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Cyklicky peptidovy analdg a jeho vyroba

Oblast techniky

Predlozeny vyndlez sa tyka novych ligandov melanokortinového
receptora. Tieto ligandy st cyklické peptidové analégy, ktoré s vyhodou
vykazuju selektivitu na receptory MC-4 a/alebo MC-3 vzhladom k inym
melanokortinovym receptorom (zvlast receptora MC-1). Tento vynélez sa tie3
tyka farmaceutickych prostriedkov obsahujucich tieto peptidové analégy aich
pouzitie pri prevencii alebo lieGeni stavov ovplyvnenych tymito receptormi

u Zivogichov, vratane ¢loveka.

Doterajsi stav techniky

Melanokortinové peptidy (melanokortiny) st prirodné peptidové hormény
u zvierat aCloveka, ktoré sa viazu na MC-receptory a stimuluju ich. Priklady
melanokortinov s a-MSH (melanocyt stimulujici hormén), B-MSH, gama-MSH,
ACTH (adrenokortikotropny hormaén) a ich peptidové fragmenty. MSH je hlavne
znamy svojou schopnostou regulovat periférnu pigmentaciu (Eberle 1988),
zatial' o ACTH je znamy pri indukcii steroidoneogenézie (Simpson a Waterman
1988). Melanokortinové peptidy tiez sprostredkovévaji dalsie pogetné
fyziologické Ucinky. Uvadza sa o nich, Ze ovplyviiuji motivaciu, ucenie, pamat;,
sprévanie sa, zapal, telesni teplotu, pocit bolesti, krvny tlak, tep srdca,
vaskularny tonus, natriuresis, krvny tok vmozgu, rast aopravu nervov,
placentéiny vyvoj, syntézu a uvolfiovanie aldosterénu, uvolfiovanie tyroxinu,
spermatogenézu, hmotnost' vaje¢nikov, sekréciu prolaktinu a FSH, maternicové
krvacanie uZien, sekréciu kozného mazu a feromoénov, pohlavnt aktivitu,



erekciu penisu, hladinu glukézy v krvi, vnitromaternicovy rast plodu, spravanie
sa motivované potravou a tiez dalSie udalosti stvisiace s pdrodom.

ACTH arbzne MSH peptidy maju spoloéné tetrapeptidové jadro His-Phe-
Arg-Trp. VSetky tieto peptidy st odvodené od proteolytického opracovania
propeptidu preopiomelanokortinu (POMC). V niekolkych minulych rokoch bolo
identifikovanych pét' rozdielnych subtypov melanokortinovych receptorov. Tieto
MC receptory patri do skupiny 7 receptorov kondenzovanych s G-proteinom
transmembranovej domény. Pat' MC receptorov, nazvanych MC-1, MC-2, MC-3,
MC-4 a MC-5, je vetkych kondenzovanych stimulaénym spdsobom na cAMP.
Z tychto receptorov MC-2 receptor je ACTH receptor, pokym ostatné predstavuijt
subtypy MSH receptorov. MC-1 receptor je pritomny na melanocytoch
a melanéme. MC-2 receptor je pritomny prevazne v nadladvinke. Bolo zisteng,
ze mRNA pre MC-3 receptor je v mozgu rovnako ako placentové a érevné
tkanivo (Gantz a spol., 1993a, Desarnaud a spol. 1994, Roselli Rehfuss a spol.
1993). MC-receptor bol primarne najdeny v mozgu (Gantz aspol., 1993b,
Mountjoy a spol. 1994). MC-5 receptor je exprimovany v mozgu rovnako ako
v niektorych periférnych tkanivach (Chhajlani a spol. 1993, Gantz a spol., 1994,
Griffon a spol. 1994, Labbu a spol. 1994, Barrett a spol. 1994, Fathi a spol.
1994). Nedavne data ziskané od ludi ukazuju, ze vSetky klonované MC-
receptory maju SirSiu distribuciu v tkanivach (Chhajlani, 1996) nez sa pdvodne
myslelo.

Ako bolo uvedené vyssie, &lenovia skupiny melanokortinovych receptorov
mdzu byt odliSeni na zaklade ich distribicie v tkanivach. MC4 tak aj MC-3
receptory su lokalizované v hypotalame, oblasti mozgu, o ktorej sa predpoklada,
Ze je zahrnuté v modulacii spravania sa pri jedle. Bolo preukazané, Ze zluéeniny
vykazujuce selektivitu na MC-4/MC-3 receptory menia prijem potravy po
intracerebroventrikularnej  a periférnej injekcii  u hlodavcov.  Konkrétne
u agonistov bolo preukdzané, ze znizuju kimenie, zatial' €o antagonisti vykazali

zvySenie kfimenia. Vid. Fan W. a spol.: ,Role of Melanocotrinergic Neurons in



Feeding and the Agouti Obesity Syndrome*, Nature, 1997 (9. januara), 385
(6612), 165 a2 168.

