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(57) Vynilez pfedkléd4 peptidové derivéty o vzorci A-B-D-
NHCH/CH;C(O)R'!C(O)NHCH/CR2(R3)C(O)OH/C(O )-
E, kde A je niz3f alkynoyl, nesouci dva substituenty a kazdy
ze substituentl je nezdvisle zvoleny z fenylu a monosubsti-
tuovaného fenylu, jehoZ substituent je alkyl, halovy radikal,
hydroxy! a ni2§f alkoxyl; B je zbytek N-methylaminokyseli-
ny; D je zbytek aminokyseliny; R! je alkyl, cykloalkyl,
mono nebo dlsubstltuované ammoskupma R2 je vodikovy
atom nebo alkyl a R’ je alkyl, nebo jsou R?aR’ spojeny a
*  tvofi cykloalkyl; a E je koncové jednotka, napfiklad alkyla-
minoskupina nebo jedromocn§ aminokyselinovy radikél
jako NHCH(alkyl)C(O)OH. Derivity jsou pouitelné k
16Eb¢ herpetickyeh infekel.
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Peptid, farmaceuticky prostiedek a késmeéticky prostiedek sobsaitit peptidu
a zpusob vyroby peptidu.

Oblast techniky

Viynalez se tyka peptidovych derivatd s antivirovymi Géinky a proétFedkO k
vyuziti derivatu k lécbé virovych onemocnéni. Presnéji se vynalez tyka peptidovych
derivatd (zde nazyvanych "peptidy"), které jsou aktivni vi&i herpetickym vir(im
(virm cparu), farmaceutickych prostiedkd, obsahujicich peptidy a zplsobl pouziti
peptidd k inhibovani replikace herpetického viru a k 16Ebé& herpetickych infekci.

Dosavadni stav techniky

Herpeticke viry pasobi Sirokou $kalu onemocnéni lidi i zvirat. Napfiklad viry
Herpes simplex, typy 1 a 2, (HSV-1 a HSV—Z) jsou zodpoxjédné za opar nartech a
genitaini leze, viry Varicella zoster (VZV) pUsobi kuieci mor a pasovy opar; a virus

Epstein-Barr (EBV) vyvolava infekéni mononukledzu.

V prabéhu poslednich dvou dekad si pfi hledani latek k [écbé herpetickych
infekci ziskaly nejvétsi pozomost vyzkumnych pracovhik& analogy purinovych a
pyrimidinovych nukleosidd. Vysledkem bylo rozvinuti nékolika nukleosidovych
analogt do podoby protivirovych &inidel. Soucasné nejuspésngjsi je acyklovir, ktery -
je doporucovanym Cinidlem pro {é¢bu genitalnich infekci, plisobenych virem Herpes
simplex,

il pres nekteré vyznamné wvyhody viak pretrvava potieba Gcinnych,
bezpetnych Iéebnych latek k I16Gbé herpetickych virovjch infekci. Prehled
soucasnych léCebnych latek z této oblasti uvadi M.C. Nahata v &lanku "Antiviral
drugs” Pharmacokinetics, Adverse Effects and Therapeutic Use", J. Pharm.
Technol. 3, 100, 1987.
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Tato piihladka pFedkiada skupinu peptidovych derivatd, vykazujicich aktivitu
vidi herpetickym virlm. Selektivni ucinek téchto peptid vici herpetickym viram,
spojeny s §irokym rozpétim bezpeénosti, predurcuje tyto peptidy jako Zadouci latky k

boji s herpetickymi infekcemi.

Nasledujici odkazy predkladaji peptidy nebo peptidové derivaty spojované s

protiherpetickym ptisobenim:

B.M. Dutia se spol., Nature 321, 439 1986,
E.A. Cohen se spo!., Nature 321, 441, 1986,
J.H. Shubak-Sharpe se spol., UK patentova pfihlaska 2185024, uvefejnéna 8. 7.

.,_.‘,,_..,,,_1987"'...._-‘ i mmmg iy — e e e R e e m e v  m e e L .. . R

P Gaudreau se spol., J. Biol. Chem. 262, 12413, 1987,

E.A. Cohen se spol., US patent 4 795 740, 3. 1. 1989,

R. Freidinger se spol., US patent 4 814 432, 21. 3. 1989, *

V.M. Garskey se spol., US patent 4 837 304, 6. 6. 1989,

R. Colonno se spol., US patent 4 845 195, 4. 7. 1989, |

P. Gaudreau se spol., J. Med. Chem. 33, 723, 1990,

J. Adams se spol., Evropska patentova prihlaska 408 973, uvefejnéna 23. 1. 1991,
P.L. Beaulieu se spol., Evropska patentova pfihladka 411 332, uvefejnéna 6. 2.
1991, |

J. Adams se spol., Evropska patentova prihlaska 411 333, -ﬁvefejnéné 6.2. 1991,
J. Adams se spol., Evropska patentova prihlaska 411 334, uverejnéna 6.-2. 1991,

R.L. Tolman se spol., - Evropska patentova prihlaska 412 595, uverejnéna 13. 2. |

1991,

W.T. Ashton se spol., Evropské patentova p?ihlééka'43‘8 873, uverejnéna 31. 7.
1991, | |

P.L. Beaulieu se'spol., Evropska patentdvé prihlaska 461 548, uverejnéna 18. 12,

1991, ,
* P. Gaudreau se spol, J. Med. Chem. 35, 346, 1992,
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R. Déziel a Y. Guindon, Kanadské patentova pfinlaska 2 033 488, zverejnéna 1. 7.
1992, |
L.L. Chang se spol., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 2, 1207, 1992,

Peptidy, ktere jsou pfedmétem vySe uvedenych praci, je moZné od peptidd
podie predkladané prihiasky odlisit na zakladé charakteristickych strukturnich a

biologickych rozdilnosti.

Zkratky a symboly, uzivané v této pfihlace jsou uvedeny v oddilu "Podstata

vynalezu”,

Podstata vynalezu

Peptidy podle vynalezu jsou vyjadieny vzorcem 1
A-B—D~NHCH{CHQC(O)R‘}C(O)-NHCH{CRZ(R3)C(O)OH}C(O)-E M

kde

A je dvojnasobné substituovany nizsi alkanoyl, kde kazdy ze substituentl je
nezavisle zvolen ze skupiny, skiddajici se z fenylu a jednonasobné substituovaného
fenylu, jehoz substituent je zvolen ze skupiny, zahmujici nizsi alkyl, halow radikal,
hydroxy! a nizsi alkoxyl; ‘

B je N(CH,)CHR*C(0), kde R* je nizsi alkyl; D je NH- CHR®C(0), kde R?® je nizsi alkyl
nebo niz8i alkyl, substituovany jednou karboxylovou skupmou hydroxylovou
skupinou, merkaptoskupinou nebo benzyloxyskupinou: _
R’ je nizsi alkyl, nizsi cykioalkyl, {1-(nizsi alkyl)-(nizSi cykloalkyl)}, nebo NR°R’, kde
R® je vodik nebo niZi alkyl a R7 je nizéi alkyl, nebo R® a R’ spole&né s dﬁsikovym
atomem, na ktery jsou pfipojeny, tvofi pyrrolldmovou pipendmovou morfolinovou
nebo 4-methyipiperazinovou skupinu;

R? je vodik nebo nizdi alkyl a R je niz§i alkyl, nebo R? a R® spolecné s uhlikovym
atomem, na ktery jsou pfipojeny, tvofi nizéi cykloalkyl; a E je NHR® kde R®

je C,;alkyl; nizsi cykloalkyl; nizsi cykloalkyl, substituovany jednondsobné nebo
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dvojnasobné nizsim alkylem nebo substituentem (nizsi alkyl)-(nizsi cykloalkyl); nebo
E je NHCH(R®)-Z , kde R®je C,, alkyl, nizsi cykloalkyl nebo (nizéi cykloalkyl)-(nizsi
alkyl) a Z je CH,OH, C(O)OH, C(O)NH, nebo C(O)OR™, kde: R™ je niz&i
alkyl; nebo jde o terapeuticky prijatelnou sul takové latky.

Uprednostriiovana skupina peptidd podle tohoto vynalezu je predstavovana
vzorcem 1, kde A je niZSi alkanoyl, dvojnasobné substituovany fenylem, 4-(nizs
alkyl)fenylem, 4-halofenylem nebo 4-(nizsi alkoxy)fenylem; B je (N-Me)Val,
(N-Mejlle  nebo  (N-Me)Tbg; D je aminokyselinovy zbytek kyseliny
(S)-2-amino-3-hydroxy-3-methylmaselné nebo kyseliny (R)-2-amino-3-
-merkapto-3-methyimaseiné, nebo aminokyselinovy zbytek, zvoleny z Val, lle a Tbg;

*”““'R*“"“j‘e““'n'izé'r“é"‘lky’lr'*’nii‘ér“cymaaw;‘“‘“‘{1“-”(ﬁi£§i‘““élk‘yz):(ﬁii“éf‘“Eg(kiaél'm)}?““
N,N-dimethylaminova skupina, N,N-diethylaminova skupina, pyrrolidinova nebo
morfolinova skupina; R? a R® odpovidaji dfive uvedené definici; a E je NHR®, kde
R® je C,, alkyl; nizsi cykioalkyl, niz3i cykloatkyl, jednonasobn nebo dvojnasobnd
substituovany nizsim alkylems nebo substituent (nizsi alkyl)-(nizs§i cy-kldalkyl);- nebo
Eje NHCH(R“)-Z , kde R%je C@ alkyl nebo (nizst cyk!oalkyl)méthyl az bdpovidé

drive uvedené definici; nebo jde o terapeuticky pfijateinou sl takové ‘latky.

