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(57) Anotace:
Derivat cyklopeptidu obecného vzorce I,
cyklo-/Arg-Gly-Asp-X-Y/ /1/, kde znamena X
Cha, Nal, Phe, 2-R!-Phe, 4-R'-Phe, homo-
Phe, Phg, Thi, Trp, Tyr nebo derivat Txr,
piitem? je OH popfipadé etherifikovan
Ci1-1salkylem, a zbytky aminokyselin jsou po-
pfipadé derivatizovany, R! NHg, NO2, J, Br,
Cl, F, C1.18alkyl, Ar, Ar-O nebo “H, Y Gly, pfi-
tem?i je ’Popf'ipadé .alfa.-N substituovan sku-
pinou R® a/nebo .alfa.-C je pogfipadé substi-
tuovan skupinou R3 a/nebo R? za podminky,-
Ze Gly je alespon jednou shora uvedenym zpi-
sobem substituovan, Ar fenyl popfipadé s 1
nebo se 2 substituenty ze souboru NHz, NOg,
J, Br, Cl, F, Ci-galkyl a °H, R%, R® a R* na
sobé nezavisle Cj.1salkyl, nebo také R?a R®
nebo R% a R* vidy spolu dohromady takeé roz-
vétveny nebo nerozvétveny Cs-1salkylen,
takZe bud .alfa.-N a .alfa.-C spolu a alkenylo-
vym fetézcem nebo .alfa.-C samotny s alkeny-
lovym fetézcem vytvai{ kruh, pfitemz pokud

*

jde o zbytky opticky aktivnich aminoky-
selin nebo derivatli aminokyselin jsou
zahrnuty jak D tak také L formy a deri-
vaty, zvlasté b-ester asparagové kyseliny
nebo N-guanidinacylderivaty asparagi-
nu, prodrogy a jejich fyziologicky vhod-
né soli ptisobi jako integrinové inhibito-
ry a mohou se pouZivat zvlasté pro pro-
fylaxi a oSetfoviani nemoci krevnfho
obéhu, angiogennich nemoci, mikrobi-
4lnich infekci a v terapil nadort.

cyklo - (Arg-Gly-Asp-X-Y)
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Derivat cyklopeptidu, zplsob jeho pfipravy a farmaceuticky
prostfedek, ktery ho obsahuje.

Cblast techniky

Vyndlez se tyka derivatd cyklopeptidu jako inhibitoru
integrinu, zplsobu jeho pfipravy a farmaceutického prostfedku,
ktery ho obsahuje. Slouleniny podle vyndlezu jsou vhodné
zv145té& pro profylaxi a o3etfovdni nemoci krevniho ob&hu, an-
giogennich nemoci, mikrobialnich infekci a nadord.

Dosavadni stav techniky

Podobné derivdty cyklickych peptidll jako podle vynédlezu
jsou popsdny v evropském patentovém spise ¢islo EP O 406428 a
v FEBS Lett. 291, str. 50 aZ 354, 1991}.

Ukolem vyndlezu je vyvinout nové slouleniny s hodnotny-
mi vlastnostmi, které by se zv14a5té hodily pro vyrobu lé&iv,

*

Podstata vyndlezu

Podstatou vyndlezu je derivdt cyklopeptidu obecného vzor-

ce 1
cyklo - (Arg-Gly-Asp-X-Y) (1)
kde znamenéd
X Cha, Nal, Phe, 2-R!-Phe, 3-R!-Phe, 4-R!-Phe, homo-Phe,

Phg, Thi, Trp, Tyr nebo derivdt Tyr, pfifemZ je hydro-
xylov4 skupinu popfipadé etherifikovdna alkylovou sku-
pinou s 1 aZ 18 atomy uhliku, a 2zbytky aminokyselin

jsou popfipadé derivatizovany,

R! skupinu NH2, nitroskupinu, atom jodu, bromu, chloru
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nebo fluoru, alkylovou skupinu s 1 aZ 18 atomy uhlfku,
Ar, Ar-0 nebo 3H,

Y Gly, pficemZ je popfipadé& a-atom dusiku substituovén
skupinou R? a/nebo o-atom uhliku je popfipadé substi-
tuovan skupinou R¥ a/nebo R* za podminky, Ze Gly je a-

lespofi jednou shora uvedenym zplisobem substituovén,

AT fenylovou skupinu popfipadé s jednim nebo se dvéma sub-
substituenty ze souboru zahrnujiciho skupinu NHz, nit-
roskupinu, atom jodu, bromu, chloru nebo fluoru, alky-

lovou skupinu s 1 aZ 6 atomy uhliku a 3H,

Rz , R3

a R9 na sobé nezdvisle alkylovou skupinu s 1 aZ 18 atomy
uhliku

nebo také

RZ a R3

nebo

R¥a R* vidy spolu dohromady také rozvd8tvenou nebo nerozvétve-
nou alkylenovou skupinu s 3 aZ 18 atomy uhliku, takZe
bud a-atom dusiku a o-atom uhliku spolu s alkylenovym
fetézcem nebo e-atom whliku samotny s alkylenovym fe-

tézcem vytvari kruh,

pfic¢emZ pokud jde o zbytky opticky aktivnich aminokyselin nebo
derivdtd aminokyselin jsou zahrnuty jak D tak také L formy a
derivadty, zvlasté B-ester asparagové kyseliny nebo'N-guanidin—
acylderivadty asparaginu, prodrogy a jejich fyziologicky vhodné
soli. ‘ '

S prekvapenim se zjistilo, Ze sloufeniny obecného vzorce
I a jejich soli maji velmi hodnotné vlastnosti. Pfedeviim pi-

sobi jako inhibitory integrinu, pfidemZ pfedeviim inhibuji
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vzajemné pisobeni Bs- nebo Bs-integrinovych receptord s ligan-
dy. Obzvlastni u¢innost vykazuji slouceniny obecného vzorce I
v pfipad& integrinl avPs, avPBs a ariPs a avsak také v pFipade
receptort avfi, avPs, avpPs.Toto plsobeni lze doloZit napfiklad
zplsobem, ktery popsal J. W. Smith a kol. (J. Biol. Chem. 2653,
str. 12267 aZ 12271, 1990). Pfidavné vykazuji sloufeniny obec-

ného vzorce I protizdndtlivé ptsobeni.

P.C. Brooks, R.A. Clark a D.A. Cheresh (Science 264, str.
369 aZ 571, 1994) uvadéji, %e vyvoj angiogeneze zavisi na vzé-
jemném pisobeni vaskuldrniho integrinu a extraceluldrnich mat-
ricovych proteini.

MoZnost pouZiti cyklického peptidu podle vyndlezu k in-
hibici tohoto vzdjemného plsobeni a tim navozeni apoptosy
(prog;amované umirdni bunék) angiogennich vaskulédrnich bunék
plisobenim cyklického peptidu popsal P.C. Brooks, A.M. Montgo-
mery, M. Rosenfeld, R.A. Reisfeld, T.-Hu, G. Klier a D.A. Che-
resh (Cell 79, str. 1157 aZ 1164, 1994).

SlouCeniny obecného vzorce I, které blokuji interakci
integrinovych receptord a ligandfi, jako fibrinogen k fibrino-
genovému receptoru (glykoprotein IIb/IIla}, zébraﬁuji jakoZito
GPIIb/Illa antagonisty, roz3ifovani nddorovfch bundk metastéa-
zovanim. Je to doloZeno ndsledujicim pozorovédnim:

K rozSifovdni nddrovych bunék z lokalizovaného nddoru do
vaskuldrniho systému dochédzi vytvafenim mikroaregétﬁ {(mikro-
thrombli) jako nédsledek vzdjemného plsobeni nddorovych bundk a
krevnich destiek. Né4dorové bufiky se zastifiuji jako vysledek
protekce podpofené mikroagregdty a nejsou od bundk imunitniho
systému rozpozndny. Mikroagregdty se usazuji na sténéch cév,
tim usnadiiuji dal§i penetraci néddorovych bundk do tké4n&. Jeli-
koZ je vytvédfeni mikrotrombdi zprostfedkovdvéno vazénim fibri-

nogenu na fibrinogenové receptory na aktivovanych krevnich
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destiCkéch, mohou byt GPIla/IlIb antagonisty povaZovany za
t¢inné inhibitory metastédz.