Uloha subtypu MC-4 receptora bola zretelnejSie definovana pri reguldcii
Jedenia a regulacii telesnej hmotnosti u cicavcov. Vid. napr. Huszer D. a spol.:
»1argeted Disruption of the Melanocortin- 4 Receptor Results in Obesity in
Mice®, Cell 1997, 131 az 141; Klebig M.L. a spol.: ,Ectopic Expression of the
Agouti Gene in Transgenic Mice Causes Obesity, Features of Type |l Diabetes,
and Yellow Fur*, Proc. Natl. Acad. Sci. 1995, 92, 4728 az 4732; Karbon W.
aspol.: ,Expression and Function of Argt, a Novel Gene Related to Agouti,
Abstract from the Nineteenth Annual Winter Neuropeptide Conference 1998; Fan
W. aspol.: ,Role of Melanocortinergic Neurons in Feeding and the Agouti
Obesity Syndrome®, Nature, 1997, 385, 165 az 168; Seely R.J.: ,Melanocortin
Receptor in Leptin Effects" Nature, 1997, 390, 349; Comuzzie A.G.: A Major
Quantitative Trait Locus Determining Serum Leptin Levels and Fat Mass is
Located on Human Chromosome 2*, Nat. Gen. 1997, 15, 273 az 276; Chagnon
Y.C. aspol.: ,Linkage and Association Studies Between the Melanocortin
Receptor 4 and 5 Genes and Obesity-Related Phenotypes in the Quebec Family
Study*, Mol. Med. 1997, 3(10), 663 az 673; Lee F. a Huszar D: .ocreening
Methods for Compounds Useful in the Regulation of Body Weight*, spis WO
97/47316 (1997), a Shutter J.R. aspol.: ,Hypothalamic Expression of ART,
a Novel Gene Related to Agouti, is Up-Regulated in Obese and Diabetic Mutant
Mice’, Gen & Dev. 1997, 11, 593 aZ 602. Stimulacia MC-4 receptora
endogénnym ligandom, Amsh, poskytuje signél pocitu sytosti a mdze znamenat'
downstream medidtor leptinového signalu pocitu sytosti. Predpoklada sa, Ze
ziskanim uginnych agonistov MC-4 receptora mozno potlagit chut' a mozno tak
dosiahnut’ priaznivych uginkov, pokial ide o stratu hmotnosti.

Prihlasovatelia objavili skupinu ziG&enin, ktord ma prekvapujtco vysoku
afinitu pre podtypy receptorov MC-4 a/alebo MC-3 a ktoré su typicky selektivhe
pre tieto MC receptory vzhladom kinym podtypom melanokrotinovych



receptorov. predovsetkym podtypu MC-1. Predmetom tohto vynélezu je teda
ziskanie chemickych zliéenin, ktoré aktivuju alebo antagonizuji podtypy MC-4
alalebo MC-3 receptorov. Dal$im predmetom tohto vynalezu je ziskat'
prostriedky pre podavanie uvedenych zlGéenin zvieratdm alebo &loveku. Dalsie

predmety tohto vynélezu budu este zrejmé z nasledujuceho opisu vynéalezu,

Podstata vynalezu
Prihlasovatelia objavili isté Struktirne poziadavky pre skupinu analégov

cyklickych 'peptidov, ktoré su ligandami podtypov receptorov MC-4 a/alebo MC-
3. Strukturne poziadavky znamenaji optimainu velkost kruhu analdgu
peptidového cyklu v prislusnom mieste v analégu, ako je opisané vysSie.
PredloZzeny vynalez sa teda tyka cyklického peptidového analégu, ktory ma

Strukturu podl'a vSeobecného vzorca I.

B—
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v ktorom

A) kazdé m, n a q je nezdvisle vybrané z Gisiel od 0 do 4 a p znamen3 &islo od
0do 5.