1wr

2-(fenylmethyl)-3-fenylpropionyt, 2-{(4-fluorofenyl)-methyl}-3-(4-fluorofenyl)-
propionyl, 2-{(4-methoxyfenyl)methyl}-3-fenylpropionyl nebo 2-{(4-methoxyfenyl)-
methyl}-3-(4-methoxyfenyl)propionyl; B je (N-Me)-Val nebo (N-Me)-lle; D je Val, He
nebo Thyg; R' je 1-methylethyl, 1,1-dimethylethy!, 1,1-dimethylpropyl, cyklobutyl,
cyklopentyl,  cyklohexyl, 1—methyicyklopenthyl, N,N-dimethylaminoskupina,
N,N-diethylaminoskupina, pyrrofidinova nebo morfolinova skupina; R* je vodik a R? -
je methyl, ethyl, 1-methylethyl, 1,1-dimethylethy! nebo propyl, a uhlikovy atom,
nesouci R? a R® je v konfiguraci (R), nebo jsou- R? a R’ kazdy nezavisle methyl nebo
ethyl, nebo R*.a R® tvofi spolecné s uhlikox'f‘ym atomem, na ktery jsou navazany,
cyklobutyl, cyklopenty! nebo cyklohexyl; a Eje NHR®, kde R®je 2,2-dimethylpropyl,

Py — ey ?
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1(R),2,2-trimethylpropyl, 1(R)-ethyl-2,2-dimethylpropyl, 2,2-dimethyibutyl,
3,3-dimethylbutyl, 1(R),2,2-trimethylbutyl, 1(R),3,3-trimethylbutyl,
1(R)-ethyl-3,3-dimethyl, nebo cykichexylmethyl; nebo E je NHCH(R®-Z , kde
uhlikovy atom, nesouci R®, je v konfiguraci (S), R® je 1,1-dimethylethyl,
- 1-methylpropyl, 2-methylpropyl, 2,2-dimethylpropyl nebo cyklohexylmethyl a Z je
CH,OH, C(O)OH, C(O)NH, nebo C(O)OR™, kde R™ je methyl, ethyl, nebo
propyl; nebo se jedna o terapeuticky pfijateinou sil takové latky.

Nejpreferovanéj§i skupina peptidd je pfedstavovana vzorcem 1, kde A je
2-(fenylmethyl)-3-fenylpropionyl; B je (N-Me)val, D je Tbg; R' je 1-methylethyi,
1,1 -diméthylethyl, 1-methylpropyl,  1,1-dimethylpropyl,  2,2-dimethylpropyl,
cyklobutyl, cyklopentyl, cyklohexyl, 1-methylcyklopenty!, pyrrolidinova nebo
morfolinova skupina; R? je vodlk a R’ je methy!, ethyl, 1-methylethyl nebo propyl, a
uhhkovy atom, nesouci R* a R?, je v konfiguraci (R), nebo R? a R je kaZdy nezavisle
methyl nebo ethyl, nebo R? a R® dohromady s uhiikovym atomem, na ktery jsou
navazany, tvofi cyklobutyl, ‘cyklopenty! €i.cyklohexyl; a E je NHR® kde R® je
2,2-dimethylpropyl, 1(R),2,2-trimethylpropyl, - 1(R)-ethyl-2,2-dimethylpropyl,
2,2-dimethylbutyl nebo 1(R)-ethyl-3,3-dimethylbutyl, nebo E je NHCH(R®-Z , kde -
uhlikovy atom, nesouci R°, je v konfiguraci (S), R® je 2,2-dimethylpropyl a Z je
CH,OH, C(O)OH, C(O)NH, nebo C(O)OR™, kde R™ je methyl, ethyl, nebo
propyl; nebo jde o terapeuticky pfijatelnou sil takovych latek. |

Do rozsahu tchote vynalezu je zahrnut farmaceuticky prostredek, obsahujici
vzhledem k viru Herpes protivirové (&inné mnozstvi peptidu o vzorci 1, nebo jeho

terapeuticky pFijatelné sale, a farmaceuticky nebo veterinarné pfijateiny nosig.
V rozsahu tohoto vynélezu je zahrnut také kosmeticky prostredek, obsahujfci
peptid o vzorci 1, nebo jeho farmaceuticky pfijatelnou sil, a fyziologicky prijatelny

nosic, vhodny k mistnimu nanaseni.

Dﬂieiit\]rﬁ aspektem vynalezu je zplsob IéEby herpetickych virovych infekci
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u savcl, ktery predstavuje podavani vzhledem k viru Herpes protivirové G&inného

mnozstvi peptidu o vzorei 1, nebo jeho terapeuticky prijatelné sole, saveim.

Jiny duleZity aspekt zahrnuje zpdsob inhibovéni replikace herpetického viry,
pfi némz je virus uveden do kontaktu s takovym mnoZstvim peptidu o vzorci 1, nebo
jeho terapeuticky prijatelné sole, které inhibuje ribonukleotidreduktazu herpetického

viru.

Jesté dalSi aspekt zahmuje zpisob lécby herpetickych virovych infekci u
savcy, pii némz se jim podava vzhledem K viru Herpes protivirové Ucinné mnozstvi

kombinace peptidu o vzorci 1, nebo jeho terapeuticky pfijatelné sole, a protivirového

hukleosidového analogu. Do Tozsahu vynaiezu spada rovnéz farmaceutlcky

prostredek, obsahujici tuto Kombinaci.
‘Zpusoby vyroby peptidil o vzorci 1 jsou popsany nasledovng.

Vzerec 1 muze byt jinym zplsobem znazornén jako:

1
COR
Iil )
A--B-D N
\N E
! |
H 0 2 :
R 13 COCH
R
1

Vyraz "zbytek" ve vztahu k ammokyselme nebo derivatu ammokysehny
oznaCUJe radikal, odvozeny od odpowdajtm a-aminckyseliny eliminaci hydroxylu

karboxylové skupiny & jednoho vodikového atomu a-aminoskupiny.

Zkratky, pouzivané zde k_.oznaeni aminokyselin a chranicich skupin, .
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obecné odpovidaji doporuéenim Komise pro biochemického nazvosiovi IUPAC- IUB,
(IUPAC-IUB Commision of Biochemical Nomenclature), viz European Journal of
Biochemistry 138, 9, 1984. Napriklad Val, lle, Asp a Leu pfedstavuji zbytky L-valinu,

L-isoleucinu, kyseliny L-asparagové a L-leucinu.

Asymetrické uhlikové atomy, umisténé v hlavnich pfimych osach (4. v
hiavnim fetézci, patefi) peptid o vzorci 1, nepocitaje v to koncové skupiny A a Z (z
E), ale vCetné uhlikového atomu nesouciho "R®", pokud E je NHCH(R?-Z jak bylo

drive uvedeno, maji konfiguraci S.

Asymetrické uhlikové atomy, umisténé ve vedlej§im Fetdzci aminokyseliny
nebo odvozeného aminokyselinového zbytku, v koncové skupiné A, a v koncové
skupiné E, pokud E predstavuje NHR® jak bylo dfive definovano, mohou mit
kenfiguraci S nebo R.

Oznaceni  "Tbg" ,pFedsfavuje aminokyselinovy  zbytek  kyseliny
(S)-2-amino-3,3-dimethylbutanové. Oznadeni "yMeLeu" pfedstavuje aminokyselino-
vy zbytek kyseliny (S)-Z-amino-4,4-dimethylpentanové, Oznaceni “yMeLeubinol"
predstavuje  (S)-2-amino-4,4-dimethylpentancl s jednim vodikovym atomem

odestranénym z a-aminoskupiny.

Dalsimi, ide pouzivanymi oznacenimi, jsou: (N-Me)Val pro zbytek kyseliny
(5)-3-methyl-2-(methylamino)-butanové;  (N-Me)ile  pro  zbytek  kyseliny
(S)-3-methyl-2-(methylamino)-pentanové; (N-Me)Tbg pro  zbytek  kyseliny
(S)-2-(methylamino)-3,3-dimethylbutanové; Asp(cyBu) . bro  zbytek  kyseliny
(S)-d-amino—1—karboxycyklbbutanoctové; Asp(cyPh) "~ pro  zbytek kyseiiny
(S)-u-amino-1-karboxycyklopentanoctové a A’sh{(R)—Me} pro zbytek kyseliny 3-(R)-
-methyl-L-asparagové (1. {S-(R*,S*)}-2~amino-3-methylbutandiévé kyseliny).

Vyraz "haiovy", jak je zde pouZivan, znamena halovy radikal, zvoleny z

bromoveho, chlorového, fluorového nebo iodového radikilu. -
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Vyraz "nizsi alkanoyl”, jak je zde pouzivan, oznacuje 1-oxoalkyl s rovnym
retézcem, obsahujici dva aZ Sest uhlikovych atomd, nebo t-oxoalkyl s vétvenym
retézcem, obsahujici dva az Sest uhlikovych atomd; napfiklad acetyl,

propionyl(1-oxopropyl) a 2-methyl-1-oxopropyl.

Vyraz "C,, alkyl", jak je zde pouzivan, oznaluje alkylové radikély s rovnym
nebo vétvenym retézcem, obsahujici 4 az 9 uhlikovych atomu, a zahmuje napfiklad
1-methylpropyi, 2-methylpropyl,  2,2-dimethylpropyl, 1,2,2-trimethylpropyl,
3,3-dimethylbutyl, 1-ethyl-2,2-dimethylbutyl a 4,4-dimethylpentyl.

Vyraz "niz8i alkyl", jak je zde pouZivan, bud samotny nebo v kombinaci s

jinym radikalem, oznacuje alkylové radikaly s rovr% Fetézcem, obsahujici 1 az 6
uhlikovych atomu a alkylové radikaly s vétvenym fetézcem, obsahujici 3 az 6
uhlikovych atomi a zahrnuje methyl, ethyl, propyl butyl, hexyl, 1methylethyl
t-methylpropyl, 2-methyipropyi a 1,1-dimethylethyl.

Vyraz "{1-(niz8i alkyl)-(niz3i cykloalkyl)}" , jak je zde pouzivan, oznaduje nizsi
cykloalkylovy radikal, nesouci nizsi alkylovy substituent v poloze 1; napriklad
1-ethylcyklopropyt, 1-propylcykiopentyl a 1-propylcyklohexyl. |

Vyraz " nizi cykloalkyl”, jak je zde pouZivan, bud samotny nebo v kombinaci
s jinym radikalem, bud samotny nebo v kombinaci s jinym radikalem, oznacuje
nasycené cyklické uhlovodikové radikaly, obsahujici tfi aZ $est uhlikovych atomd a

zahrnuje cyklopropyl, cyklobutyl, cyklopentyl a cykiohexyl.

Vyraz "nizsi alkoxyl", jak je zde pouZivan, oznaduje alkoxylové radikaly s
rovnym fetézcem, obsahujici jeden az &tyfi atomy uhliku a alk'oxy!ové radikaly s

| vétvenym fetézcem, obsahujici tfi az Ctyfi atomy uhliku, a zahrnuje methoxylovy,

ethoxylovy, propoxylovy, 1-methylethoxylovy, butoxylovy a 1,1-dimethylethoxylovy

radikal. Posledné uvedeny radikal je obecné znamy jako terciarni butoxy!.‘
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Vyraz "farmaceuticky prijatelny nosic" nebo "veterindmé pfijatelny nosié", jak
je zde pouzivan, oznacuje netoxické, obecné inertni pojidlo (vehikulum) aktivni

prisady, které prisadu zpétné neovliviiuje.