Slouceniny obecného vzorce I se mohou pouZivat jakoZ-
to antimikrobidln& plsobici  latky pfi operacich, pfi kter¥ch
se pouZiva biologického materidlu, implantdtfi, katheteru nebo
srdeénich stimuldtori. PFitom tyto slou€eniny plsobi antisep-

ticky. UCinnost antimikrobidlni aktivity se miZe doloZit zpl-

sobem, ktery popsal P. Valentin-Weigund a kol. (Infection and -

Immunity, str. 2851 aZ 2855, 1988).

JelikoZ slouceniny obecného vzorce I pfedstavuji inhibi-
tbry vazby fibrinogenu a tim ligandy receptord fibrinogenu na
krevni destiéky, jsou pouZitelné jako dagnostika k detékci
a k lokalizaci thrombd ve vaskuldrnim systému in vivo, pokud
jsou substituovany radioaktivnim nebo UV detektovatelnym
zbytkem.

SlouCeniny obecného vzorce I jakoZto inhibitory vazby
fibrinogenu se mohou také pouZivat jako 4&inné pomocné pro-
stfedky ke studiu metabolismu krevnich destidek pri rdznych
aktiva&nich stadiich nebo v intraceluldrnich signdlovych me-
chanismech receptord fibrinogenu. Detekovatelné jednotka zabu-
dovatelného "znaeni" napfiklad isotopového znadeni 3H dovolu-

je po vazani na receptor zkoumat uvedené mechanismy.

SlouCeniny obecného vzorce I maji také vlastnost vazby
pfirodnich nebo umélych ligand® na integriny, zvlasté na in-
tegriny avBs, ovBs a arrBs aviak také inhibovat avBi, av Be ,

av Bs .

Kromé toho maji se zfetelem na zndmy stav techniky tu
pfednost, %e se a-N-alkylaci nebo a-C-alkylaci Y-aminokyseli-
nového zbytku dosahuje metabolické stability a zvysené roz-
pustnosti tukld. Redukei moZnych vodikovych mistkd, jelikoZ N-
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alkyl nemiZe byt napfiklad Zadnym H-donorem pro C=0, se Zlep-
Suje penetracni schopnost membréan, takZe se miiZe dosdhnout
zvySend ordlni resorbovatelnost a kromé& toho se zvyEuje vazba
plasmového proteinu. |

«-N-Alkylace nebo ¢-C-alkylace Y-aminokyselinového staveb-
niho kamene zvy3uje inhibi&ni mocnost sloudenin obecného vzor-
ce I a zvySuje selektivitu inhibice se zfetelem na urdité in-
tegriny. Obzvlasté se ovlivAuje N-alkylovymi skupinami selek-

tivita.

Sloueniny obecného vzorce I se mohou pouZivat jakoZto
1éCivoveé @cinné l4tky v humanni a veterindrni mediciné zv]|45té
k profylaxi a k oSetfovani nemoci krevniho ob&hu, thrombosy,
infarktu srdce, arteriosklerosy, zé&néti, apoplexie, anginy
pektoris, nddorovych onemocnéni, osteolytickych nemoci, jako
Je zvla§té osteoporosa, anoci podminénych angiogenezi, jako
jsou napfiklad diabetické retinopathie oka, oftalmickych one-
mocnéni, svalové degenerace, myopatié, okuldrni histoplasmosy,
reumatické arthritis, osteocarthritis, rhubeotického gluakomu,
aviak také viedovité kolitis, Crohnovy nemoci, rozptylené
sklerézy, lupenky a restenosy po angioplastii. SlouCenin obec-
ného vzorce 1 se ddle mlZie pouiivat ke zlep§eni a k podpofe
procest hojeni ran pfi mikrobiélni infekci a pfi akutnim sel~

hani ledvin.

Tato plsobeni se mohou doloZit zplisoby Znidmymi z lite-
ratury (napfiklad P.C. Brooks a kol., Cell 79, str. 1157 ai
1164, 1994 nebo Science 264, str. 569 aZ 371).

Uvéadéné zkratky zbytk@l aminokyselin znamenaji zbytky né-
stedujicich aminokyselin:

Abu 4-aminomdselnd kyselina
Acha a-aminocyklohexankarboxylovd kyselina
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Acpa a-aminocyklopentankarboxylova kyselina
Aha 6~aminohexanov4 kyselina,
Ahds t6-aminohexadekanovéd kyselina,
Aib J-aminoisoméselnd kyselina
Ala. alanin
Aos 8-aminooktanovd kyselina
AsT asparagin
Asp asparagovd kyselina
Asp(OR) asparagovd kyselina (B-ester)
ATg arginin

N-Ac-Arg N-guanidinoacylarginin

Cha 3-cyklohexylalanin

Dab 2,4-diaminomdselnd kyselina
Dap 2,3-diaminopropionovd kyselina
Deg diethylglycin

Gin glutamin

Glu glutaminova kyselina

Gly glycin

hPro pipekolinovd kyselina

His histidin

Ile isoleucin

Leu leucin

Lys lysin

Nal 3-(2-naftyl)alanin

Nhdg N-hexadecylglycin

Nle norleucin

Phe fenylalanin

homoPhe homo-fenylalanin
4-Hal-Phe 4-halogenfenylalanin

Phg fenyiglycin

Pro prolin

Sar sarkosin (N-methylglycin)

Tia | 3-(2-thienyl)alanin |

Tic tetrahydroisochinolin-3-karboxylov4 kyselina

Thr threonin




Tle terc.-leucin (Ca-terc.-butylglycin)
Trp tryptofan

Tyr tyrosin

val valin

Kromé toho se jeSté& pouZivaji zkratky, které maji nasledu-

jici v¥znam:

BOC terc.-butoxykarbonyl

Bzl benzyl

DCC1 dicyklohexylkarbodiimid

DMF dimethylformamid

EDC1 N-ethyl-N"-(3-dimethylaminopropyl )karbodiimid x HC)
Et ethyl

Fmoc 9-fluoreny!methoxykarbonyl

HOBt I-hydroxybenzotriazol

Me methyl

Mtr 4-methoxy~-2,3,6-trimethylfenylsulfonyl

NMe N-methylovand a-aminoskupina

OBut ferc.-butylester

OMe methylester

OEt ethylester

POA fenoxyacetyl

TBTU 2—(1—H-benzotriazol—1—y1)—1,1,3,3-tetramethyluronium-

tetrafluorborat

TFA trifluoroctovd kyselina

Shora uvedené aminokyseliny mohou b¥t v nékolika enan-
tiomernich formiach, v3echny tyto formy a také jejich smési
(napriklad DL formy) vyndlez zahrnuje, nafiklad jako integral-
" ni formu slouCenin obecného vzorce I podle vyndlezu. Kromé to-
ho mohou byt aminokyseliny, napfiklad jako integrélni &4st
slouCenin obecného vzorce I, chrédndny o sobé zndmymi chrédnici-~

mi skupinami.
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Vyndlez zahrnuje také takové peptidy, jejichZ aminokyse-
linovy podil je Eéste&né nebo plné derivatizovén. "Derivatiza-
ci” se rozumi, Ze jsou zahrnuty také tak zvané "prodrogy", ja-
ko jsou napfikiad N-guanidinoacylderividty Arg, P-ester Asp,
N epsilon-alkanoylové, -aminoalkanoylové, -merkaptoalkanoylové
derivaty lysinu. Krom& toho mohou byt aminokyselinové zbytky
CasteCné C-alfa-alkyloviny nebo napfiklad pro diagnostické d-
Cely znaCeny isotopy. Zahrnuty jsou dale slouceniny obecného
vzorce I, které jsou v postrannich Fetézcich stavebnich kamen&
X a Y pfidavné derivatizovény aminoskupinami, karboxylovymi
skupinami nebo merkaptoskupinami, jelikoZ takové derivdty jsou
dileZitymi vychozimi latkami pro vyrobu vysSemolekuldrnich kon-
jugatt, napfiklad pro G8ely imunizace a pro pfipravu protiléa-
tek. Kromé toho je moiné pouZivat funkénich skupin v postran-
nim fet€zci urlitych aminokyselinovych zbytkil nebo derivatizo-
vanych aminokyselinovych zbytkd pro imobilizaci peptidd na po-
lymernich materidlech pro vyrobu afinitnich chromatografickych
sloupclt nebo se vyuZivaji funk&éni skupiny.k derivatizaci s di-
agnostickymi pomocnymi reagenciemi jako jaou fluoreskujici

substituenty.