B) X, ktoré znamena Styri substituenty na fenylovom kruhu iné nez E a —(CHz)-m,
je nezavisle vybrana z atému vodika, atému halogénu, skupiny OR®, -SR®, -
NR°R®, -N(R®)SO. R¥-, -SO, R¥-, -SO,-NR® R®, alkyly, alkénu, alkinu,
kyanovej skupiny, nitroskupiny, skupiny CFs, arylu, heteroarylu, cykloalkylu
a heterocykloalkylu a R® je nezavisle vybrana zatému vodika, alkylu,



heteroalkylu, cykloalkylu a heterocykloalkylu, alebo dve skupiny X modzu
spolo¢ne vytvorit’ kondenzovany kruh s uvedenym fenylovym kruhom. _

C) E je vybrané z atému vodika atému halogénu, -OR™, -SR'™, -NR7R'
-N(R")SO, R'-, -80, R™-, -80--NR"™ R™ a —(CH,),PO,HR"™, kde r
znamené ¢&islo 0 az 10 a R™ je vybrana z hydroxylu, atému vodika a alkylu,
alkylu, alkénu, alkinu, kyanovej skupiny, nitroskupiny, skupiny CFs, arylu,
heteroaryly, cykloalkylu a heterocykloalkylu, za predpokladu, Zze kazdé X
znamené atém vodika, E neznamena atém vodika, kde kazd4 R™ aj R™ je
nezavisle vybrand zatému vodika, alkylu, acylu, heteroalkylu, aryluy,
heteroarylu, cykloalkylu a heterocykloalkylu a R™" je vybrana z atému
vodika, alkylu, heteroalkylu, arylu, heteroarylu, cykloalkylu
a heterocykloalkylu,

D) Zznamena jeden alebo viacero substituentov nezavisle vybranych z atému
vodika, hydroxylu, atému halogénu, tiolu, skupiny OR®, -SR®, -NR°R®, alkylu,
acylu, kyanoskupiny, nitroskupiny, arylu, heteroarylu, cykloalkylu
a heterocykloalkylu, kde kazda R® aj R” je nezavisle vybrana z atému vodika,
alkylu, acylu, heteroalkylu, arylu, heteroaryly, cykloalkylu
a heterocykloalkylu, alebo niektorej skupiny Z mdézu vytvorit kondenzovany
kruh s uvedenym fenylovym kruhom,

E) D je vybrand zo skupiny —-N(R*)C(=NR*NR‘R® pripadne substituovaného
imidazolového kruhu a skupiny -NR*R®, pricom
1) R? aR’ st nezévisle vybrané z atému vodika, alkylu, alkénu a alkinylu,

alebo R* a R® spoloéne s atémami, na ktoré st naviazané, sa spoja pri
vzniku heterocykloalkylu alebo heteroarylu, alebo R? a R* spologne
s atbmami, na ktoré su naviazané, sa spoja pri vzniku heterocykloalkylu
alebo heteroarylu, alebo R® aR* spoloéne s atémami, na ktoré su

naviazane, sa spoja pri vzniku heterocykloalkylu alebo heteroarylu, a



2) R* aR® su nezavisle vybrané z atému vodika, alkylu, alkénu a alkinu
alebo R* a R® spoloéne s atémami, na ktoré su naviazané, sa spoja pri
vzniku heterocykloalkylu alebo heteroarylu,

F) kazda R' aj R" je nezavisle vybrand zatému vodika, alkylu, arylu
a heteroarylu alebo dve skupiny R' spoloéne s atémami, na ktoré su
naviazané, sa spoja pri vzniku cykloalkylového alebo arylového kruhu, alebo
R' a R? (ak je pritomna) spoloéne s atémami, na ktoré st naviazané, sa spoja
pri vzniku heterocykloalkylu alebo heteroarylu, alebo R' aR® (ak je
pritomnd) spoloéne s atémami, na ktoré si naviazané, sa spoja pri vzniku
heterocykloalkylu alebo heteroarylu, alebo R' a R* (ak je pritomna) spoloéne
s atdbmami, na ktoré su naviazané, sa spoja pri vzniku heterocykloalkylu
alebo heteroarylu,

G) G je vybrand z pripadne substituovaného bicyklického arylového kruhu
a pripadne substituovaného bicyklického heteroarylového kruhu,

H) kazdéd R'' je nezavisle vybrana z atému vodika, alkylu, alkénu, alkinu,
arylu, heteroarylu a cykloalkylu, akazda R je nezavisle vybrana z atému
vodika, alkylu, alkénu, alkinu, arylu, heteroarylu a cykloalkylu, alebo skupina
R" sa mdze spojit s prilahlou skupinou R pri vzniku kruhu,