Vyraz " fyziologicky pfijatelny nosic”, jak je zde pouzivan, oznacuje prijateiné
kosmetické pojidio (vehikulum) o jedné nebo vice netoxickych pomocnych latkach,

které nesnizuji Géinnost aktivni prisady obsaZené v pojidlu, ani s ni nereaguiji,

Vyraz ‘veterinamé prijatelny nosic”, jak je zde pouzivan, oznacuje
fyziologicky pfijatelne pojidlo (vehikulum) pro podavani léCebnych latek domacim
zviratum, které obsahuje jednu nebo vice netoxickych pomocnych latek, které

nesnizuji Géinnost aktivni pfisady obsaZzené v pojidiu, ani s ni nereaguji.

Vyraz " U€inné mnoZstvi" oznaduje predem stanovené protivirové pusobici
mnozstvi protivirového Cinidia, tj. mnozstvi inidla, dostacujici k tomu, aby bylo

Einidlo Ucinné vaé&i virovym organismam in vitro.

Vyraz "kopulacni ginidlo", jak je zde pouzivén, oznacuje Cinidio schopné
uskutecnit navazani voiné karboxylové skupiny aminokyseliny nebo peptidu na
volnou aminoskupinou jiné aminokyseliny nebo peptidu za uvolnéni vody a vzniku
amidové vazby mezi reagujicimi latkami. Podobné miiZe takové Einidlo uskutecnit
vazbu mezi kyselinou a alkoholem za vzniku odpovidajicich estert. Cinidla umoznuji
nebo usnadiuji dehydrataéni navazani aktivaci karboxylové skupiny. Popisy
takovych kopulagnich Cinidel a aktivovanych skupin jsou obsaZzeny v obecnych
ucebnicich chemie peptidd; napfiklad v knize E. Schrédera a K L. Libkeho "The
Peptides”, dil 1, Academic Press, New York, N. Y., z roku 1985, str. 2-128, a v
knize K. D. Koppieho "Peptides and Amino acids”, vyd. W. A. Benjamin, Inc., New
York, N.Y., 1968, str.33-51. K pFikIadE:m kopulacnich €inidel patfi difenyifosforylazid,
1,1-karbonyldiimidazol, dicyklohexylkarbodiimid, N-hydroxysukcinimid nebo 1-hyd-
roxybenzotriazol v b?itomnosti dicyklohexyikarbodiimidu. Velmi praktickym a

uziteCnym vazebnym Cinidlem je hexafluorofosfat (benzotriazol-1-yloxy)-tris-
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(dimethylamino)fosfonia, popsany B. Castrem a spoluautory v Tetrahedron Letters
1219, 1975 |, viz take praci D. Hudsona v J. Org. Chem. 53, 617, 1988, a to bud
samotny, nebo v pritomnosti 1-hydroxybenzotriazolu. Jesté dalSim velmi praktickym
a uzitetnym vazebnym cinidlem je komeréné dostupny tetrafluoroboritan

2-(1H-benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethylmocoviny.
Postup
Peptidy o vzorci 1 Ize pfipravit postupy, které v sob& zahmuji metody obecné

pouzivané pfi synthese peptidid, jako je klasické spojovani aminokyselinovych

zbytkt a/nebo peptidovych fragmentl v roztoku. Takové metody jsou popsany -

naprikiad E. Schroderem a K. Liiblem, viz vySe uvedend citace, v radé uebnic "The
Peptides: Analysis, Synthesis, Biology", editorl E.‘ Grosse a spol., Academic Press,
New York, N."Y., 1978-1987, dily 1 az 8, a J.M. Stewartem a J.D. Youngem v knize
"Solid Phase Peptide Synthesis", 2. vydani, Pierce Chem. Co., Rockford, IL, USA, .
1984.

Obecnym ryseh‘: shora zminénych postupd, tykajicich se peptidd, je ochrana
reaktivnich  skupin rdznych aminokyselinovych zbytkd, nebo odvozenych
aminokyselinovych zb'yth] (nebo, pokud je to zadouci, nepeptidovych fragmenth
peptidu) v postrannim fetézei vhodnymi chranicimi skupinami, které budou na
danéem konci zabranovat vzniku chemické reakce, dokud‘ nedojde ke koneénému
odstranéni . chranici skupiny. B&zna je rovndz ochrana a-aminoskupiny
aminokyseliny nebo fragmentu, po dobu, kdy tato &astice reaguje prostrednictvim
své Kkarboxylové skupiny., a nasledné selektivni odstranéni OChranné'skupiny
a-aminoskupiny, aby mohlo na tomto misté dojit k nasledné feakci. Jinym bé&znym
rysem je pocatecni ochrana C-koncového karbdxyiu aminokyselinov‘ého zbytku
nebo peptidového fragmentu, pbkud je pFitomen,.ktery se ma stat C-koncovou
funkeni skupinou peptidu, pomoci vhodné ochranné skupiny, ktera bude na tomto
misté zabranovat vzniku chemické reakce a? do odstranéni chranici skupiny po' _'

sestaveni_poZadované peptidové sekvence. .. ...
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Obecné tedy mize byt peptid o vzorci 1 pfipraven navazanim po jednotlivych
krocich, v pofadi podle sekvence peptidu, pfislusnych ,aminokyselin nebo
odvozenych aminokyselinovych zbytkl a nepeptidovych fragmenti peptidu (jako
jsou KkliCove meziprodukty), které jsou v pfipadé potfeby vhodné chranény, a
odstranénim vdech ochrannych skupin, pokud jsou pritomny, pfi dokonceni
vicekrokového navazani k zisku peptidu o vzorci 1. -Specifictéjsi postupy jsou

znazornény v dale uvedenych pfikladech.

Vétsina meziproduktti a postupy k pfipravé nékterych z nich byly popsany J.
Adamsem a spoluautory v evropské patentové pfinlasce ¢. 411 332, zverejnéné 6.
unora 1991, J. Adamsem a spoluautory v evropské patentové prihlasce €. 411 334,
zvefejnéné 6. tnora 1991 a R, Dezielem a Y. Guindonem v Kanadské patentové

prihlasce €. 2 033 448, zvefejnéné 1. Gervence 1992.

Nizsi alkanové kyseliny, disubstituované fenylem nebovmono.substituované_
fenylem, potrebné k vytvofeni N-konce predkladanych peptidd, jsou znamé nebo
mohou byt pripraveny zndmymi metodami; napfiklad viz L. Chang se spoluautory,
Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters 2, 1207, 1992. Kyselina dibenzyloctova
byla popsana M.R. Doliquem v Ann. Chim. (Paris) 15 (10), 425, 1931 a F.
Krollpfeifferem a A. Rasenbergem, Chem. Ber. 69, 465, 1936.

Peptid o vzorci 1 podle tohoto vynalezu lze ziskat ve formé terapeuticky
prijateiné sole. V pfipadg, Ze konkrétni peptid ma zbytek, ktery plisobi jako base,
jsou pfikladem takovych soli této base sole s organickou kyselinou, napfiklad
octova, mlécna, jantarova, methansulfonova nebo p- toluensuifonova Ste_]l’le jako
polymerni kyseliny jako kyselina tfislova & karboxymethylcelu!oza a také sole s
anorganickymi kyselinami jako s halogenvodikevymi kysehnaml, napfiklad s
kyselinou chlorovodikovou, nebo s kyselinou sirovou’ i fosfore€nou. Pokud je to
zadougci, je konkrétni kyseld adiéni sGl preménéna na jinou kysel'ou adicni sal, jako
‘na netoxickou, farmaceuticky pfijatelnou sdl, ovlivnénim prisiusnou iontové

vymennou pryskyfici zpisobem, popsanym R. A. Boissonnasem a spoluautory v
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Helv. Chim. Acta 43, 1845 (1960).

V pfipadé, ze ma konkretni peptid jednu nebo vice volnych karboxylovych
skupin, jsou prikladem takovych soli karboxylové skupiny sole se sodnymi,
draselnymi nebo vapenatymi kationty, nebo s organickymi basemi, napfikiad
triethylaminem nebo N-methylmorfolinem.

Protiherpeticka akfivita

Protivirova aktivita peptidd o vzorci 1 muZe byt prokédzana biochemickymi,

mikrobiologickymi a biologickymi-postupy, ukazujicimi inhibiéni (€inek slou¢enin na -

replikaci virl Herpes simplex (prostéﬁo oparu) typu 1 a 2 (HSV-VT aHSV-2)ana
dalsi viry Herpes, napfikiad viry Variceila zoster (pasového -oparu) (VZV) a viry
Epstein-Barr (EBV). '

V dale uvedehych prikladech je uvede'n .'inhilbiéni -ucinek herpetické
ribonukieotidreduktazy prikladnymi peptidy o vzorci 1. Ve spojitosti-s  uvedenou
specifickou inhibici herpetické ribonukleotidreduktazy je pozoruhodé pomérné
velmi malé nebo nulove pilsobeni peptidi na aktivitu bunééné ribonukleotid-

reduktazy, ktera je vyzadovana pro replikaci normalnich bunék.

Metodou & prokézani inhibiéntho Ginku peptidd o vzorci 1 na virovou
replikaci je technika bunééné kultury; viz napfiklad kanadskou patentovou pfihladku
€. 2033 488 R. Déziela a Y. Guindona, zvefejnénou 1.7. 1992,

Lécebny ucinek peptidd mizZe byt prokdzan na Iélboratorn‘ich zviratech,
napriklad za podiiti stanoveni pro testovéni_protivirovg}clh 1ékd, zalozeného na -
modelu oéniho onemocnéni u mysi, indukdvaného virem herpes simplex, které
popsal C.R. Brandt se spoluautory v J. Virol. Meth; 36, 209; f992. |

Pokud jsou peptid podle vynalezu, ¢i jedha Z jeho terapeuticky prijatelnych.
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sofi, pouzity jako protivirové Cinidlo, poddvaji se mistné nebo systémové
teplokrevnym Zivocichum, napriklad Elovéku, vepfim nebo konim, ve vehikulu
obsahujicim jeden nebo vice farmaceuticky pfijatelnych nosicd, jejichz podil je
vymezen rozpustnosti a chemickou povahou peptidu, zvolenou cestou podani a
standardni biclogickou praxr K mlstmmu podam mize byt peptid upraven ve
farmaceuticky prijatelnych vehiku!ech obsahuuuch 0, 1 az5%alépe 0,52az2 %
aktivniho €inidla. Takové pfipravky mohou byt ve formé roztoku, krému nebo

emulze.

