahrnujici methylovou skupinu, methoxyskupinu a atom halogenu,

C znamena Pro-Pro-Gly, Hyp—Pro—Gly nebo Pro-Hyp—Gly,

E znamena Phe nebo Thia,

F  znamena Ser, Hser, Lys, Leu, Val, Nle, Ile nebo Thr,

K znamené pfimou chemickou vazbu,

M znamené pfimou chemickou vazbu,

G znamena zbytek heterocyklického systému vzorce IV,

~NR*-CHR’«(C=0)- (IV),
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ve kterém R* a R® tvofi spoletnd s atomy, na které jsou vazané heterocyklicky
monocyklicky nebo bicyklicky kruhovy systém, pfi¢emz tento kruhovy systém je zvoleny ze
skupiny zahrnujici kyselinu pyrrolidin—2-karboxylovou, kyselinu piperidin—2-karboxy-
lovou, kyselinu 1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-3-karboxylovou, kyselinu cis— a trans—
dekahydroisochinolin—3-karboxylovou, kyselinu cis—endo—, cis-exo—, trans—oktahydro-
indol-2-karboxylovou, cis—endo—, cis—exo, trans—oktahydrocyklopentan[b]pyrrol-2—karbo-
xylovou a kyselinu hydroxyprolin—2-karboxylovou,

F  znamena Arg,

I znamena hydroxyskupinu a

(D)-Phe znamena D—fenylalanin

a jeho fyziologicky pfijatelné soli.

2. Zpisob vyroby peptidu obecného vzorce I podle naroku 1, vyznadujici se tim,

Ze se

a) uvede do reakce fragment svolnou C-terminalni karboxylovou skupinou nebo jeho
aktivovany derivat s odpovidajicim fragmentem s volnou N-terminalni aminoskupinou,
nebo se

b) peptid buduje postupng,

nalez se ve slouCening, ziskané v provedeni a) nebo b) popfipadé od3t&pi ochranné skupiny,

dotasné zavedené a popfipadé se takto ziskana sloudenina obecného vzorce I ptevede na

nékterou ze svych fyziologicky ptijatelnych soli.

3. Peptid obecného vzorce I podle naroku 1 jako 1é&ivo.

4. Peptid obecného vzorce I podle naroku 1 pro vyrobu l1é€iv pro o3etfeni patologickych stavil,
vyvolanych nebo podporovanych bradykininem a bradykininu pfibuznymi peptidy.

5. Farmaceuticky piipravek pro o3etieni patologickych stavii, zpiisobenych, vyvolanych nebo
podporovanych bradykininem a bradykininu pfibuznymi peptidy, vyzna&ujici se tim,
Ze jako ucinnou latku obsahuje alespoii jeden peptid obecného vzorce I podle naroku 1.

Konec dokumentu
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