I) W je vybrana z kovalentnej vazby skupiny —CH,-a-C(=0)-,

J) M’ je vybrana z kovalentnej vazby skupiny —N- a skupiny —CH a

K) B znamena pripadne substituovanu mostikova skupinu, ktora viaze M'a W pri
vzniku kruhu a obsahuje bud' kovalentnu vazbu alebo i6novi vézbu, pricom
ak mostikova skupina obsahuje i6novi vdzbu, nie je substituovana alebo je
substituovana nie s viacerymi ako 3 aminokyselinovymi zvySkami,

s tym, Ze ak zlu€enina obsahuje menej nez 25 atémov v kruhu, potom fenylovy

kruh substituovany skupinou Z mé D-konfiguraciu (,D-Phe" alebo .f'), a dalej

s tym, Ze ak B obsahuje dva alebo viacero Cys zvyskov, ktoré tvoria jednu alebo

viacero disulfidovych vézieb, uvedena disulfidova vézba (vézby) nie je potrebna

pre existenciu cyklického peptidového analégu podl'a véeobecného vzorca |.



Tento vynalez sa tyka farmaceutickych prostriedkov obsahuijtcich vysSie
uvedené zluc¢eniny a spdsobov liecenia ochoreni vyvolanych MC-3 alebo MC-4

receptorom podavanim tychto zliéenin.
V nasledujlcej ¢asti je vyndlez opisany podrobne.

~Aminokyselina® znamena alanin (Ala, A), arginin (Arg, R), asparagin
(Asn, N), kyselinu aspartova (Asp, D), cystein (Cys, C), kyselinu glutédmov (Glu,
Q), glutamin (Gin, E), glycin (Gly, G), histidin (His, H), izoleucin (lle, 1), leucin
(Leu, L), lyzin (Lys, K), metionin (Met, M), fenylalanin (Phe, F), prolin (Pro, P),
serin (Ser, 8), treonin (Thr, T), tryptofan (Trp, W), tyrozin (Tyr, Y) a valin (Val,
V). ZauZivané trojpismenové a jednopismenové skratky su uvedené
v zétvorkach. Uzitoéné s tiez nasledujice modifikované aminokyseliny
(trojpismenové skratky pre kazdd skupinu st uvedené v zatvorkach): p-benzoyl-
fenylalanin (Bpa), B-(2-naftyl)-alanin (Nal), B-cyklohexylalanin (Cha), 3,4-
dichlérfenylalanin (3,4-Dcp),  4-fluérfenylalanin (4-Fpa), 4-nitrofenylalanin (4-
Npa), 2-tienylalanin (Tha), 1.2,3,4-tetrahydroizochinolin-3-karboxylova kyselina
(Tic), 3-benzotienylalanin (3-Bal), 4-kyanofenyialanin (4-Ypa), 4jodfenylalanin
(4-Ipa), 4-brémfenylalanin (4-Rpa), 4,4 -bifenylalanin (Bip), pentaflu6rfenylalanin
(Pfp) a B,p-difenylalanin (Dip). Pokial' ide o skupiny uvedené vo vieobecnom
vzorci | a véeobecnom vzorci A, skupiny, ktoré s oznagené jednym pismenom,
znamenaju, tak ako sU definované anevztahuji sa na jednopismenové
aminokyseliny, ktoré zodpovedait tymto pismenam.

Pismeno ,D* napisané pred trojpismenovymi skratkami uvedenymi vy$sie,
napr. ,D-Nal’ alebo, D-Phe* oznaéuje D-formu aminokyseliny. Pismeno ,L"
napisané pred trojpismenovymi skratkami uvedenymi vyssie, znameng L-formu
aminokyseliny. V tomto popise, pokial' to nie je uvedené inak, nepritomnost’



oznacenia ,D" alebo ,L" znamen4, Ze skratka sa tyka obidvoch foriem, teda D- aj
L-formy. Tam, kde sa pouziva obvykla jednopismenova skratka, velké pismena
oznaduju L-formu a oznacenie malym pismenami znamenaju D-f ormu, pokial’ to

nie je uvedené inak.

»AC" znamena acetyl (t.zn. CH;C(=0)-)

~Alkoxyskupina" znamena kyslikovt skupinu, ktord ako substituent nesie
uhlovodikovy retazec, kde uhlovodikovy retazec znamena alkyl alebo alkén (t.|.
—O-alkyl alebo -O-alkén). Medzi vyhodné alkoxyskupiny patria (napriklad)
metoxyskupina (MeQ), etoxyskupina, propoxyskupina a allyoxyskupina.