Pri systémovem podavani je peptid o vzorci 1 podavan intravenosni (do zZily),
subkutani (podkozni} & intramuskularni (do svalu) injekei, v prostiedcich s
farméceuticky prijatelnymi vehikuly nebo nosigi. PFi injekénim podavani se dava
prednost pouziti peptidu v roztoku ve sterilnim vodném vehikulu, které mize rovnéz
obsahovat dalsi rozpusténé latky, jako jsou pufry i konzervaéni latky, stejné jako
dostatecna mnoZstvi farmaceuticky pfijatelnych soli nebo glukdzy k zéjiéténi

isotoniénosti roztoku.

Vhodna vehikula nebo nosice pro vyse uvedené pripravky jsou popsany ve
standardnich  farmaceutickych textech, napfiklad v knize "Remington's
Pharmaceutical Sciences", 18. vydani, Mack Publishing Company, Easton, Penn.,
1990.

3

Davkovani peptidu se bude li§it podle formy podavani a konkrétniho
zvoleného aktivniho Cinidla. Nadto se bude isit podie konkrétniho hostitele, ktery je
leCen. Obecné se lééba zahajujé malymi prirGstky, dokud se v dannych podminkach
nedosahne optimalniho G€inku. Peptid se nejvhodnéji podévé v koncentraci, ktera
obecné zajistuje protmrove pusobem aniz by vyvolavala jakekola Skodlivé nebo

zhoubné vedlejsi G&inky.

Pokud jde o .mistni podani, aplikuje se peptid na pokozku ve vhodném,.

mistné podavaném pfipravku na infikovanou &ast téla, napi. na kuzi nebo ¢ast
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Gstni & genitalni dutiny, v dostatecném mnozZstvi K pokryti infikované plochy. Lécba

se rusi opakovat, napf. po kaZdych 4 nebo 6 hodinach, dokud se leze nezahoji.

Pokud jde o systémové podavani, peptid o vzorci 1 se podava v davce 10 ug
az 500 pg na kilogram telesne hmotnos’u a den ackoh se mohou vyskytovat i vySe

zminéné obmény. OvSem k dosazeni ucmnych vys!edku je nevhodnéjsi pouzit

davkovani pfiblizné od 10 do 200 pg na kilogram télesné hmotnosti za den.

Jiny aspekt tohoto vynalezu zahrnuje kosmetické plipravky, obsahujici takové
mnozstvi peptidu o vzorci 1, nebo jeho terapeuticky pusobici soli, které plsobi

profylaktlcky vaci viru Herpes spolu s fyzmloglcky pfijatelnym kosmetickym

2 i il

- s . Skl [

nosicem. V pnpravku mohou byt zahrnuty i pndavne slozky, napnk[ad zmakcovadia
pokozky. Kosmeticky pfipravek podle tohoto vynélezu se pouziva profylakticky k
predchazeni projevim herpetickych lezi na pokoZce. P.Fipravek muze byt aplikovan
‘na noc na piislusné oblasti pckozky. Obecnd kosmeticky pripravek obsahuje nﬁéné"
peptidu neZ odpovidajici farmaceutické prostfedky k mistnimu nanéseni.

UpFednostiiované mnozstvi peptidu v kosmetickém prpravku lezi v rozmezi od 0,01

do 0,2 hmotnostniha procenta.

Aékoli jsou vySe popsané prostfedky oznacovany jako GUCinna a pomérné
bezpedna létiva k &CbE herpetickych virovych infekci, neni vyloucena moZnost
souasného podavani téchto prostredkd s jinymi:protivi‘rov_ffmi leCivy nebo Cinidly k |
dosazeni Uyhodnéjéiph vysledkl. . K takovym dal$im protivirovym [é&iviim nebo
Cinidlim patfi protivirové nukleosidy, napfiklad acyklovir, a protivirova povrchové :
aktlvm cinidla nebo protivirove interferony, Jako jSOU ty, kieré popsali S.S. Asculan a ,
F. Rapp v US patentu C. 4 507 281, 26.3. 1985

Konki’étnéji bylo, vzhledem k 16€bé herpetickych virbvj'ch infekci soubéznym .
podavanim, zjisténo, ze protiherpetickd aktivita protivirovych ‘ nuk!eosidbv{/c'h
analogl mlze byt synergicky zvySena bez privodniho zvySeni toxickych G€inkd

jejich kombinovanim s peptidem o vzorci 1. V souhlasu s tim je zde pfedkiadan .
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farmaceuticky prostfedek k [6Cb& herpetickych infekciu saved, obsahujici
farmaceuticky nebo veterinarné prijatelny nosi¢ a Géinné mnozstvi kombinace
protiviroveho nukleosidového analogu nebo jeho terapeuticky pFijate!né' sole s
peptidem o vzorci 1, inhibujici ribonukleotidreduktazu, nebo jeho terapeuticky

prijatelnou soli.

Je zde rovnéZ pfedkladan zpisob lédby herpetickych virovych infekci u -

savcl. Zplsob zahrnuje podavani *kombinace sloueniny o vzorci 1 nebo jeji
terapeuticky prijatelné sole a protivirového nukleosidového analogu nebo jeho

terapeuticky prijatelné sole v mnozstvi, G¢inném viiéi viru Herpes, saveim.

- Protivirovy nukleosidovy analeg, peuzivany v kombinaci, je takovy analog,

ktery lze enzymaticky pfevést (in vivo) na virovy DNA- po!ymerazovy inhibitor,

a/nebo na alternativni substrat herpetlcke DNAponmerazy Protivirovy nukleosidovy
analog mize byt zvolen ze zndmych nukleosidovych analogu K uprednostiiovanym

nukleosidovym analogtm podle vynalezu patff acyklovir a ;eho analogy; napriklad

slouceniny o vzorci 2

11

< N _~N
QN .
- .
H,N7oNT N |
CH, OCH, CH, OH

2

xde R" je vodikovy atom hydroxyskupina nebo aminoskupina,
nebo terapeuticky pruate!na sul takove Iatky (Vzorec 2, kde R™ je hydroxyskupma
predstavuje acyklovir).

K dalSim uprednostiovanym protivirovym .nukleosidovym analogim pro

ettt et e
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pouziti podle predkladaného vynalezu patfi vidarabin, idoxuridin, trifluridin,

ganciclovir, edoxudin, brovavir, fiacitabin, penciclovir, famciclovir a rociclovir.

Vyraz ‘“synergicky Ucinek", pouZity ve vztahu k protivirové nebo
protiherpetické aktivité vySe definovanych kombinaci nukieosidového analogu a
peptidu o vzorci 1, oznaCuje protivirovy nebo protiherpeticky Uinek, ktery je vys§i

nez predpokladany soucet G€inkl dvou jednotfivych slozek kombinace.

*Pri pouziti kombinace podle tehoto vynalezu k 165hé herpetickych infekei se
kombinace podava teplokrevaym Zivocichim, napf. &lovéku, vepiim nebo konim,

ve vehikulu, obsahujicim jeden nebo vice farmaceuticky pfijatelnych nosicd, jejichz

pomer-je-urfen-rozpustnosti~a~chemickou ~povaiiol “HUKISTsidovEno analogu a
peptidu o vzorci 1, zvolenym zplsobem podani, standardni biologickou praxi a
momeérnymi mnozstvimi dvou aktivnich piisad k zajisténi synergického protiviroveho
uginku. Kombinace se _pFedr_\ostné‘ nanasi mistné. Dvé aktivni Cinidla (tj. protivirovy |
ﬁukieosidovf/ analog a peptid o vzorci 1, nebo jejich terapeuticky pfijatelné sole)
. mohou byt napfiklad upravena do formy roztokil, emulsi, krémi. nebo lotiond ve
. farmaceuticky pfijatelnych vehikulech. Takové pfipravky mohou obsahovat 0,01 a3
. 1,0 -hmotnostnich procent nukleosidového Vanalogu nebo Jeho terapeuticky
prijateiné sole, a asi 0,05 az 1 hmotnostnl procento peptidu o VZOrci 1, nebo jeho |

terapeuticky prijatelné sole.

Dvé aktivni Cinidla jsou v kaZdém pipadé ve farmaceutickém prbstfedku '
pfitomna v takovych mnoZstvich, aby byl zajistén synergicky protiherpeticky Ucinek. -

Nasledujici pFikI'ady dale dokres!uj‘f vynalez. Teploty jsou udané ve stupnich

‘Celsia. Procentni (daje ¢i pom8ry u roztokl vyjadiuji vztah objemu vuci objemu, -

. pokud neni uvedeno jinak. Spektra nukiearm magneticke resonance byla ziskana za "

pouriti spektrometru Bruker 200 nebo 400 MHz (400 MHz se uvadi v uvodu);

chemické posuny () jsou uvedeny v ppm, castech v milionu. Zkratky pouzité v

Prtk!adech zahrnup Boc: tert—butyloxykarbonyl Bzl benzyl EtOH ethanol, EtOAc:.
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octan ethylnaty; Et,0: diethylether; HPLC: vysokou¢inna kapalinova chromatografie;
MeQH: methanol; THF: tetrahydrofuran.

Ptiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Obecny postup kopulaénich reakci
{Viz také R. Knorr se spal., Tetrahedron Letters 30, 1927, 1989}

Prvni reagujici latka, ti. volny amin (nebo jeho hydrochloridova sal), se
rozpusti v dichlormethanu nebo acetonitrilu a roztok se ochladi na 4°C. Pod
dusikovou atmosférou se k michanému roztoku pridaji 4 ekvivaienty
N-methylmorfolinu. Po 20 minutach se pfida jeden ekvivalent druhé reagujici latky,
tj. volné karboxylové kyseliny, a 1,05 ekvivalentu kopulagniho Ginidla. (Praktickymi a
G€innymi  kopulaénimi  Einidly jsou pro tento  udel hexafluorofosfat
(benzotriazol-1-yloxy)tris-(dimethylamino)fosfonia  nebo lépe tetrafluoroboritan
2-(1H-benzotriazol-1 -y)-N,N,N',N'-tetramethylmocoviny). Reakce se sleduje pomoci
TLC (chromatografie na tenké vrstvé). Po dokonéeni reakce se dichlormethan (nebo
acetonitril) odpafi za sniZeného tlaku. Zbytek se pak rozpusi v EtOAc. Roztok se
nasledné promyje 1N vodnou kyselinou citronovou, 10% vodnym Na,CO, a solnym
roztokem. Organickd faze se vysusi (MgSO,), filtruje a zahusti do sucha za
snizeného tlaku. Zbytek se &isti na silikagelu (SiQ,) podle Stillsova bleskového

chromatografického postupu (W.C. Still se spoluautory, J. Org. Chem. 43, 2923,
1978). T |

Pfiklad 2
Priprava 'meziproduktu H-Asp(cyPn)(le)—NH-(S)-CH{CHZC(CHa)B}C H,0Bzi

(a) Kyselina (S)~a-azido~1-{(fenyImethoxy)karbonyl}-cyklopentandctova’:
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Tato sloucenina byla pripravena z 2-oxospiro[4,4]nonan-1,3-dionu, popsaného M.N.
Aboul-Eneinem a spol. v Pharm. Acta Helv. 55, 50, 1980, podie asymetrické
azidacni metody, vyuzivajici Evansovy pomocné latky, viz D.A. Evans se spol., J.
Amer. Chem. Soc. 112, 4011, 1990.