Zplisob pfipravy derivdtu cyklopeptidu obecného vzorce 1,
kde jednotlivé symboly maji shora uvedeny vyznam,nebo jeho so-
1i spoivd podle vyndlezu v tom, Ze se uvolfiuje ze svych fun-
k¢nich derivdtd zpracovanim solvolyzaénim nebo hydrogenolyzad-
nim &€inidlem,

nebo se peptid obecného vzorce 11

H-Z- 0OH (I1)
kde znamend
Z -ATg-Gly-Asp-X-Y-

-Gly-Asp-X-Y-Arg-
-Asp-X-Y-Arg-Gly-
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-X-Y-Arg-Gly-Asp- nebo
-Y-Arg-Gly-Asp-X-
nebo reaktivni derivat tohoto peptidu zpracovdvd cyklizaénim

¢inidlem,

nebo se cyklopeptid, kterj odpovida obecnému vzorci I, md vSak
jednu nebo nékolik volnfch aminoskupin, kyselinovych skupin
a/nebo aktivovanych a-C-atomll, derivatizuje alkylaci, acylaci

nebo esterifikaci,

a/nebo se zésadit4 nebo kyseld sloufenina obecného vzorce I

zpracovanim kyselinou nebo zdsadou pfevddi na svoji stl.

Shora uvedené symboly X a Y maji vy¥znam uvedeny u obec-
nych vzorct I a II, pokud neni jinak vysloven&d uvedeno. PouZi-
vand pismena pro jednotlivé zbytky nejsou v Zddném vztahu

s jednopismenovym kodem pro aminokyseliny.

Ve shora uvedenych vzorcich se mini alkylem pfedev&im
skupina methylov4, ethylovd, isopropylovd, n-butylovd, sek.-
butylova, terc.-butylovad. Déle v3ak alkyl znamend také s vy¥ho-
dou skupinu n-pentylovou, isopentylovou, neopentylovou, n-he-
xylovou, n-heptylovou, n-oktylovou, n-nonylovou, n-decylovou

nebo n-hexadecylovou.

Symbol X znamend s vyhodou skupinu Phe, aviak také s vy-
hodou skupinu D-Phe a také s vyhodou skupinu Phe(4-Hal) zvi4s-
té (Phe(4-F) nebo Phe(4-Cl) jakoZ také homo-Phe nebo Phg, pfi-

emZ D-formy jsou stejn& vyhodné.

‘Symbol Y zZnamend s vyhodou hydrofobni aminokyselinovy
zbytek, zv145té& Gly, Ala, Val, Leu, Nle nebo Ile.

Vyndlez se tykd zvlasté sloudenin obecného vzorce I,

kde alespofi jeden ze symbol® méd shora uvedeny vyhodn§ v¥znam.



Nékteré vyhodné skupiny slouenin majf dil&i obecny vzorec Ia,
ktery spada pod obecny vzorec I, kde v3ak znamenéi

© X D-Phe, Phe, D-homoPhe, homoPhe, D-Phg, Phg, Phe(4-F),
D-Phe(4-F), D-Phe(4-Cl1) nebo Phe(4-Cl) a

Y Nle, hPro, Ahds, Aos, Nhdg, Acha, Aib, Acpa, Tle, Ala,

Leu nebo Ile, pFigem? jsou D a L formy stejné vyhodné.

Dal8i vyhodné skupiny slou&enin maji dilZi obecny vzorec
Ib, ktery spadd pod obecny vzorec I, kde viak znameni
X D-Phe nebo Phe a

Y Ahds, hPro, Aos, Nhdg, Acha, Aib, Acpa nebo Tle, pfilemZ
jsou D a L formy stejné v¥hodné,

a viechny aminokyselinové zbytky Arg, Gly nebo Asp jsou v pri-
rodni L-konfiguraci.

DalSi vyhodné skupiny slou&enin maji dil&{ obecny vzorec
Ic, ktery spadd pod diléi obecny vzorec Ia a Ib jako? také I,
kde v8ak jen jeden z aminokyselinovych zbytk X a Y je v D-

formé, zatimco vSechny ostatni Jsou v L-konfiguraci.

Dale jéou obzvla§té vyhodné v3echny fyziologicky vhod-

‘'né soli slouGenin diléich obecnych vzorcd Ia, Ib a Ic.

Slouteniny obecného vzorce I a také vychozi 14tky pro
jejich pfipravu se pfipravuji o sob& znamymi zplisoby, které
jsou popsény v literatufe (napfiklad Houben-Weyl, Methoden der
organischen Chemie, Georg Thieme;Verlag, Stuttgart) za reaké-
nich podminek, které jsou pro uvedené reakce zndmé a vhodné.
Je také moZiné pouZivat blize nepopsanych obmén takovych zpliso-
bi.

Vychozi 14tky se popiipadé pfipravuji in situ, takZe se

z reakéni smési neizoluji, nybr se reakéni smési ihned pouZi-

2
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vaji pro pfipravu sloufenin obecného vzorce I.

§ vyhodou se sloufeniny obecného vzorce I mohou pfipra-
vovat tak, Ze se uvolfiuji ze svych funkénich derivata solvoly-

zou zv143té€ hydrolyzou nebo hydrogenolyzou.

Pro solvolyzu nebo pro hydrogenolyzu jsou jako vychozi
latky vhodné sloueniny, které maji misto jedné nebo nékolika
volnych aminoskupin a/nebo hydroxylovych Skupin odpovidajici
chrédnéné aminoskupiny a/nebo hydroxylové skupiny, &5 vyhodou
slou€eniny, které misto jednoho H-atomu, ktery je spojen
s N-atomem maji skupinu chrénici aminoskupinu, napfiklad slou-
Ceniny, které odpovidaji obecnému vzorci I, avSak misto NH:z
skupiny maji skupinu NHR’ (kde R’ znameni skupinu chrénici
aminoskupinu, napfiklad skupinu BOC nebo CBZ).

Déle jsou jako vychozi latky vhodné sloueniny, které
misto H-atomd hydroxylové skupiny maji.skupinu chrdnici hydro-
xylovou skupinu, napfiklad sloueniny, které odpovidaji obec-
nému vzorci I, avsak misto hydroxyfenylové skupiny maji R’’0-

fenylovou skupinu (kde R’’ znameni skupinu chrénici hydroxylo-

‘vou skupinu).

V molekule vychozi latky miZe byt také nékolik stejnych
nebo rlznych skupin chrénicich aminoskupinu a/nebo hydroxysku-
pinu.vPokud molekula obsahuje navzdjem odli%né chrénici skupi-
ny, mohou se v mnoha pfipadech tyto chrénici skupiny selektiv-
né odStépovat.

Vyraz "skupina chréanici aminoskupinu" je obecné znam a
jde o skupiny, které jsou vhodné k ochrang (k blokovani) ami-
noskupiny pfed chemickymi reakcemi, které jsou v3ak snadno od-
stranitelné, kdyZ je Z4douci rteakce na jiném misté molekuly
provedena. Typické pro takové skupiny jsou zvl43té nesubstitu-

ované nebo substituované skupiny acylové, arylové, aralkoxy-




methylové nebo aralkylové. Jeliko? se skupiny, chrédnici amino-
skupinu, po Zidouci reakci (nebo po sledu reakci) odstrafuji,
nemé jejich druh a velikost rozhodujici vyznam. thqdnﬁmi jsou
vSak skupiny s 1 aZ 20 a zviasté s | a’ § atomy uhliku. Vyraz
"acylovd skupina" je zde vidy minén v nejSirSim slova smyslu.
Zahrnuje acylové skupiny odvozené od alifatickych, aralifatic-
kych, aromatickych nebo heterocyklickych karboxylovych nebo
sulfonovych kyselin, jakoZ zvIlAaite skupiny alkoxykarbonylové,
aryloxykarbonylové a predev3im arélkoxykarbonylové. JakoZito
pfiklady takovych acylovych skupin se uvddéji skupiny alkanoy-
lové jako acetylovi, propionylovéd,; butyrylovd skupina; aralka-
noylové jako fenylacetylové skupina; aroylové jako benzoylové
nebo toluylovd skupina; aryloxyalkanoylové jako fenoxyacetylo-
va skupina (POA); alkoxykarbonylové, jako skupina methoxykar-
bonylovd, ethoxykarbonylova, 2,2,2-trichlorethoxykarbonylova,
terc.-butoxykarbonylova (BOC), 2-jodethoxykarbonylova; aralko-
xykarbonylové jako skupina benzyloxykarbonylova ("karbobenzo-
xy"-CBZ), 4-methoxybenzyloxykarbonylovd nebo 9-fluorenylmetho-
xykarbonylovd (FMOC) skupina a arylsulfonylové jako skupina 4-
methoxy-2,3,6-trimethyifenylsulfonylova (Mtr). V¥hodnymi sku-
pinami, chrdnicimi aminoskupinu, jsou skupiny BOC a Mtr a také

skupina CBZ, Fmoc, benzylovd a acetylovd skupina.