LAlkyl" znamena nasyteny uhlovodikovy retazec s 1 az 15 atémami
uhlika, vyhodne s 1 az 10, vyhodnejSie s 1 aZ 4 atdmami uhlika. ,Alkén"
znamena uhlovodikovy retazec s aspon jednou (vyhodne len jednou) dvojitou
vézbou atém uhlika - atém uhlika a s 2 az 15 atémami uhlika, vyhodne s 2 az
10, vyhodnejSie s 2 az 4 atémami uhlika. ,Alkin“ znamena uhlovodikovy retazec
s aspon jednou (vyhodne len jednou) trojitou vdzbou medzi atémami uhlika a s
2 az 15 atdmami uhlika, vyhodne s 2 az 10, vyhodnejSie s 2 az 4 atémami
uhlika. Alkylovy, alkénovy a alkinovy retazec (v dalSom oznaenie pre
.uhfovodikové retazce') mdzu byt priame alebo vetvené a modzu byt
substituované alebo nie st substituované. Vyhodné vetvené alkylové, alkénové
a alkinové retazce maju jednu alebo dve vetvy, svyhodou jednu vetvu.
Vyhodnymi retazcami su alkyly. Kazdy alkylovy, alkénovy a alkinovy
uhlovodikovy retazec bud nie je substituovany alebo je substituovany 1 az
substituentami; ak su substituované su svyhodou mono-, di- alebo tri-
substituované. Kazdy alkylovy, alkénovy a alkinovy uhlovodikovy retazec moze
byt substituovany atdmom halogénu, hydroxyskupinou, aryloxyskupinou (napr.

fenoxyskupinou), heteroaryloxy-skupinou, acyloxyskupinou (napr.



acetoxyskupinou), karboxyskupinou, arylom (napr. fenylom), heteroarylom,
cykloalkylom, heterocykloalkylom, spirocyklickou skupinou, aminovou,
amidovou, acyléminovou, keténovou, tioketénovou alebo kyanovou skupinou
alebo akoukolvek ich kombinéciou. Medzi vyhodné uhlovodikové skupiny patria
metyl (Me), etyl, propyl, izopropyi, butyl, vinyl, allyl, butenyl a exometylenyl.

Niz8ia" alkylovd, alkénova alebo alkinovd skupina, ako s tu
oznacované, (napr. ,niz8i alkyl‘) znamena retazec s 1 az 6, vyhodne s 1 az 4
atémami uhlika v pripade alkylu a s 2 az 6, vyhodne s 2az 4 atémami uhlika
v pripade alkénu alebo alkinu.

~Alkyltioskupina“ znamena skupinu siry, ktora ako substituent nesie
uhlovodikovy retazec, kde uhfovodikovy retazec znamené alky! alebo alkén (tj.
—S-alkyl alebo -S-alkén). Medzi vyhodné alkyltioskupiny patri (napriklad)
metyltioskupina (MeS) a etyltioskupina.

»Aryl* znamené aromaticky uhfovodikovy kruh. Arylové kruhy znamenaju
monocyklicky alebo kondenzovany bicyklicky kruhovy systém. Monocyklické
arylové kruhy obsahuju 6 atémov uhlika v kruhu. Monocyklické arylové kruhy su
tieZ nazyvané ako fenylové kruhy. Bicyklické arylové kruhy obsahujt od 8 do 17
atomov uhlika, vyhodne 9 aZ 12 atémov uhlika v kruhu. Medzi bicyklické arylové
kruhy patria kruhové systémy, z ktorych jeden kruh znamena aryl a druhy kruh
znamena aryl, cykloalkyl alebo heterocykloalkyl. Viyhodné bicyklické arylové
kruhy obsahuja 5-, 6- alebo 7-8lenné kruhy kondenzované s 5-, 6- alebo 7-
¢lennymi kruhmi. Arylové kruhy bud nie si substituované alebo mozu byt
substituované 1 az 2 substituentami na kruhu. Aryl mdze byt substituovany
atbmom halogénu, kyanovou skupinou, nitroskupinoy, hydroxylom,
karboxyskupinou, aminovou, acylaminovou, alkylovou, heteroalkylovou,
halogénalkylovou a fenylovou skupinou, aryloxyskupinou, heteroaryloxyskupinou
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alebo akoukolvek ich kombinéciou. Medzi vyhodné arylové kruhy patri naftylovy,
tolylovy, xylylovy a fenylovy kruh. Najvyhodnej$ou skupinou arylového kruhu je
fenyl.