Konkrétngji byl pod argonovou atmosférou po kapkéch pridan 16 M
hexanovy roztok butyllithia (469 ml, 750 mmol) k roztoku chirdini pomocné latky,
4(5)-(1-methylethyl)-2-oxazolidinonu (96,8 g, 750 mmol, popsané L.N. Pridgenem a

'. J. Prolem v J. Org. Chem. 54, 3231, 1989) v suchém THF pfi -40°C. Smés byla pi
-40°C michana 30 minut a poté ochlazena na -78°C. Ke studené smési byl po

kapkach pfidan 2-oxospirc[4,4]nonan-1,3-dion. Pak byla smés michana 1 hodinu pfi

@%C-a-nasledné-k-ni-byl-pfidan-20%-thmotn:/objem)- vod nyToztok kyse liny citronové
(600 ml). Crganicka faze byla oddélena a vodna faze bylé extrahovana EtOAc.
Spojené organické faze byly promyty solnym roztokem, vysuSeny (MgS0) a
‘ 'zahusteny za snizeného tlaku za vzniku 3-{2 (1- karboxycyklopentyl) 1-oxoethyi)}
-4-(S)-(1 -methylethyf)-2-oxazolidinonu jako riZové pevné latky (300 g).

Tato pevna latka (ca 750 mmol) byla rozpusténa v acetonitrilu (11). K roztoku
byly pridany benzylbromid (128,3 g, 89,2 ml, 750 mmol) a 1,8-diazabicyklo{5,4,0]-
-undek-7-en (114 g, 112 ml, 750 mmol). Smés byla michdna 16 hodin pod
argenovou atmosférou. Za snizeného tlaku byly odstranény tékavé slozky a zbytek
byl rozpustén v soustavé H,0/EtOAc. Pak byla oddélena organicka faze, promyta

10% (hmot.fobjem) vodnym roztokem kyseliny citronové a solnym roztokem,
‘-vysuéena (MgS0,) a za snizeného tlaku zahu$téna do sucha za vzniku oleje.
Krystalizaci oleje z hexanu/EtOAc byl ziskan odpovidajici benzylester jakd bila
pevna latka (204 g, 73 %), |

- Roztok takto ziskané latky (70 g, 137 mmol) ve vysuSeném THF (200 mi) by}
ochlazen na -78°C. K chiadnému roztoku byl béhem 15 minut pfidén 0,66 M THF
roztok 1,1,1,3,3,3-hexamethyldisilazanu (286 ml, 189 mmol), ohsahujici 6 %

(hm.fobjem) kumenu. Smés byla pii teploté -78°C michana 45 minut. Ke studené
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smési byl v jedné davce pridan roztok 2,4,6-triisopropylbenzensulfonylazidu (67 g,
216 mmol) v suchém THF (100 ml} a po dvou minutach nésledovalo pridani ledové
kyseliny octové (50 ml, 860 mmol). Smés byla zahfata a michana 1 hodinu pri
teploté 35-45°C. Tekave slozky byly odstranény za snizeného tiaku. Zluty zbytek byl
rozméinén v soustavé hexan/EtOH (4:1, 1,7 ). Vznikla bila pevna latka byla
shromazdena na filtru. Filtrat byl smichéan s SiO, (sitovitost 230-240). Tékavé slozky
byly odstranény za snizeného tlaku a zbyla pevna latka byla vysusena pfi 35°C za
snizeného tlaku k odstranéni kumenu. Zbyld pevna latka pak byla umisténa na
sioupec Si0, Eluci této pevné latky a Si0, soustaﬁou hexan-EtOAc, 9:1, a
zahusténim eluéntu byl ziskan 3-{2(8)-azido-1-oxo-2-{1—{(fenylmethoxy)—karbonyl}
cykfopenty!}-ethyl}—4(8)—(1-fnethyiethyl)-2-oxazoiidinon (66 g, 86 %).

Roztok vyse uvedené latky (13,42 g, 32,4 mmol) v THF/H,O (3:1, 608 ml) byl
ochlazen na 0°C. K nému byl pfidan peroxid vodikuH,0 (3:7, 16,3 ml, 518 mmol
peroxidu vodiku) a nasledné LiOH.H,0 (2,86 g, 68,2 mmol). Smés‘by!a michana 45
minut pfi 0°C a poté "zhadena" (quenched) 10% (hm.fobjem) vodnym roztokem
sulfitu sodneho (400 ml). Po pfidani NaHCOsh (1,93 g) byla smés zahusténa za
snizeného tlaku. Chiraini pomocna latka byla znovu ziskana (regenerovana)
kontinualni extrakci po dobu 20 hedin {soustavou vodny NaHCO,/chloroform). Poté
byla vodna faze ochlazena na 0°C, okyselena pridavkem koncentrované HCl a
nasledné extrahovana EtOAc. Extrakt byl promyt solnym roztokem, vysuSen
(MgSQ,) a za snizeného tlaku zahustén za vzniku poiadcvahé'siou&eniny jako bilé
pevné latky (8,2 g, 84 %). 'H NMR (CDCL,) sloueniny prokazala: § 1,6-1,8(m, 5H)
1,95-2,05 (m, 2H), 2,20-2,30 (m, 1H), 4,55 (s, 1H), 5,12 (s, 2H) a 7,4 (m, 5H).

t

Slou€enina je pouzita v oddilu (c) tohoto pfikladu. - -

- (b) NHz-(S)-CH{CHzC(CHB)a}CHzC)BzI:' AHJyMeLéu-OH byl redukovéan
pomoci LiBH/Me,SiCl podle metody A. Giannise a K. Sandhoffa, Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 28, 218, 1988, k wvytvoreni aminoalkoholu  NH,-(S)-
-CH{CH,C(CH,),}CH,OH. Smés takto vzniklé slouceniny (812 mg, 6,51 mmol) a
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di-fert-butyldikarbonatu (1,42 g, 6,51 mmol) ve vysuseném THF (15 ml) byla
michana 15 minut pod dusikovou atmosférou pfi 4°C a poté 4 hodiny pfi laboratorni
teplote. THF byl odpafen za snizeného tlaku a vznikly zbytek byl rozpustén v EtOAc.
Roztok byl promyt 10% vodnou kyselinou citrenovou, 5% vodnym NaHCO, a solnym
roztokem. Organicky podil byt vysusen (MgSOQ a zahustén do sucha za snizeného
tlaku. Zbytek byl vycistén bleskovou chromatografii (Si0,, efuent: hexan-EtOAc, 2:1)
za vzniku Boc-NH-(S)-CH{CH,C(CH,),}CH,OH (1,23 g, 86 %).

Bisulfat tetrabutylamonia (106 mg) a 50% vodny NaOH (3 ml) byly postupné
pridany 'k roztoku Boc-NH-(S)-CH{CH,C(CH,),}CH,0H (1,23 g, 535 mmol) v
benzylchloridu (13 ml). Vysledna smés byla michana 90 minut pfi teplotd 35-40°C,

-~ ——naredéna-EtOAc-a -promyta-H;0-a-solnym-roztokem=Organicky ‘podil-byl ‘vysugen———= - =
(MgSO0,) a tékavé slozky byly odstranény za snizeného tlaku. Vzniklly zbytek byl
rozpustén v hexanu a roztok byl nalit na sloupec Si0,. Sloupec byl eluovan
hexanem k odstranéni benzylchloridu a poté soustavou hexan-EtOAc (2:1) k
vytvoreni  Boc-NH-(S)-CH{CH,C(CH.,),}CH,0BzI. ’H NMR  (CDCL) - vzniklé
slouceniny prokazala: § 0,95 (s, 9H), 1,42 (s, 9H), 1,30-1,55 (m, 2H), 3,42 (d, J=4
Hz, 2H), 3,88 (Siroky, 1H), 4,54 (m, 3H), 7,23-7,4 (m, 5H). Tato slouéenina (1,28 g,
3,99 mmol) byla rozpusténa v 6 N roztoku HCl/dioxan (10 mi). Roztok byl pod
dusikovou atmosférou michan 45 minut pfi 4°C. Odpafenim rozpoustédia vznikla
hydrochlaridova sul pozadované slougeniny (1,05 g). Sloudenina se pouziva bez

dalsiho Cisténi v daisim oddilu tohoto pfikladu.

(¢)  Sloucenina, uvedena v nadpisu tohoto prikladu: UskuteCiiovanim
kopulaéniho postupu podle piikiadu 1 a za pouziti hydrochloridové soli NH,-(S)-
-CH{CH,C(CH,);}CH,0Bz! z piedchazejiciho oddilujako prvni reaguiici latky a (S)-a-
-azido-1-{(fenylmethoxy)karbonyljcyklopentanoctové kyseliny z oddilu (a) tohoto
prikladu jako druhe reagujici latky byl ziskan N-{(S)-1-benzyloxymethyl-3,3-dimethyl-
butyl}-(S)-a-azido-1-{(fenylmethoxy)karboinyl}cyklopentanacetamid. Redukci této
slouceniny chloridem cinatym v MeOH, metodou_N. Maitiho a spol., popsanou v

Tetrahedron Letters 27, 142_3, 1986', by-!é .ziskéna sloucenina, uvedenav nadpisu_
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tohoto prikladu. 'H NMR (CDCL) této sloudeniny prokazala: § 0,98 (s, 9H), 1,22-2,25
(m, 12H), 3,4 (d, J = 4 Hz, 2H), 3,64 (s, 1H), 4,18 (iroky m, 1H), 4,52 (s, 2H), 5,12
(s, 2H), 7,18 (d, J = 7 Hz, 1H), 7,22-7,38 Siroky m, 10H).

Priklad 3

Priprava (PhCH,)CHC(O) - (N-Me ) - Val - Thg-Asp(pyrroliding) - Asp(cyPn) -
—~MelLeucinolu (vzorec 1, A= 2-(fenylmethy|)-3~feny!propiorﬁ)l, B = N-Me-Val,
D =Tbg, R'= pyrrolidinova skupina, R?a R® spolu s uhlikovym atomem, na
nejz jsou navazény, tvofi cyklopentyl a E = NHCH(R% - Z, kde R® je
2,2-dimethylpropyl a Z = CH,OH).