Vyraz “"skupina chrénici hydroxyskupinu" je obecnd rovné&:
zndm a jde o skupiny, které jsou vhodné k ochrané (k blokova-
ni) hydroxyskupiny pfed chemickymi reakcemi, které jsou v3ak
snadno odstranitelné, kdy? je Zaddouci Teakce na jiném misté
molekuly provedena. Typické pro takové skupiny jsou shora uve-
dené nesubstituované nebo substityované skupiny arylové, aral-
kylové nebo acylové ddle také skupiny alkylové. JelikoZ se
skupiny, chrédnici hydroxyskupinu, po Zadouci reakci (nebo re-
akénim sledu) odstrafiuji, nemd jejich druh a velikost rozhodu-
jici vyznam. V¥hodnymi jsou vsak skupiny s 1 aZ 20 a zvl14gste
s 1 aZ 10 atomy uhliku. Jako#to prikledy skupin chrédnicich
hydroxylovou skupinu, se uvad&ji skupina benzylov4, p-nitro-




benzylova, p-toluensulfonylova terc.-butylovd a acetylova,
piri¢emZ jsou obzvlaste v¥hodnymi skupina benzylovd a terc.-
butylovd. Skupiny COOH v asparagové a v glutamové kyseling&
jsou pfedeviim chrdnény ve fbrmé svych terc.-butylesterfl (na-
piikiad Asp(OBut)).

JakoZto vychozi l4tky pouZivané funk&ni deirivdty slou-
Cenin obecného vzorce I se mohou pfipravovat o sobé znémymi
zplsoby pf¥ipravy aminokyselin a peptidd, které jsou popsédny ve
standardnich publikacich a v patentové literatufe, napfiklad
také zplisobem na pevné fazi podle Merrifielda (napfiklad B.F.
Gysin a R.B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 94, od str. 3102,
1972).

Uveliovédni sloudenin obecného vzorce I z jejich funk-
¢nich derivdtd se dari - podle pouZité chrénici skupiny - na-
prfiklad silnymi kyselinami, jako je zvl4&ta kyselina trifluor-
octovd a chloristd aviak také Jinymi silnymi anorganick¢mi ky-
selinami, jako je kyselina chlorovodikovd nebo sirovd, silnymi
organickymi karboxylovymi kyselinami, jako je trichloroctova
kyselina nebo sulfonovymi kyselinami, jako je kyselina benzen-
sulfonovd nebo p-toluensulfonovd. Je moZné, nikoliv v3ak vidy

nutné provadét reakci v pritomnosti pfidavnych rozpoustédel.

JakoZto inertni rozpouitzdla jsou vhodné organické napfi-
klad karboxylové kyseliny, jako je kyselina octovd, ethery,
jako je tetrahydrofuran (THF) nebo dioxan, amidy, jako je di-
methylformamid (DMF), halogenované uhlovodiky, jako je di-
chlormethan, ddle také atkoholy, jako je methanol, ethanol ne-
bo isopropanol jakoZ také voda. V dvahu mohou pFichézet také
smési té&chto rozpouStédel. Kyseliny trifluoroctové se s viho-
dou pouZiv4d v nadbytku begz prisady dalsich rozpoudtédel, kyse-
liny chloristé ve formé smésj kyseliny octové a 70% kyseliny
chloristé v poméru 9 : 1; Reakini teplota pro odité&peni je d-
Celn& pfibliZn& O a% pfibliind 50 °C, s vyhodou 15 aZ 30 °C
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(teplota mistnosti}).

Skupina BOC, OBut a Mtr se mii¥e napfiklad s vyhodou od-
Stépovat kyselinou trifluoroctovou v dichlormethanu nebo pfi-
bliZné 3 aZ 5n kyselinou chlorovodikovou v dioxanu pfi teploté
15 aZ 30 °C, zatimco skupina FMOC pFibliZné 5 aZ 50% roztokem
dimethylaminu, diethylaminu nebo piperidinu v dimethylformami-
du pfi teploté& 15 aZ 30 °C. '

Hydrogenolyticky odstraniteiné chrénici skupiny (na-
piiklad skupiny CBZ nebo skupina bénzylové) se mohou od3tépo-
vat napfiklad zpracovénim vodikem v pfitomnosti katalyzétoru
{napfiklad katalyzdtoru na bazi u3lechtilého kovu, jako palla-
dium, uCelnd& na nosiéi, jako na uhli). JakoZto rozpousStédlo se
hodi shora uvedend rozpouitédia, zvlaste napfiklad alkoholy,
jako methanol nebo ethanol nebo amidy jako dimethytiformamid.
Hydrdgenolyza se zpravidla provadi pfi teplot& pfibliZng& Q a%
100 °C, za tlaku pfibliZn& 0,1 a? 20 MPa, s vyhodou pfi teplo-
tée 20 aZ 30 °C, za tlaku pfibliZnd 0,1 aZ 1 MPa. Hydrogenoly-
za CBZ skupiny se dafi napfiklad dobfe na 5 aZ 10% palladiu na
uhli v methanolu, nebo za pouZiti amoniumforméatu (misto vodi-
ku) na palladiu na uhli v systému methanol/dimethyiformamid
pfi teploté 20 aZ 30 °C.

Slouceniny obecného vzorce I se mohou také ziskat cykli-

zaci sloucenin obecného vzorce II za podminek peptidové synté-

zy. Pritom se UZelné pracuje za o sob& zndmych zplsobd pepti-

dové syntézy popsané v literatufe (napfiklad Houben-Wweyl 1.c.,
svazek 15/11, str. 1 aZ 806, 1974).

Reakce se dafi s vyhodou v pFitomnosti dehydratiza&niho
Cinidla vybraného ze souboru zahrnujiciho naprfiklad karbodii-
mid, jako jsou DCCI nebo EDCl, déle anhydrid propanfosfonové
kyseliny (Angew. Chem. 92, str.129, 1980), difenylfosforylazid
a 2-ethoxy-N-ethoxykarbonyl-1,2-dihydrochinolin, v inertnim
rozpouStédle, jako je napfiklad halogenovany uhlovodik, jako



dichlormethan; ether jako tetrahydrofuran nebo dioxan; amid,
- jako dimethylformamid nebo dimethylacetamid; nitril, jako ace-
tonitril nebo ve sm&si t&chto rozpouitédel, ?fi teploté pfib-
liZné -10 a% +40 °C, s vyhodou © aZ 30 °C. K podpoFe intramo-
tekuldrni cyklizace pfed intramolekuldrni peptidovou vazbou je
iCeiné pracovat ve zfed&n¥ch roztocich (princip Ffedéni).

Misto slougeniny obecného vzorce II se mohou pro reakbi
- pouZivat také vhodné reaktivni - derivadty téchto sloufenin, na-
pfiklad derivdty, ve kterych jsou reaktivni skupiny pFechodn&

blokovédny chrénicimi skupinami. Derivéty aminokyselin obecného

vzorce - I1I se mohou naprfiklad pouZivat ve formé& svych aktivnich

esterd, které se Gfelné vytvadfeji in situ, napfiklad pfisadou
HOBt nebo N-hydroxyskucinimidu.

Vychozi 14tky obecného vzorce 11 jsdu zpravidla nové.
Mohou se pfipravovat o sob& zndmymi zpisoby, napfiklad shora
zminénymi zplsoby peptidové syntézy a odStépenim chrénici sku-
piny. "

Zpravidla se nejdfive pfipravuje chrdné&ny pentapeptidovy
ester obecného vzorce R’~Z-OR’’, napfiklad BOC-Z-OMe nebo BOC-
Z-0Et, ktery se nejdfive zmydelni za zisk&ni kyselin qbecného
vzorce R’~Z-OH, napfiklad BOC-Z-OH. 2 této kyseliny se odstépi
chranici skupina R’ za ziskdni volného peptidu obecného vzorce
H-Z-OH (I1).