«Aryloxyskupina“ znamend atém kyslika, ktory nesie arylovy substituent
(tj. ~O-aryl). Medzi vyhodné aryloxyskupiny patri (napriklad) fenoxyskupina,
naftyloxyskupina, metoxyfenoxyskupina a metyléndioxyfenoxyskupina.

»Bazické aminokyseliny”, ako st tu pouzité, znamenaju His, Lys a Arg.

»BC" znamena butyryl (t.j. CHsCH,CH,C(=0)-).

-Cykloalkyl* znamena nasyteny alebo nenasyteny uhlovodikovy kruh.
Cykloalkylové kruhy znamenaji monocyklické alebo kondenzované systémy,
spirosystémy alebo mostikové bicyklické kruhové systémy. Monocyklické
cykloalkylové kruhy obsahuji od 7 do 17 atémov uhlika, vyhodne 7 do 12
atémov uhlika v kruhu. Vyhodné bicyklické cykloalkylové kruhy obsahujt 4-, 5-,
6- alebo 7-Clenné kruhy kondenzované s 5-, 6- alebo 7-&lennymi kruhmi.
Cykloalkylové kruhy st bud nesubstituované alebo mdzu byt substituované 1 az
4 substituentami v kruhu. Cykloalkyl mdZe byt substituovany atémom halogénu,
kyanovou skupinou, alkylom, heteroalkyom, halogénalkylom, fenylom,
ketoskupinou, hydroxylom, karboxyskupinou, aminovou skupinou, acylaminovou
skupinou, aryloxyskupinou, heteroaryloxyskupinou alebo akoukolvek ich
kombinaciou. Medzi vyhodné cykioalkylové kruhy patria cyklopropyl, cyklopenty!
a cyklohexyl.

.Kondenzovany* znamena cyklické skupiny s asporf dvomi atémami
kruhov, vyhodny maximalny pocet kondenzovanych cyklov su tri.
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~Atdm halogénu* znamena atém fluéru (F), atém chléru (Cl), atém brému
(Rr) alebo atém jédu (J).

»Heteroatdm" znamen4 atém dusika, siry alebo kyslika, na ktory moze byt'
naviazana jedna alebo viacero skupin podra valencie heteroatému; v pripadoch
atému dusika mdze byt pripadne nafi naviazany jeden atém kyslika donorovou
alebo akceptorovou vézbou, takze sa vytvori N-oxid. Skupiny, ktoré obsahuiju
viac nez jeden heteroatém, mdzu obsahovat' rézne heteroatomy.

.Heteroalkyl znamena nasyteny alebo nenasyteny retazec
obsahujuci atém uhlika aaspof jeden heteroatom, pricom Ziadne dva
heteroatomy nie su vedla seba. Heteroalkylové retazce obsahuji od'2 do 15
atémov (atémov uhlika a heteroatémov) v retazci, vyhodne 2 az 10, vyhodnejsie
2 az 5. Medzi heteroalkyly napriklad patria alkoxyskupiny (t.j. ~O-alky! alebo —O-
heteroalkyl). Heteroalkylové retazce mdzu byt priame alebo vetvené. Vyhodné
vetveneé heteroalkyly majd jednu alebo dve vetvy, vyhodne jednu vetvu. Vyhodny
heteroalkyl méa jednu alebo viacero dvojitych vazieb (oznadovany tu tiez ako
-heteroalkenyl*) a/alebo jednu alebo viacero trojitych vazieb (oznacovany tu tiez
ako ,heteroalkenyl"). Vyhodné nenasytené heteroalkyly ma jednu alebo dve
dvojité vazby alebo jednu trojiti vézbu, vyhodnejsie jednu dvojitd vazbu.
Heteroalkylové retazce nemusia byt substituované, alebo mézu byt
substituované jednym az 4 substituentami. Vyhodné substituované heteroalkyly
su mono-, di- alebo tri-substituované. Heteroalkyl moze byt substituovany nizsim
alkylom, atdbmom halogénu, hydroxylom, aryloxyskupinou,
heteroaryloxyskupinou, acyloxyskupinou, karboxyskupinou, monocyklickou
arylovou  skupinou, heteroarylom, cykloalkylom, heterocykloalkylom,
spirocyklom, aminovou skupinou, acylaminovou skupinou, amidovou skupinou,
ketonovou skupinou, tioketonovou skupinou, kyanovou skupinou alebo