(@)  Priprava meziproduktu Boc-(N-Me)- Val Tbg-Asp(pyrrohdmo)- _
-Asp(cyPn)(le) NH-(8)-CH{CH,C(CH,),JCH,0Bzl:  Uskute&fovanim kopulacniho.
postupu podle prikladu 1 byla v nadpisu uvedens slouCenina z prikladu 2 (prvni
reagujici latka) spojena se slouceninou Boc-Asp(pyrrolidino)-OH (druhou reagupcn‘
latkou), kterou popsal P.L. Beaulieu se spoluautory v evropské patentové prihlasce
C. 461 548, zvefejnéné 18. 12. 1991, za vzniku Boc-Asp(pyrrolidino)-Asp(cyPn)-
-NH-(5)-CH{CH,C(CH,),}CH,0Bzl. Tato slouenina bylé obratem zbavena ochranné
skupiny (6 N HCl/dioxan, 45 minut, 4°C) a za podobnych podminek spojena s
Boc-Thg-OH za vzniku Boc—Tbg—Aap(pyrrol|dmo)-Asp(cyPn) NH-(S)-
~CH{CH ,C(CH;),}CH,OBzl. _Po odstranéni chranici skupiny Boc (6 N HCl/dioxan, 45
minut, 4°C) vznikl z teto slouCeniny odpovidajici aminovy derivat s volnym
N-koncem ve formé prisiusné adicéni sole kyseliny chldrdvbdikové Poté byl aminovy

derivat za podobnych podmmek spojen s Boc- (N Me) Val OH za vzniku -
.pozadovaného memproduktu .

(b) Priprava v nadpssu uvedene sloucemny Produkt z predchazepcxho
oddilu (a) byl pfeménén na odpov;dapca aminovy denvat s voinym N-koncem v
soustavé 6 N HCl/dioxan (4°C, 45 minut). Chlorovodikova adiéni stl aminového

derivatu (447 mg, 0,490 mmol) byla rozpuiténa v CH,CL, (1,5 ml). K roztoku byly pod
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dusikovou atmosférou pfidany N-methylmorfolin (200 pl, 1,83 mmol) a
dibenzylacetylchlorid (269 mg, 1,04 mmol). Smés byla 7 hodin michana pri labora-
torni teploté a poté byly tékavé slozky odpareny za snizeného tlaku. Vznikly zbytek
byl rozpustén v EtOAc. Roztok by | postupné promyt 1 N vodnym roztokem HC,
nasycenym vodnym roztckem NaHCO, a solnym roztokem, vysusen (MgSO,) a
zahustén za snizeneho tlaku. Vznikly zbytek byl rozpustén v EtOH (5 ml) a roztok

byl v pfitomnosti 10% (hmot./hmot.) Pd(OH)./C (100 mg) mlchan 22 hodin (magnet
| michadlem) pod vodikovou atmosférou (1 atm).. Katalyzator byl pak shromazdén na |
filtr a filtrat byl zahustén do sucha. Zbytek byl €istén HPLC na sloupci reverzni faze
. C-18 za pouZiti gradientu acetonitrilu a vody, piicemz kaZdé z rozpoustédel

- obsahovalo 0,06 % kyseliny triflucrooctové, k ziskani v nadpisu uvedené sloueniny

jako-bile-pevné-tatky~(220-mg);-'H-NMR~ (DMSO“"'dB‘.‘*400‘“MHz sTtim ze"tato™—"

sloucenina existuje v DMSO jako smés rotamer( v pomeéru 4:1) 5 0,16 (d, J=6,5 Hz,
0.6H), 0.22 (d, J = 6.5Hz, 2.4H), 0.71.(d, J =

6.5Hz, 2.4H), 0.75 (d, J = 6.5Hz, 0.6H), 0.80 (s,
1.8H), 0.82 (s, 7.2H), 0.87 (s, 9H), 1.40-1.55 (m,
7H), 1.65-2.00 (m, 8H), 2.52-3.90 (m, 13H), 2.70
(s, 2.4H), 2.89 (s, 0.6H), 4.21 (d, -J = 9.SHz,
0.8H), 4.34 (d, J = 9.5Hz, 0.2H), 4.43 (d, J =
11 Hz, prekryv se signalem méné zastoupeného rotameru, 1H), 4,65-4,73 (m, 1H),
4,82 (d, J = 10 Hz, prekryv se signalem méné zastoupeného rotémeru. 1H), 7,04-
-7,40 (m, 10,8H), 7,57 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 8,01 (d, J = 10 Hz, p’Fekryv se signdlem
meéné zastoupeného rotameru, 1H), 8,25(d, J = 9,5 Hz, 0 2H) 8,30 (d, J =7,5 Hz,
0,8H), 8,51 (d J=75 Hz,-0,2 H); FAB hmotnostm spektrum m/z: 939 (M + Na)+ '

“Priklad 4

Pfiprava nékterych prikladnych mez;produktu k vypracovam C konce pep’udu

o vzorci 1.

(@) NH-(RI-CHICH)C(CH), K ochlazenému rozioku (0°C), obsahuficim
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4,4-dimethyl-3-pentanon (106 g, 0,928 mol), triethylamin (513 ml, 3,68 mol) a
(R)-a-methylbenzylamin (114 g, 0,940 mol) ve vysuseném benzenu (1 I) byl pfidan
roztok TiCl, (30,5 ml, 0,459 mol) v benzenu (200 mi) takovou rychlosti, aby teplota
smesi nepresahla 10°C. Smés byla poté mechanicky michana 3 hodiny pfi 40°C,
ochlazena na laboratorni teplotu a filtrovana pfes kfemelinu. Ta pak byla promyta

Et,O. Filtrat spojeny s promyvacim roztokem byl zahudtén. Vznikly zbytek byl

rozpustén ve vysusenem MeOH (2 I). Roztok byl ochlazen na 0°C a po astech byl

pridavan NaBH, (20 g, 0,53 mol) za stalého udrzovani teploty smési pod 5°C. Po
pridavku priblizné 2 mi 10% vodné HCI byl MeOH odpafen. Zbytek byl rozpustén v
Et,O a roztok byl promyt soinym roztokem, vysusen (MgSO,) a odparen de sucha za
vzniku nacervenalého oleje (smési diasterecisomer v poméru 18:1 podle udajl
NMR). Olej byl cistén bleskovou chromatografii (SiO,, eluent EtOAc/hexan, 7:93) k
ziskani N-(1(R)-fenylethyl)-1(R)-ethyl-2,2-dimethylpropylaminu ve formé kapaliny
(110 g, 54 %). Tato latka byla rozpusténa v hexanu (1,5 ). K roztoku byla béhem 15
minut pfidana 6N HCl v dioxanu (90 ml), vyslednd bila pevna latka byla
shromazdéna na filtru a promyta hexanem k ziskani N-(1(R)-fenylethyl)-1(R)-ethyi-
-2,2 - dimethylpropylhydrochioridu (125 ¢, 97 %). 'H NMR (CDCL): 8 0,55

(t, J = 7.5 Hz, 3H), 1.14 (s, 9H), 1.54-1.95 (m,

2H), 2.23 (d, J = 6.5 Rz, 3H), 2.36-2.44 (m, 1H),

4.31-4.49 (m, 1H), 7.30-7.48 {m, 3H), 7.74-7.79
(m, 2H).

Roztok této slougeniny (41,5 g} v MeOH (120 ml) byl smisen s 10% (hm./hm.)
Pd/C (4,0 g) a smés byla protfepavana pod tiakem vodiku 50 psi na Parrové
hydrogenacnim pfistroji 48 hodin pfi laboratorni teplots. Smés pak byla zfiltrovana a
filtrat byl zahustén k ziskani pozadované slouceniny NH,-(R)-CH(C,H)C~(CH,), ve
formé jeji adicni sole, odvozené od kyseliny chlorovodikové, jako bilé pevné latky
(259, 100 %). 'H NMR (CDCL): §1,10 (s, SH), 1,22 (t, J = 7 Hz, 2H), 1,58-1,90 (m,
2H), 2,70-2,85 (m, 1H), 8,10-8,40 (Siroky s, 3H). | |

Stejnym zplsobem, kdy véak byl ve vySe popsaném postupu 4,4-dimethyl-
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-3-pentanon nahrazen 3,3-dimethyl-2-butancnem, byl ziskan
NH,~(R)-CH(CH, C(CH,),-HCI.

Priklad 5
Inhibice ribonukleotidreduktazy viru Herpes simplex (HSV-1)

+ (a) Priprava enzymu

Ribonukleotidreduktaza HSV 1 (Castecne vyCisténa) byla ziskana z klidovych
bunék BHK-21/C13, infikovanych virem kmene F HSV1 v mnozstvi 10 plaky -
tvoricich Jednotek!bunku podle popisu E. A. Cohena se spoluautory‘v 4..Gen. Virol e e,
66, 733, 1985.