Derivatizace cyklopeptidu, ktery jako takovy odpovid4

slouCenin& obecného vzorce I, se rovn&% provddi o sob& zndmymi
zplisoby, které jsou popsdny pro alkylaci amind, esterifikaci

karboxylovych kyselin nebo nukleofilni substituci na alifatic-

kych atomech wuhliku v kaZdé cviZebnici organické chemie (na-.
pfiklad J, March, Adv. Org. Chem. John Wiley & Sons, N.Y.1985).

Zésada obecného vzorce I se miZe kyselinou pfevadét na




pFfisluSnou adiZni sl s kyselinou. Pro tuto reakci prichédzeji
v Gvahu zviagte kyseliny, které poskytuji fysiologicky neza-
vadné soli. MidZe se pouzivat anorganickych kyselin, jako jsou
kyselina sirova, dusi¢nd, halogenovodikové kyseliny, jako
chlorovodikovd nebo bromovodikovd, fosforedné kyseliny, jako
kyselina ortofosforednd, sulfaminové kyselina a ogranické ky-
seliny, zv14ste alifaticke, alicyklické, aralifatické, aroma-
tické nebo heterocyklické jednosytné nebo nékolikasytné karbb—
xylové, sulfonové nebo sirové kyseliny, jako jsou kyselina
mravenci, octové, propionova, pivalova, diethyloctovd, malono-
vd, jantarové, pimelovd, fumarov4, maleinovd, mlé&n4, vinné,
jable€né, benzoov4, salicylov4, 2-fenylpropionovéd, nebo 3-fe-
nylpropionov4, citronovd, glukonovi, askorbovd, nikotinov4,
isonikotinov4, methansulifonov4i, ethansulfonovd, ethandisulfo-
novd, 2-hydroxyethansulfonova, benzensulfonov4, p-toluensulfo-
novd, naftalenmonosulfonovi a naftalendisulfonova a laurylsi-
rova kyselina. Soli s kyselinami, které nejsou fyziologicky
nezavadné, napfiklad pikréty, se mi¥e pouZivat pro izolaci a/

nebo pro €isténi sioudenin obecného vzorce I,

Na druhé strané se kyseliny obecného vzorce I mohou

L X 3 2 2

prevddét na své fysiologicky vhodné soli kovové nebo amoniové

reakci se zésadou. JakoZto obzvl4ste vyhodné se uvadéji soli
sodné, drasefné, hofednaté, vipenaté a amoniové a také substi-
tuované amoniové soli, napfiklad sil] dimethylamoniovd, diet-
hylamoniové nebo diisopropylamoniové, monoethanolamoniov4, di-
ethanolamoniovi, triethanolamoniov4, cyklohexylamoniovd a di-
cyklohexylamoniovd a dibenzylethylendiamoniovd a také napfik~
lad soli s N-methyl-D-glukaminem nebo s argininem nebo s lysi-
nem.

Nové slouleniny obecného vzorce I a jejich fyziologicky
vhodné soli se mohou pouZivat pro vyrobu farmaceutickych pro-
stTedkld, pfitemZ se spolu s alesponn jednim nosi&em nebo pomoc-

nou ldtkou a popfipadd s alespofi jednou dal$f{ dZinnou létkou

- »
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pfevddéji na vhodnou divkovaci formu.

Téchto prostfedkd podle vyndlezu se miiZe pouZivat jakofto
l1é€¢iv v huménni a ve veterindrni mediciné. JakoZto nosife pri-
chédzeji v dvahu anorganické nebo organické latky, které jsou
vhodné pro enterélni (napiiklad ordlni nebo rektédlni), pro pa-
renteralni (napfiklad intervenozni vstifikovani) nebo pro lo-
kdlni (napfiklad topické, dermdlni, oftalmické nebo nasélni)
poddvani a pro poddvani ve forms inhalaénich sprejd é které
nereaguji se sloudeninami obecného vzorce I podle vynédlezu,
jako jsou napfikiad voda, vodné isctonické roztoky chioridu
sodného, niz8i alkoholy, rostlinné oleje, benzylalkoholy, po-
lyethylenglykoly, glycerintriacetdt a jiné glyceridy mastngch
kyselin, Zelatina, sojovy lecithin, glycidy, jako laktosa nebo
Skroby, stearat hofeCnaty, mastek celulé6za a vaselina. Pro o-
rdlni pouZiti se hodi zvlasté tablety, draZé, kapsle, sirupy,
Stavy nebo kapky; zv1aste lakované tablety a kapsle s povlaky
odolnymi plisobeni Zalude&ni kyseliny, napiikiad kapslové oba-

1y, pro rektalni podéni ¢ipky, pro parenterélni poddni rozto-

ky, zvl438té olejové nebo vodné roztoky, déle suspenze, emulze
nebo implantdty. Pro topické pouZiti se hodi napfiklad rozto-
ky, které jsou pouZ?ivany v podob& o&nich kapek, déle napriklad
Suspenze, emulze, krémy, masti nebo komprimdty. Pro pouZiti
jako inhala&ni spreje se mohou pouZivat spreje, které obsahuji
u¢innou létku rozpuitdnou nebo suspendovanou ve hnacim plynu

nebo ve smési hnacich plynt {napfiklad oxid uhiligity nebo nd-

"hrady fluorchlorovanych uhlovodikl). Pro tento ddel se G&inna

latka pouZivd s vyhodou v mikronizované formé, pritemZ se miZe
pfidédvat alespoii jedno pfidavné fyziologicky vhodné rozpous-
tédlo, napfiklad ethanol. Inhaladni roztoky se mohou podévat
pomoci o sob& znémfch inhalatorg. Sloueniny podle vyndlezu se
také mohou Iyofilizovat a ziskanych lyofiliz4td se miiZe napfi-
klad pouZivat pro pfipravu vstifikovatelnych prostfedkd. Injek-
ce se mohou poddvat také ve formé bolusu nebo kontinudlni in-

fuzi (napfiklad intravenozni, intramuskuldrni, subkutanni nebo
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intrathekdlni). Prostfedky se mohou sterilovat a/nebo mohou
obsahovat pomocné 14tky, jako jsou &inidla konservacni, stabi-
lizaéni €inidla a/nebo smacedla, emulgdtory, soli k ovlivnéni
osmotického tlaku, pufry, barviva, chutové pfisady a/mebo aro-
matické 14tky. Popfipadd, mohou obsahovat je%té jednu daisf
nebo jeSté€ nékolik daliich tZinnych latek, jako jsou napfiklad
vitaminy.

Slouleniny obecného vzorce I podle vyndlezu se zpravidia
podavaji v ddvkdch podobn¥ch jako zndmé peptidy, zv1A&asté vEak
podobnych jako slouZeniny popsané v americkém patentovém spise
¢islo US-A-4 472305, s v¥hodou v mno¥stvi 0,05 aZ 500 mg, pfe-

devSim v mnoZstvi 0,5 aZ 100 mg na davkovaci jednotku. Dennf

dévka je s v¥hodou pfibliins 0,01 aZ 2 mg/kg télesné hmotnosti.

Urcita dévka pro kaZdného jednotlivého jedince zavisi na nej-
riiznéjdich faktorech, napfiklad na d€innosti ur&ité pouiité
slouCeniny, na stdfi, t&lesné hmotnosti, vieobecném zdravotnim
stavu, pohlavi, stravé, na okamZiku a cestd poddn{, na rych-
losti vyludovani, na kombinaci 1é&iv a na zivazinosti uréitého

onemocnéni. Vyhodné je parenterilni podavani .

Kromé toho se nové sloufeniny obecného vzorce I mohou po-
uZivat jako integrinové ligandy pro vyrobu sloupcli pro afinit-

ni chromatografii pro &istou vyrobu integrind.

Ligand, to znameni derivdt peptidu obecného vzorce I, se
prostfednictvim kotvici funkce kovalentné kopuluje na polymer-

ni nosié.