akoukolvek ich kombinéciou.
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«Heterocykloalkyl* znamend nasyteny alebo nenasyteny,
nearomaticky kruh obsahujici atémy uhlika a 1 az 4 (vyhodne 1 az 3)
heteroatémy v kruhu, priCom Ziadne dva heteroatémy nelezia v kruhu vedl'a seba
a ziadny atéom uhlika, ktory ma vedla seba heteroatém, nema tiez na sebe
hydroxylovd, aminovi alebo tiolovi skupinu. Heterocykloalkylové kruhy st
monocyklické alebo st kondenzované, mostikované alebo ide o spirobicyklické
kruhové systémy. Monocyklické heterocykloalkylové kruhy obsahuji od 4 do 9
atémov (atémov uhlika alebo heteroatémov), vyhodne od 5 do 7 atémov v kruhu.
Bicyklické heterocykloalkylové kruhy obsahuji od 7 do 17 atémov, vyhodne 7 az
12 atémov vkruhu. Bicyklické heterocykloalkylové kruhy md3u byt
kondenzované systémy, spirosystémy alebo mostikované kruhové systémy.
Vyhodné bicyklické heterocykloalkylové kruhy obsahuji 5-, 6- alebo 7-&lenné
kruhy kondenzované s 5-, 6- alebo 7-&lennymi kruhmi. Heterocyklické kruhy bud
nie su substituované alebo mdzu byt na kruhu substituované jednym az 4
substituentami. Heterocykloalkyl mdze byt substituovany atémom halogénu,
kyanovou skupinou, hydroxylom, karboxyskupinou, ketoskupinou,
tioketoskupinou, aminovou skupinou, acylaminovou skupinou, acylovou
skupinou,  amidovou skupinou, alkylom, heteroalkylom, halogénalkylom,

fenylom, fenoxyskupinou alebo akoukolvek ich kombinaciou.

,Heteroaryl® znamena aromaticky kruh obsahujuci atémy uhlika a 1 az 6
heteroatomov v kruhu. Heteroarylové kruhy znamenaju monocyklické alebo
kondenzované bicyklické kruhové systémy. Monocyklické heteroarylové kruhy
obsahuji od 5 do 9 atdmov (atémov uhlika a heteroatémov), vyhodne 5 alebo 6
atomov v kruhu. Bicyklické heteroarylové kruhy obsahuji od 8 do 17 atémov,
vyhodne od 8 do 12 atémov v kruhu. Medzi bicyklické heteroarylové kruhy patria
kruhové systémy, zktorych jeden kruh znamena heteroaryl adal$i kruh
znamena aryl, heteroaryl, cykloalkyl alebo heterocykloalkyl. Vyhodné bicyklické
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heteroarylové kruhové systémy obsahuji 5-, 6- alebo 7-élénné kruhy
kondenzované s 5-, 6- alebo 7-¢lennymi kruhmi. Heteroarylové kruhy nemusia
byt substituované, ale mdZu byt nakruhu substituované jednym az 4
substituentami. Heteroaryl mdze byt' substituovany atémom halogénu, kyanovou
skupinou, nitroskupinou, hydroxylom, karboxyskupinou, aminovou skupinou,
acylaminovou skupinou, alkylom, heteroalkylom, halogénalkylom, -fenylorﬁ,
aryloxyskupinou, heteroaryloxyskupinou alebo akoukolvek ich kombinéciou.
Medzi vyhodné heteroarylové kruhy patria tienyl, tiazolo, imidazyl, purinyl,
pyrimidyl, pyridyl a furanyl.