(b) Stanoveni

Stanoveni, pops'én.é P. Gaudreauem se spol. v J. Biol. Chem. 262, 12413, 1987, se
pouzivd k urCeni schopnosti sloucenin podle tohoto vynalezu inhibovat aktivity
ribonukleotidreduktazy HSV-1. Vysledky jsou vyjadreny koncentraci stouceniny,
kterd vyvold 50 % maximalni inhibice (ICs;) enzymové aktivity. Pocet jednotek
enzymového preparatu, pouitych v kazdém stanoveni, byl konstantni a zakladal se
na specifické aktivitd enzymového preparétu. Vysledky jsou pomémé vzhledem k
aktivite, zjisténé v kontronich pokusech bez pritomnosti - testované latky a |

predstavuji pramér ctyr stanoveni, ktera se od sebe vzajemné od!tsovaia 0 mene
nez 10 %. '

Kdyz byla podle vyéle‘ popsaného stén‘oveni testovana sloucenina
(PhCH.),CHC(O) - (N-Me) - Val - Thg - Asp(pyrrolidine) - Asp(cyPn) -y MeLeucinol 2
pFikla.du 3, byla zjisténa koncéntrace této sléuéeniny,; vyvolavajici 50% snizeni
aktivity ribonukleotidreduktazy HSV-1, . IC, , rovna 0,17 uM, |
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Priklad 6

Inhibice replikace viru Herpes simplex (HSV-2) v bunééné kulture

Stanoveni:

Bunky BHK-21/C13 (ATCC CCL 10) byly inkubovény dva dny v T-bankach o

objemu 150 cm? (1,5 x 10° bunék/banku) v médiu a-MEM (Gibco, Canada Inc.,
Burlington, Ontario, Kanada), doplnéném 8% (obj./obj.) fetalnim hovézim serem
(FBS, Gibco Canada Inc.). Bufiky byly trypsinizovany a poté prevedeny do
Cerstvého média ve 24 jamkovych plotnach k ziskani 2,5 x 10° bunék v 750 ul média
na jamku. Buriky byly inkubovany 6 hodin pfi 37°C k umoznéni jejich adherovani
(pFir;hyceni) na plotnu. Pote byly jednou promyty 500 i media o«-MEM, dopinéného
0,5% (obj./obj.) FBS a inkubovany se 750 pl stejného média (s malym obsahem
séra) po 3 dny. Po této dobé "sérového vyhladovéni” bylo médium s malym
obsahem séra odstranéno a buriky byly inkubovany v 500 ul BBMT po 2-3 hodiny.
[Médium BBMT popsal P. Brazeau se spoluautory v Proc. natl. Acad. Sci, USA 79,
7909, 1982]. Poté byly buriky infikovany virem HSV-2 (nasobnost infekce = 0,02
PFU/buiku, PFU = plaky tvofici jednotky) ve 100 ul média BBMT. (Poznamka: -
pouzitym virem HSV-2 byl kmen HG-52, viz Y. Langelier a G. Buttin, J. Gen. Virol.
57, 21, 1981; virus byl skladovan pfi -80°C). Po 1 hodiné adsorpce viru pri 37°C
bylo médium odstranéno a buriky byly promyty BBMT (3 x 250 ul). Bunky v kazdé
jamce byly inkubovany v pfitomnosti pristusné koncentrace testovaného Cinidla,
rozpusténeho ve 200 pl média BBMT nebo v nepfitomnosti cinidla ‘(kontrola). Po 29
hodinach inkubace pfi 37°C byly infikované buriky odebrany pomoci zmrazeni
plotny na -80°C a jejim néslednym rozmrazenim. Bunky v kazdé jamce byly z jejiho
povrchu uvo!nenj ucinkem tajicich ledovych fragmentd. Po uplném roztati byly
bunécné suspenze spojeny a kazda jamka byla promyta 150 ul média BBMT. Virovy

vzorek (suspenze a promyvaci tekutma) byl mimé dezintegrovan ultrazvukem

(sonikovan) po 4 minuty pfi 4°C. Trosky bunék byly odstranény odstiedénim (1000 g

po 10 minut pfi 4°C). Supernatant byl spojen a uchovavan pii -80°C az do stanoveni
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virového titru.

Virové titrace byla provadéna modifikovanou metodou kolorimetrického
stanoveni M. Langloise a spol., Journal of Biological Standardization 14, 201, 1988,
popsaného padrobné R. Dézielem a Y. Guindonem, viz vyse. '

Procenta inhibice virového narlstu mohou byt tedy stanovena pfi rtznych
koncentracich testovaného Einidla a 1ze vypoditat koncentraci testovaného inidla

(. peptidu o vzorci 1), plsobici 50% inhibici replikace viry, tj, EC,,.
a0

- Kdyz byla. podle vySe popsaného stanoveni v bunééné kultufe testovana

sloucenina~(PhCH;);;CHC(O) = (NWe) = Val = TBG = ASp(pyroliding) - Asp(cyPn) -y
Meleucino! z prikladu 3, byla zjistena koncentrace této sloucenmy vyvolavajici 50%

inhibici replikace viru HSV-1, tj. EC,, rovna 3 uM.

meml specifickymi priklady slouéenin o vzorci 1 pro pouzm podie
predkladaného vynalezu j jSOU ‘

(PhC'Hz)zC}HC(O)- N-Me}-Val-Tkbg-Asp(pyrrolidino)-Asp(cyPn)-y MeLeu;OH,
(PhCHz),_CHC(O)-(N-Me)—Va!-.Tbg—Asp(pyrroiidino)-Asp(cyPn)—NHCHZC(.CH

3 8

(PhCH,),CHC(O) - (N - Me)-Val- Tbg—Asp(pyrrolldlno) Asp(cyPn) NH- (R) CH(C HS)C—
(CH,),. |

lZastupuj'e:
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PATENTOVE NAROKY

1. Peptid o vzorei 1

A-B-D-NHCH{CH,C(0)R"}C(O)-NHCH{CRY(R’)C(O)OH}C(O)-E

[N

kde

A je  2-methyl-1-oxopropylovy  radikal disubstituovany  fenylem nebo
monosubstituovanym fenylem, jehoz monosubstituent je zvolen ze skupiny,
skladajici se z niz§iho alkylu, halového radikalu, hydroxylu a nizsiho alkoxylu;

B‘j.e N(CH,)CHR*C(0), kde R* je nizsi alkyl; D je NH-CHR®C(0), kde R® je nizsi alkyl
nebo nizsi alkyl, substituovany jednou karboxylovou skupinou, hydroxylovou
skupinou, merkaptoskupindg nebo benzyloxyskupinou;

R’ je niz3i alkyl, nizsi cykloalkyl, {1-(nizsi alkyl)-(nizsi cykloatkyl)}, nebo NR®R’, kde

R® je vodik nebo nizsi alkyl a R je nizsi alkyl, nebo R® a R” spoleéné s dusikovym
atomem, na ktery jsou pripojeny, tvofi pyrrolidinovou, piperidinovou, morfolinovou
nebo 4-methylpiperazinovou skupinu; .‘

R? je vodik nebo nizsi alkyl a R® je nizsi alkyl, nebo R* a R®spoleéné s uhlikovym
atomem, na klery jsou pfipojeny, tvoii nizsi cykloalkkyl; a E je NHR® kde R®
je C,qalkyl; mzs: cykloalkyl; nizsi cykloalkyl, substituovany jednonasobne nebo
dvojnasobné nizsim alkylem nebo substituentem (nizsi alkyl)-(niz§i cykloalkyl); nebo
E je NHCH(R®)-Z , kde R%je C., alkyl, niZsi cykloalky! nebo (nizsi cykloalkyl)-(nizsi
alkyl) aZ je CH,OH, C(O)CH, C(O)NH, nebo C(O)OR™, kde R™ je nizsi
alkyt;  nebo jde o terapeuticky prijatelnou sl takové latky:;

kde vyraz "nizsi alkyl" bud samotny nebo v kombinaci s jinym radikalem, oznacuje
alkylovy radikal s rovnym fetézcem, obsahujici 1az 6 uhlikovych atomd, nebo
alkylovy radika! s vétvenym fetézcem, obsahu}icia az 6 uhlikovych atomﬁ vyraz
"niz8i cykioalkyl", bud samotny nebo v kombinaci s jingm radikéiem, oznacu;e
nasyceny cyklicky uhlovodikovy radikal, obsahujzm tfi az sest uhlikovych atomu;
vyraz "nizsi atkoxyl", oznacuje alkoxylovy radikal s rovnym fetézcem, obsahujici

jeden az ctyii atomy uhliku a alkoxylovy radikal s vétvenym fetdzcem, obsahujici
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{fi aZ Ctyri atomy uhliku; vyraz "1-(nizsi alkyl)-(nizsi cykloalkyl)", oznacuje nizsi

cykloalkylovy radikal, nesouci nizsi alkylovy substituent v poloze 1.

2. Peptid podle naroku 1, vyznadujici se tim,ze Aje
2-methyl-1-oxopropylovy radikal, dvojnasobné substituovany fenylem, 4-(nizsi
alkylfenylem, 4-halofenylem nebo 4-(nizsi alkoxy)fenylem; B je (N-Me)Val,
(N-Me)lle nebo (N-Me)Tbg; D je aminokysefinovy  zbytek  kyseliny
(S)-2-amino-3-hydroxy-3-methylmaselné nebo kyseliny (R)-2-amino-3-
-merkapto-3-methyiméaselné, nebo aminokyselinovy zbytek; zvoleny z Val, lle a Thbg;
R' .je niz& alkyl, nizsi cykloalkyl, {1-(nizsi alkyl) -(nizsi  cykloalkyl)},
N.N-dimethylaminova skupina, N,N-diethylaminovd skupina, pyrrolidinova nebo
morfolinova-skupina;-R?-a-R2edpovidaji~definici-uvedené v naroku- 1,"&E je"NHR?’

kde R® je C,, alkyl: nizsi cykloalkyl, nizsi -bykloalkyi, jednondsobné nebo

dvojndsobné substituovany nizsim alkylem; nebo ‘substituent (niZ&i alkyl)-(nizsi
cykloalkyl), nebo E je NHCH(RQ)-Z kde R’ je C,; alkyl nebo (nizsi
cykloa!kyl)methyl a Z odpovida definici uvedene v naroku 1, nebo jde o
terapeuticky prijateinou sul takové latky.

3. Peptid podle ndroku 2, vyznacdujici se tim e Aje
2¥(fenylmethyl)-3-fenyipropionyl 2-{(4-fluorofenyl)- methyl} -3- (4-ﬂuorofenyl)
propionyl, 2<(4-methoxyfenyl)methyl}-3- -fenylpropiony!l nebo  2-{(4- -methoxyfenyl)-
methyl}-3-(4-methoxyfenyl)propionyl: B je (N-Me)-Val nebo (N-Me)-ile; D je Val, lle
nebo Thg; R' je 1- -methylethyi, 11-d[methylethyl 11d:methylpropyl cyklobutyf,
cyklopentyl,  cyklohexyl, 1- -methyicyklopenthyl, " N, N- d:methyiammoskupma
N,N-diethylaminoskupina, pyrrolidinova nebo morfolinova skupina; R® je vodik a R®

je methyl, ethyl, 1- -methylethyl, 1,1- dmethylethyi'nebo propyl a uhlikovy atom'

nesouci R* a R® je v konfiguraci (R), nebo jsou R?a R? kazdy nezavisle methyl nebo
ethyl, nebo R® a R® tvofi spo!ecne ] uhhkovym atomem Na ktery jSOU navazany, |
cyklobutyl, cyklopentyl nebo cyklchexyl; a: Eje NHR®, kde Rje 2,2- damethylpropyl .