JakoZto polymerni nosile se hodi v peptidové chemii
0 sobé znadmé polymerni pevné fdze s vyhodou s hydrofilnimi
vlastnostmi, napfiklad sesit&éné polycukry, jako celuléza. sep-
harosa nebo Sephadex®, akrylamidy, polymery na polyethylengly-
kolové bazi nebo tentakelpolymeryR,




JakoZito kotvici funkce, které jsou spojeny s polymernimi
nosic¢i, se hodi s vyhodou lineédrni alkylenové Fetézce se 2 a¥
‘12 atemy uhliku, které }sou jednim koncem vézény piimo na po¥
lymer a na druhém konci maji funk&ni skupinu, napf¥iklad hydro-
xylovou skupinu, aminoskupinu, merkaptoskupinu, maleinimido-
skupinu nebo skupinu -COOH a jsou vhodné k vazbé s C nebo
8 N zakonéenim ka?dého peptidu.

Pfitom je moiné, aby byl peptid pFimo nebo rovnés prost-

Fednictvim druhé kotvici funkce vdzam s kotvou polymeru. K;omé
toho je moiné, aby peptidy, aminokyselinové zbytky s funkcio-
nalizovanymi postrannimi fetézei . byly vdzdny prostiednitvim
této kotvici funkce polymeru. ‘

Nadto mohou uréité zbytky aminokyselin, které jsou po-
dikem peptidu obecného vzorce I, byt ve svych postrannich fe-
tézcich tak modifikovany, Ze jsou k dispbzici k zakotveni pro-
stfednictvim napfiklad skupiny SH, OH, NH:z nebo COOH s kotvou

polymeru,

Pritom jsou'moZné neobvyklé aminokyseliny, naprikiad de-

rivity fenylalaninu, které maji v poloze 4 fenylového kruhu

merkapto-, hydroxy-, amino- nebo karboxyalkylovy fetdzec, pfi-

temZ jsou funké&ni skupiny na konci fet&zce.

JakoZto prfiklady aminokyselinovy§ch zbytkd, jejichz po-

stranni Tetézce slouZi pfimo jako kotvici funkce, se uvé4d&ji’

Lys, Arg, Asp, Asn, Glu, Gin, Ser, Thr, Cys nebo Tyr.

JakoZto pfikiady N-koncového zakotveni se uvad&ji zbytky
-CO-CnHza-NH2z, -CO~CnHzn-0H, -CO0-CnH2n~S8H, nebo —COanﬁzn*COQH
kde znamend n 2 a? 12, pficem? délka alkylenového Fetézce nemé
-rozhodujici vy¥znam a alkylenovy Fetézec miZe byt popfipadé na-
hrazen také napfiklad odpovidajicim arylovym nebo alkylarylo-
vym zbytkem.

L]




JakoZto pfiklady C-koncového zakotveni se uvadéji
zbytky —0-Cnlzn-~ ~S8H, -0~ CnHZn—OH, -0- CnH2n"NH2, ‘O"C’nHZn—COOH
-NH-CnHzn-SH, —NH-CnHzn—OH ~NH-CnH2n-NH2 nebo -NH-CnHan- -COCH,

kde pro n a pro alkylenovy Ietézec plati shora uvedens,

N a C-Koncovd zakotveni mohou slou¥it také jako zakotv1C1
stavebni kameny pro jiz funkcionalizovany postranni retezec a-
mickyselinového zbytku. V dvahu pfichdzeji pfikladné aminoky-
selinové zbytky jako Lys(CO-CsHio~-NHz ), Asp(NH-C3Hs ~COOH) nebo
Cys(Ca3He-NH2 ), pfidem? je zakotveni vidy vézdno na funk&ni
skupinu postranniho Fetézce.

.Vyroba materidld pro afinitni chromatografii pro &isté&ni
integrind se provddi za podminek bé&Znych pro kondenzaci amino-
kyselin, je o sob& znam§ a Je popsdna jiZ v odstaci t¥kajiciho

se zplsobu p¥ipravy slouéeniny obecného vzorce I.

Vedle pouZiti cyklopeptidf k imobilizaci na polymernich
materidlech pro vyrobu sloupcl pro afinitni chromatografii je
moZné vyuzivat sloudenin s jejich funk&nimi postrannimi fetéz-
ci k dalsi derivatizaci s diagnostickymi pomocnymi Teagencie-
mi, napfiklad s fluoreskujicimi.substituenty.

Je také moiné zavadét do postrannich fetézcl zbytkd X a v
pfidavné funkéni skupiny jako aminoskupiny, merkaptoskupiny
nebo karboxylové skupiny, jejichi prostfednictvim se pak mohou
pripravovat konjugity s proteiny nebo s jinymi vysokomoleku-
larnimi latkami, napfiklad pro imunizagni ifely a/nebo pro v§-
robu protilatek. '

Vynalez ObJaSHUJl, nijak v3ak neomezuji nésledujici p¥fi-
klady praktlckeho provedeni. Teploty se uddvaji vidy ve °C.
Vyraz "obvykié zpracovéni" v nédsledujicich pfikiadech praktic=-
kého provedeni znamend: Popiipadé se pridavéa voda, reakéni

smés se popfipads neutralizuje, extrahuje se etherem nebo di-




chlormethanem, produkt se oddéli, organické féze se vysusi si-
ranem sodnym, odpafi se a ¢ist{ se chromatografii na silikage-~
lu a/nebo krystalizaci. RZ = retentni doba (v minutich). Ana-
1yza se provadi chromatografii HPLC na sloupci Lichrosorb®R RP
select B (7 um)-250x4 mm. Eluéni ¢inidlo A: 0,3 % TFA ve vodeé,
elucni ¢inidlo B: 0,3 % TFA v systému 2-propanol/voda (8:2),
gradient: 1 aZ 99 % B v 50 min. pfi 1 ml/min. Tok a detekce
Pfi 215 nm. M* = molekuldrni pik ve hmotovém spektru, ziskéno
metodou "bombardovdni rychlymi.atomy" {FaAB).

Piiklady provedeni vvnadlezu

Pfiklad 1

Roztok 1,1 g H-Arg(Mtr)-Gly-Asp(OBut )-D~Phe-hPro~ONa [zis-

katelného napiiklad =z Fmoc-NMe-Arg(Mtr)-Gly-Asp(OBut )-D-Phe-
hPro-0-Wang, piidem? -O-Wang znamend pfi modifikované Merri-
fieldové technice pouZivany zbytek 4-oxymethylfenoxymethylpo-
lystyrolové pryskyfice, odStépenim Fmoc-skupiny systémem pipe-
ridin/dimethylformamid a od3tépenim pryskyfice systémen kyse-
iina trifluoroctovd/dichlormethan (1:1)] v 15 ml dimethylform-
amidu se zfedi 85 ml dichlormethanu a smichd se s 50 mg hydro-
genuhlifitanu sodného. Po ochlazeni ve smési suchy led/aceton
se pridé 40 ul difenylfosforylazidu. Neché se stét po dobu 16
~hodin pfi teploté mistnosti a roztok se zahusti. Koncentrédt se
podrobi gelové filtraci (sloupec Sephadexu G110 v systému iso-
propanol/voda 8:2) a Eisfi se obvyklym zpilisobem chromatografii
HPLC. Po zpracovdni systémem trifluoroctovd kyselina/voda
(98:2) se zisk& cyklo-(Arg—Gly—Asp—D-Phe—hPro), RZ = 18,5,
FAB-MS (M+H):587.

Podobn& se ziskaji cyklizaci odpovidajicich linedrnich
peptidd a od¥tépenim chrénicich skupin naslédujici cyklopepti-
dy: '




cyklo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-Nle);

cyklo—(Arg—Gly—Asp—Phe-Ahds);

cyklo—(Arg—Gly-Asp—DPhe*Ahds);
.cyklo—(Arg—Gly-Asp—Phe—DAhds);

cyklo—(Arg—Gly—Asp—DPhe-Aos);
cyklo—(Arg—Gly—Asp—DPhe—DAos);
cyklo—(Arg—Gly—Asp—Phe—DAos);

c&klo-(ArgmGly—Asp-DPhe—thg);
cyklo—(Arg—Gly—Asp-Phe—thg);

cyklo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-DNhdg)
cyklo-(Arg-Giy-Asp-Phe—Dthg);

cyklo—(Arg—Gly—Asp—DPhg—thg);
| cyklo-(Arg-Gly-Asp-Phg-Nhdg) ;

cyklo-(Arg-Gly-Asp-DPhg-DNhdg)
cyklo-(Arg-Gly-Asp-Phg-DNhdg) ;
cyklo-(Arg-Gly~Asp-DPhe-Acha);
cyklo-(Arg-Gly-Asp-Phe-Acha);

cyklo—(Arg—Gly—Asp—DPhe—DAcha)
cyklo-(Arg~G1y;Asp-Phé—DAcha);

cyklo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-Aib);
cyklo-(Arg~Gly-Asp-Phe-Aib);
cyklo-{Arg-Gly-Asp-DPhe-DAib);
cyklo-(Arg-Gly-Asp-Phe-DAib);

cyklo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-Acpa);
cyklo-(Arg-Gly-Asp-Phe-Acpa);

cyklo~(Arg-Gly-Asp-DPhe-DAcpa)
cyklo-(Arg-Gly-Asp-Phe-DAcpa);

cyklo-(Arg~Gly-Asp-DPhe-Tle);