1(R),2,2 - trimethylpropyl, 1(R) - ethyl - 2,2 ,dxmethylpropyl. 2,2 - dimethylbutyl,

- g

3,3- dimethylbutyl, (R),2,2 - trimethylbutyl, 1(R).3,3 - trimethylbuty,
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1(R)-ethyl-3,3-dimethyl, nebo_cyklohexylmethyl; nebo E je NHCH(R®-Z , kde
uhlikovy atom, nesouci ;RB, je v konfiguraci (8), R® je 1,1-dimethylethyl,
1-methylpropyl, 2-methylpropyl, 2 2-dimethylpropyl nebo cykiohexylmethyl a Z ie
CH,OH, C(O)OH, C(O)NH, nebo C(O)OR™, kde R™ je methyl, ethyl, nebo

propyl; nebo se jedna o terapeuticky piijatelnou sdl takové latky.

4. Peptid podle naroku 3, vyznacéujici se tim,2e Aje
2-(fenyimethyl)-3-fenylpropionyl; B je (N-Me)Val; D je Thg; R' je 1-methylethyl,
1,1-dimethylethyl,  1-methylpropyl, 1,1-dimethylpropyl, 2,2-dimethylpropyi,
cyklobutyl, cyklopentyl, cyklohexyl, 1-methyleyklopentyl, - pyrrolidinovd nebo
morfolinova skupina; R? je vodik a R® je methyl, ethyl, 1-methylethyl nebo propyl, a
uhlikovy atom, nesouci R? a R®; je v konfiguraci (R), nebo R? a2 R® je kazdy nezavisle
methyl nebo ethyl, nebo R* a R® dohromady s uhlikovym atomem, na ktery jsou
~ navazany, tvofi cyklobutyl, cyklopentyl & cykléhexyl"a E je- NHR®, kde R® je
2,2-dimethylpropyl, 1(R),2,2-trimethylpropyl, (R) ethyl-2,2- dlmethy!propyl
2,2- -dimethylbutyl nebo 1(R)-ethyl-3,3- -dimethylbutyl, nebo E je NHCH(R%-Z , kde
uhlikovy atom, nesouci R?, je v konfiguraci (S), R? je 2,2-dimethylpropyl a Z je
CH,OH. C(O)OH, C(O)NH, nebo C(O)OR™, kde R™ je methyl ethyl, nebo
propyl; nebo jde o terapeuticky pfijateinou siil takové latky.

5. Peptid podle naroku 1, vyzna Cujici se tim, 2eje zvolen ze
skupiny, zahrnujici:

(PhCH,),CHC(0)- N~Me)—VaI-Tbg-Asp(pyrrolidino)-Asp(cyPn)-n/ Meleucinol,
(PhCH,),CHC(0)- N~Me)-VaI-Tbg-Asp(pyrroIIdino)—ASp(cyPn)-fy MelLeu-OH,
(PhC HE)QCHC(O)-(N~Me)-VaI—Tbg-Asp(pyrroIidino)-Asp(cyPn)—NHCH20(CH3)3, a

(PhCHz)ZCHC(O) (N Me)-Val-Tbg- Asp(pyrrohdmo) -Asp(cyPn)-NH- (R) -CH(C,H,)C-
(CHy),.
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6. Farmaceuticky prostiedek, vyznacujici se tim, Zze obsahue

protivirové Ucinné (vzhledem K viru herpes) mnozstvi peptidu o vzorei 1, nebo jeho

terapeuticky pfijatelné sole, a farmaceuticky nebo veterinarné pfijatelny nosic.

7. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 6, vyznacujici se tim,
Ze peptid je zvolen ze skupiny, zahmuijici:

o
(PhCH,),CHC(O)- N-Me)-Val-Thg-Asp(pyrrolidino)-Asp(cyPn)-y MeLeucinol,

(PhCH,),CHC(O)- N-Me)-Val-Tbg-Asp(pyrrolidino)-Asp{cyPn)-y MeLeu-OH,

anans b a5 e ey e . il e Sl

i v el i e b it el STV R L Y

(PhCH,),CHC(O)~(N-Me)-Val- Tbg-Asp(pyrroildmo)-Asp(cyPn) -NHCH C(CHS)S,

(PhCH,),CHC(O) - (N - Me)-VaI-Tbg-Aép(pyrro!idino)-Asp(cyPn)-NH-(R)-CH(CZHS)C-
(CHy, | | | .

8. Kosmeticky prostredek, vyznacuji ci se tim, ze obsa'niaje peptid

podle narcku 1, nebo jeho terapeuticky pruatelnou sal, a fyZiologlcky prijateiny
nosic, vhodny k mistni aplikaci.

9. Pouziti peptidu ;jodle kteréhokoli z naroka 1 az 4, nebo jehd terapeuticky
pfijateiné sole, pro vyrobu farmaceutickych prostredkd. k 16€b& herpetickych

virovych infekci u savedl.

. "-»

10. Pouziti podle naroku 8, vyznacdujic i se't im, %e peptid je zvolen _

ze skupiny, zahrnujici:
(PhCH,),CHC(0)- N-Me)-\/al:Tbg'-Asp(pyr.rolidino)-Asp(cyanMeL'e'qpihol,f R
(PhCH,),CHC(0)- N-Me)-Val-Tog-Asp(pyrrolidino)-Asp(cyPn)-y MeLeu-OH, -

(PhCH,),CHC(O)-(N-Me)-Val-Tbg-Asp(pyrrolidino)-Asp(cyPr)-NHCH,C(CH,),, a
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(PhCH,),CHC(O) - (N - Me)-Val-Thg-Asp(pyrrolidino)-Asp(cyPn)-NH-(R)-CH(C,H,)C-
(CH,),. '

11. Pouziti peptidu podie kteréhokoli z narokd 1 aZ 4, nebo jeho terapeuticky
piijateiné sole, pro vyrobu farmaceutickych prostfedk( k inhibovani replikace

herpetického viru.

12. Pouziti podle naroku 11, vyznadujici se tim,ze peptid je zvolen

ze skupiny, zahrnujici:

(PhCHQQCHC(D)- N-Me)-Val-Thg-Asp(pyrrolidino)-Asp(cyPn)-y MeLeucinol,
(PhCH,),CHC(O)- N-Me)—VaE-Tbg-Asp(pyrro!idino)-Asp(cyPn)-y MeLeu-OH,
{(PhC le)ECHC(O)j(N-Me)-VaI-Tbg-Asp(pyrrOHdino)—Asp(cyPn)“-NHCHZC(CH1)3, a

(PhCH,),CHC(O) - (N - Me)-VaI-Tbg~Asp(pyrr_o[idino)—Asp(cyPn)-NH-(R)'-CH(CZHs)C-
(CHy o o

13. Farmaceuticky-prostredek, vyznacujici se tim,Ze obsahuje
farmaceuticky nebo veterindrné prijatelny nosiC a ucinné mnoZstvi kombinace

protivirového nukleosidového analogu nebo jeh'o terapéuticky pﬁjatelné soli a

- peptidu podle narcku 1, inhibujiciho ribonuikleotid reduktazu, nebo jeho terapeuticky

prijateiné soli.

14. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 13, vy z nadujici se tim,. .

ze nukleosidovy analog je sloudeninou o vzorci 2

N
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kde R" je vodikovy atom hydroxyskupina nebo aminoskupina,

nebo terapeuticky prijatelnou soli takové latky.

15. Farmaceuticky prostredek podle naroku 13, vyznacujici se tim,
ze protivirovy nukleosidovy analog je zvolen ze skupiny vidarabinu, idoxuridinu,
trifluridinu, gancicloviru, edoxudinu, brovaviry, fiacitabinu, pencicloviru, famcicloviru

a rocicloviru.

16. Farmaceuticky prostfedek podle kteréhokoli z nérokl 6, 7, 13, 14 a 15,
vyznacujici se tim, Ze prostfedek je ve formé pripravku pro mistni

aphikaci. oo . R e e

17. Pouziti kombinace protivirového nuklecsidového analogu, nebo jeho
terapeuticky prijateiné soli, a peptidu o wvzorci 1 podle néroku 1, inhibujiciho
fbonukleotidreduktazy, & jeho terapeuticky pfijateiné soli, pro  vyrobu

farmaceutickych prostfedkt k [&Ebé herpetickych virowych infekei u savcll.

18. Pouziti podle naroku 17, vyznacujici se t i.m, ze protivirovy
nukleosidovy analog je zvolen ze skupiny zahmujici acyklovir, 6-deoxyacyclovir,
2,6-diamino-9-{(2-hydroxyethoxy)methyl}purin, vidarabin, idoxuridin, trifluridin,

gangciclovir, edoxudin, brovavir, fiacitabin, penciclovir, famciclovir a rociclovir,

19. Pouziti (PhCH,),CHC(O) - N-Me) - Val-Thg-Asp(pyrrolidino) - Asp(cyPn)-
~yMel.eucinolu pro vyrobu farmaceutickych prostfedkd k 1é¢hé infekei, vyvolanych u

savc& virem Herpes simplex typu 1 nebo typu 2.

20. ZpUsob vyroby peptldu podle narcku 1, nebo Jeho terapeuhcky pruatetne

soli, vyznacujici se tim, zezahmwe ;

(a) vicekrokové spojovani, v pofadi podle sekvence peptidu, ‘aminc_nkys'él'iny nebo

: odvozen{/ch-arﬁinokysel'i.novych zbytkd, a ne'peptidovych-fragment&-peptidu, kde
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) reaktivni skupiny vedlejsiho fetdzce zbytku nebo  fragmentd
jsou  chranény vhodnymi chranicimi skupinami, branicimi vzniky

chemickych reakci v tomto misté, do té doby, nez je chranici skupina po

dokonceni vicekrokového spojovani nakonec odstranéna;

1,.»‘-——"M-—"“"'_n)".“a-amfnoskupma Sspojujiciho se reaktantu je chranéna chranici

SKuUpinou a-aminoskupiny, zatimco volng karboxyiové skupina tohoto
reaktantu se spojuje s volnou a-aminoskupinou druhého reaktantu;
chranici skupina a-aminoskupiny je jednou ze skupin, které Ize snadno
odstranit k umoznéni pribéhuy nasledujiciho spojovaciho kroku na této

a~-aminoskuping: a

iif) C-koncova Kkarboxylova skupina  aminokyselinového zbytku nebo
 peptidového fragmentu, ktera m3 vytvaret C-koncovou funkei chranéného
peptidu, pokud je pfitomna, je chranéna vhodnou chranici skupinou, ktera
zabrani vzniku chemické reakce na tomto misté az do doby, nez bude

vytvofena poZadovan3 aminckyselinova sekvence. peptidu; a
(b) po dokonleni spojovani eliminaci jakychkoli chranicich skupin a, pokud je to

zadouci, uskuteénéni standardnich premén k ziskani peptidu o vzorci 1, a pokud je

to Zadouci, pfeménu peptidu na terapeuticky prijatelnou sal.

Zastupuje:
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