RZ

RZ = 25,3; FAB-MS (M+H): 589;
RZ = 35,1; FAB-MS (M+H): 730;
RZ = 35,4; FAB-MS (M+H): 730;
RZ = 35,7; FAB-MS (M+H): 730;
RZ = 36,7; FAB-MS (M+H): 758;
RZ = 36,5; FAB-MS (M+H): 758;

; FAB-MS (M+H): 758;
FAB-MS (M+H): 758;

8

RZ = 25,2; FAB-MS (M+H): 601;-

FAB-MS (M+H): 601;
; FAB-MS (M+H); 601;
FAB-MS (M+H): 601;

FAB-MS (M+H): 575;
36,5; FAB-MS (M+H): 575;
FAB-MS (M+H): 575;
FAB-MS (M+H): 575;

RZ = 17,1; FAB-MS (M+H): 587;
FAB-MS (M+H): 587;
;FAB-MS (M+H): 587;
FAB-MS (M+H): 587;

RZ = 19,1; FAB-MS (M+H): 589;
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cyho—(Arg—Gly—Asp—Phe—Tle); FAB-MS (M+H): 589;
cyklo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-DTle);FAB-MS (M+H): 589;
'cyklo—(Arg—Gly—Asp-PheiDTle); FAB-MS (M+H): 589;

cyklo~(Arg—Gly—Asp—DPhe-(4—Cl)—Tle);RZ = 23,2;FAB-MS(M+H):623;
cyklo—(Arg~G1y-Asp—Phe—(4—C1)—Tle); FAB-MS (M+H): 623;
cyklo—(Arg—Gly-Asp—DPheé(4—Cl}—DT]e);FAB—MS (M+H): 623;
cyklo—(Arg—Gly-Asp—Phe—(4-Cl)—DTle); FAB-MS (M+H): 623; -

_ cyklo4(Arg—Gly—ASp-DPhe—(4—F)—T]e); RZ = 20,2;FAB-MS(M+H):607;
cyklo—(Arg—Gly—Asp—Phe—(4—F)-T1e); FAB-MS (M+H): 607;
cykio—(Arg—Gly—Asp~DPhe—(4-F)-DTle);FAB—MS (M+H): 607;
cyklo-(Arg—Gly—Asp—Phe—(4—F)—DT1e); FAB-MS (M+H): 607;

Pfiklad 2

Roztok 0,28 g cyklo—(Arg(Mtr)~Gly—Asp—DPhe—DhPro) [ziska~
telného cyklizaci podle pfikladu 1] v 8,4 ml trifluoroctové
kyseliny, 1,7 mil dichlormethanu a 0,9 ml thiofenolu se necha
St&t pri teplotd& mistnosti po dobu &tyr hodin, zahusti se a po
zTfedéni vodou se sudi vymraZovéanim. Gelovou filtraci ma Sepha-
dexu G10 (systém kyselina octovd/voda 1:1) a ndslednym EiZté-
nim preparativni chromatografii HPLC za uvedenych podminek se
ziska cyklo—(Arg-Gly—Asp—DPhe—DhPro), FAB-MS (M+H):587.

Podobné se ziskaji: .
Z cyklo-(Arg(Mtr)—Gly—Asp—Phe—DhPro):
cyklo—(Arg—Gly-Asp-Phe—DhPro); FAB-MS (M+H), 587;

z cyklo—(Arg(Mtr)-Gly—Asp(OBut)—DPhg—TIe):
cyk]o—(Arg-NMeGly—Asp-DPhg—Tle);

z c¢yklo-(Arg(Mtr)-Gly-Asp(OEt)-DPhg-hPro):
cyklo—(Arg—Gly—Asp—DPhg-hPro);
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oz cyklo—(Arg(Mtr)—Gly—Asp—Phg—DAhds):
cyklo—(Arg—Gly—Asp—Phg—DAhds);

z cyklo—(Arg(Mtr)—Gly—Asp—DPhg—Acpa):
cyklo-(Arg~Gly-Asp-DPhg-Acpa);

Z cyklo—(Arg(Mtr)—GIy—Asp-DPhg-Aos):
cyklo—(Arg~Gly~Asp—DPhg—Aos).

Priklad 3

Rozpusti se 80 mg cyklo-{Arg-Gly-Asp-DPhe-hPro) [z{skatel-—
ného cyklizaci podle pfikladu 1] pét az Sestkrét v 0,01 m ky-
seliné chlorovodikové a po kaZdém rozpu3téni se sudi vymrazo-
vinim. Ndslednym &idténin chromatografii HPLC se ziska cyklo-

(Arg—Gly—Asp—DPhethro) x HCI1.

Podobné se ziskaji:
Z cyklo—(Arg-Gly—AsphDPhe—NIe):
cyklo-(Arg-Gly—Asp—DPhe—Nle) X HCI;

z cyklo-{Arg-Gly-Asp-DPhe-Ahds}:
cyklo—(Arg—Gly-Asp—DPhe—AhdS) x HCI;

Z cyklo-(Arg-Gly—Asp—Phe—Ahds):
cyklo—(Arg—Gly-Asp—Phe—Ahds) X HCI.

Priklad 4

Pro vyrobu afinitnich fazi se suspenduje 0,9 g N-maleini-
mido—(CHz)s—CO—NH-(CHz)s—polymeru [pTipravitelného kondenzaci
N-maleinimido-(CHz )s -COOH s H2N-(CHz )a~polymerem} v 10 ml O, 1M
natriumfosfdtového pufru p¥i hodnots PH 7 a pfidad se pfi tep-
loté 4 °C 1 ekvivalent cyklo—(Arg—GlyQAsp—DPhe(4—N~C0(CH2)2SH)*
h-Pro [pfipravitelného cyklizaci H-DPhe (4-NH-BOC)~-hPro-Arg-
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(Mtr)-Gly-Asp-OH, od3tpenim chré4nicich skupin a acylaci na-
priklad C1-CO(CHz )2SH). Mich4 se po dobu €tyr hodin za soudas-

ného zahfati reakéni smési na teplotu mistnosti, pevny zbytek

se odfiltruje a promyje se dvakrat vidy 10 ml roztoku pufru
(hodnota pH 7) a nasledng tfikrat vZdy 10 ml vody. Z{sksa se
: cyklo—(Arg—Gly-Asp—DPhe(4-N—CO(CH2)zS—3-(N—ma1einimido—(CHz)s—
CONH—(CHz)3-polymer)—hPro)).

Priklad 5

Podobn& jako podle pFikladu 4 se ziské4 kondenzaci poly-
meru-O~(CHz )3 ~NH2 (obchodng dostupného} a cyklo-(Arg-Gly-aAsp-
DPhe (4-N-CO(CHz )4 -COOH-h-Pro0 [pfipravitelného kondenzaci kyse-
liny adipové s cyklo-(Arg(Mtr)—Gly—Asp-DPhe(4—NH—BOC)-hPro) za
podminek podle p¥ikladu 4] ndsledujici polymerni féze: cyklo-
(Arg—Gly-Asp-DPhe(4-N—C0(CH2)4—CD—NH—(CH2)3—0—polymer)—hPro)).

Ndsledujici pfiklady biize objasfiuji, nijak viak neome-
zuji farmaceutické prostfedky podle vyndlezu:’

Piiklad A
Injek¢éni ampulky

Roztok 100 g u&inné ldtky obecného vzorce I a 5 g dinat¥
riumhydrogenfosfatu se ve 3 litrech dvakradt destilované vody
upravi 2 n kyselinou chlorovodikovou na hodnotu pH 6,5, ste-
rilné se filtruje, plni se do injekénich ampuli, za sterilnich
podminek se lyofilizuje a sterilnd se uzavie. Ka7d4 ampule ob-
sahuje 5 mg G&inné l4tky. |




Priklad B
Cipky

Roztavi se smés 20 g 4&inné latky obecného vzorce I se
100 g sojového lecithinu a 1400 g kakaového misla, vliije se do
forem a nechd se ztuhnout. KaZdy &ipek obsahuje 20 mg ucinné
latky.. -

Pfiklad C
Roztok

Pfipravi se roztok 1 g W&inné létky obecného vzorce [ a
9,38 g dihydréatu hatriumdihydrogenfosfétu, 28,48 g dinatrium-
hydrogenfosfdtu s 12 molekulami vody a 0,1 g benzalkoniumchlo-
riduv v 940 ml dvakrat destilované vody. Hodnota pH se upravi
na 6,8, doplni se na jeden litr a steriluje se ozéfénim. Toho-

to roztoku se miZe pouZivat napfikiad jako oénich kapek.
Pfiklad D

Mast
Smisi se 500 mg UW&inné l4atky obecného vzorce I a 99,5 ¢
vaseliny za aseptickych podminek.

Prfiklad E
Tabiety

Smés 100 g cyklopeptidu obecného vzorce I, 1 kg laktosy,
600 g mikrokrystalické celulézy, 600 g kukufiéného Skrobu, 100
g polyvinylpyrrolidonu, 80 g mastku a 10 g steardtu hofeénaté-
ho se lisuje o sobég znadmym zplsobem na tablety, pFicem? kaidd
tableta obsahuje 10 g W&inné ldtky obecného vzorce 1I.
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Priklad F
Draié

Podobné jako podle pfikladu E se lisuji tablety, které se
0 sobé zndmym zplsobem povléknou povliakem ze sacharosy, kuku-

Iiéného Skrobu, mastku, tragantu a barviva.

Priklad G
Kapsle

Plni se 2 kg U&inné l4tky obecného vzorce I do tvrdych
Zelatinovych kapsli, pfi€emZ ka?di kapsle obsahuje 20 mg G&in-
né latky obecného vzorce I. '

Priklad H
Inhalaéni sprej

Rozpusti se 14 g 4&inné l&4tky obecného vzorce I v 10 1
isotonického roztoku chloridu sodného a plni se do béZnych ob-
chodnich nddob pro stfikdni s pumpovym mechanizmem. Roztok se

miZe stfikat do dst nebo do nosu. Kazdy stfik‘(pfibliiné 0,1

ml) odpovidd dévce pfibliZné 0,14 mg.

Primyslovd vyufitelnost

Derivat cyklopeptidu jako inhibitor integrinu je vhodny
pro vyrobu farmaceutickfch prostiedkd zvlastsé pro profylaxi a
- oSetfovdni nemoci krevniho obé&hu, angiogennich nemoci, mikro-

bidlnich infekci a nédort. (
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PATENTOVE NAROKY
T 1. Derivdt cyklopeptidu obecného vzorce I

cyklo - (Arg-Gly-Asp-X-Y) (I)
kde znamena
X Cha, Nal, Phe, 2-R!-Phe, 3—Rf—Phe, 4-R!-Phe, homo-Phe,
Phg, Thi, Trp, Tyr nebo derivat Tyr, pficdem? je hydfo—
xylovad skupinu popfipadé etherifikovéana alkylovou sku-
pinou s 1 aZ 18 atomy uhliku, a .zbytky aminokyselin

jsou popfipadé derivatizovéany,

R! skupinu NHz2, nitroskupinu, atom jodu, bromu, chloru
nebo fluoru, alkylovou skupinu s 1 a? 18 atomy uhliku,
AT, Ar-0 nebo 3H,

Y Gly, priCemZ je popfipad& a-atom dusiku substituovéan
skupinou R? a/nebo a-atom uhliku je popfipadé substi-
tuovan skupinou R? a/nebo R* za podminky, Ze Gly je a-

lespofti jednou shora uvedenym zpiisobem substituovén,

Ar fenylovou skupinu popfipadé s jednim nebo se dvéma sub-
substituenty ze souboru zahrnujiciho skupinu NHz2, nit-
roskupinu, atom jodu, bromu, chloru nebo fluoru, alky-

lovou skupinu s 1 aZ 6 atomy uhliku a %H,

R? , R3
a R¢ na sobé nezévisle alkylovou skupinu s 1 aZ 18 atomy
uhliku nebo také

R?2 a R3 nebo

R3a R* vidy spolu dohromady také rozvétvenou nebo nerozvétve-
nou alkylenovou skupinu s 3 aZ 18 atomy uhliku, takZe
bud c-atom dusiku a a-atom uhliku spolu s alkylenovym

fet€zcem nebo a-atom uvhliku samotny s alkylenovym fe-
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tézcem vytvar¥i kruh,
piilemZ pokud jde o zbytky opticky aktivnich aminokyselin nebo
derivata aminokysélin jsou zahrnuty jak D tak také L formy a
derivaty, zvldsté B-ester asparagové kyseliny nebo N-guanidin-
acylderivdty asparaginu, prodrogy a jejich fyziologicky vhodné
soli.

2. Enantiomer nebo diastereomer derivat cyklopeptidu podle

nadroku 1 obecného vzorce I.

3. Derivadt cyklopeptidu podle ndroku 1 obecného vzorce I
voleny ze souboru zahrnujiciho

(a) cyklo-(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Nle),

(b) cyklo-{Arg-Gly-Asp-DPhe-hPro),

{(c} cyklo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-Tle),

(d) cykio-{Arg-Gly-Asp-Phe-DAhds),

{(e) cyklo-{Arg-Gly-Asp-Phe~Nhdg),

(f) cyklo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-Acha),

(g) ¢yklo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-(4-Cl)-Tle),

(h) cyklo-{Arg-Gly-Asp-DPhe-{4-F)-Tle).

-4, : Zplisob pfipravy derivatu cyklopeptidu obecného
vzorce I, kde jednotlivé symboly maji v naroku 1 uvedeny vy-
znam, a jeho farmaceuticky vhodnych soli podle néroku 1, vy~
znadcuijicdi s e t i m, Ze
se uvolfiuje ze svych funkénich derivatd zpracovénim solvoly-
zatnim nebo hydrogenolyza&nim &inidlenm,
nebo se peptid obecného vzorce II
H - Z - OH _ (11)

kde znamend
Z ~-Arg-Gly-Asp-X-Y-

-Gly-Asp-X-Y-Arg-

-Asp-X-Y-Arg-Gly-

-X-Y-Arg-Gly-Asp- nebo

-Y-Arg-Gly-Asp-X-
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nebo reaktivni derivdt tohoto peptidu zpracovdvd cyklizacénim
¢inidien, A

nebo se cyklopeptid, ktery odpovidd obecnému vzorci I, mé viak
jednu nebo nékolik volnych aminoskupin, kyselinovych skupin
a/nebo aktivovanych a-C~atoml, derivatizuje alkylaci, acylaci

nebo esterifikaci,

a/nebo se zé4saditd nebo kyseld sloudenina obecného vzorce I

zpracovanim kyselinou nebo-zdsadou prevddi na svoji siil.

5.' Zplsob vyroby farmaceutického prostfedku, v vy z n a -
cujici s e t i m, Ze se sloufenina obecného vzorce I
podle ndroku 1 a/nebo jeji fysiologicky vhodn4 siil zpracovava
na davkovaci formu s alespoii jednim pevnym, kapalnym nebo po-

lopevnym nosifem nebo s pomocnou létkou.

6. Farmaceuticky prostfedek, vy z n a & u jici 5 e
t im,; Ze obsahuje jako d&ianou ldtku alespoit jednu sloude-
ninu obecného vzorce I podle ndroku 1 a/nebo Jeji fysiologicky
vhodnou sil.

7. - PouZiti sloueniny obecného vzorce 1 podle naroku 1
a jeji fysiologicky vhodné soli pPro vyrobu léciva pro potirdni

nemoci .

" 8. PouZiti sloufeniny obecného vzorce I podle n&roku 1

a jeji fysiologicky vhodné soli pro boj proti nemocem,
9, Pouziti slou&eniny obecného vzorce I podle ndroku 1
k vyrobé imobilizovanych ligandd pro afinitni sloupcovou chro-

matografii.

10. Pouziti sloufeniny obecného vzorce 1 podle naroku 1

pro CiSténi integrind afinitni sloupcovou chromatografii. /=
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