-MC-4 agonista" a ,MC-3 agonista®, ako sa tu oznaduju, znamenaju
zld¢eninu s afinitou na MC-4 receptor alebo MC-3 receptor, ktora smeruje
k meratelnej biologickej aktivite v bunkach, tkanivach alebo organizmoch, ktoré
obsahuji MC-4 alebo MC-3 receptor. Testy, ktoré vykazuji MC-4/MC-3
agonistickd  aktivitu zlGenin, s voblasti techniky zname. Jednym
z pouzivanych testov je BioTrak TM cAMP priamy enzymovy imunotestovaci
systém (EIA) od Amersham Pharmacia Biotech, ktory kvantitativne vyhodnocuje
CAMP odpoved buniek na MC ligandy. Tento systém umoziiuje jednoduché
kvantitativne stanovenie celkového bunkového cAMP merania v bunkach ktoré
su vystavené posobeniu selektivnych ligandov. Struéne zhrnuté: HEK bunky
stabilne transfektované MCV-1, MC-4 alebo MC-3 receptory sa vyseju na
mikrotitrovacie dosky s 96 jamkami a nechaju sa na nich rast' cez noc. Bunky sa
daju do kontaktu s prislusnym MC ligandom 1 hodinu a potom sa lyzuju. Frakcia
lyzovaného bunkového extraktu sa prenesie na testovaciu dosku. Podla
instrukcii zostavy sa vykond ELISA test. Kazda doska obsahuje mnozZstvo cAMP
Standartov pre vypocet Standartnej krivky rovnako ako piného MC agonistu ako
pozitivnu kontrolu pre kazdy MC receptor. cCAMPA aktivita sa vyrata ako %
z maximainej cAMP aktivity plnej MC agonistovej kontroly.
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~MC-4 agonista® aMC-3 agonista’® ako sa tu oznacuji, znamenajl
zligeniny s afinitou na MC-4 receptor alebo MC-3 receptor a s blokovanim
stimulacie zndmym MC agonistom. V oblasti techniky s dobre zname testy,
ktoré demonstruju MC-4/MC-3 agonisticku aktivitu zlGé&enin.

~MC-3 receptor* a ,MC-4 receptor”, ako sa tu oznacujd, predstavuju
zname
MC-3 a MC-4 receptory, ich useknuté varianty a neopisané receptory. MC-3
receptory su opisané vpracach Gantza aspol., vid. vyssie ('udsky MC-3),
Desamauda a sol., vid. vy$sie (mySi MC-3) Reyfussa a spol.: ,Identification of
a Receptor for Gamma Melanotropin and Other Proopiomelanocortin Peptides in
the Hypothalamus and Limbic System*, Proc. Natl. Acad. Sci, USA 1993, 90,
8856 az 8860 (krysi MC-3). MC-4 receptory sU opisané v pracach Gantza
aspol., vid. vysSie (ludsky MC-4), J.D.Alvara aspol.. ,Morphine Down-
Regulates Melanocortin-4 Receptor Expression in Brain Regions that Mediate
Opiate Addition*, Mol-Pharmacol. Sep. 1996, 50 (3), 583 az 591 (krysi MC-4)
a Takeuchi S. a Takahashi S.: ,Melanocortin Receptor Genes in the Chicken-
Tissue Distributions*, Gen-Comp-Endocrinol. 1998, november, 112 (2), 220 az
231 (kuraci MC-4).

-Meratelny*, ako sa tu pouziva, znamena, Ze biologicky G&inok je jednak
reprodukovatelny tak aj vyznamne odli$ny od variability nulovej hodnoty testu.

~Farmaceuticky prijatelnd sol* znamen& katidnovd sol vytvorenou
v akejkolvek kyselinovej skupine (napr. karboxylovej kyseline) alebo aniénovi
sol vytvorenou v akejkolvek bézickej (napr. aminovej) skupine. V oblasti techniky
su zname také soli, ako je opisané vo svetovej patentovej publikacii 87/05297
(Johnston a spol.), publikovanej 11. septembra 1987, ktora je tu zaradena ako
odkaz. Medzi vyhodné katiénové soli patria soli alkalickych kovov (ako je sodna
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a draselna), soli kovov alkalickych zemin (ako je horéik a vapnik) a organické
soli. Medzi vyhodné aniénové soli patria halogenidy (ako su chloridové soli),
sulfonaty, karboxylaty, fosfaty a podobné. Medzi tieto soli zretelne patria adi¢né
soli, ktoré mdzu mat' optické centrum. Napriklad chirélna vinanova sol' sa moze

- pripravit' zo zlu¢enin podl'a tohto vynélezu a tato definicia zahffa takéto soli.

Odbornikom z odvetvia st takéto soli zndme a Zbehly odbornik je schopny
pripravit' akékolvek mnoZstvo soli na zéklade znalosti z oblasti techniky. Dalej si
je potrebné uvedomit, 2e spdsobily odbornik mdze preferovat' jednu sol' pred
inou z ddvodov rozpustnosti, stability, nendrocného zostavovania do prostriedku,
voci obdobnym. Zostavenie a optimalizacia takychto soli je nie je problémom pre

odbornika v oblasti techniky s primeranymi schopnostami a praxou.

»Selektivny*, ako sa tu pouziva, znamena, Ze ma aktivaént preferenciu
pre Specificky receptor pred inymi receptormi, ktora méze byt kvantitativne
vyhodnotena testami na celych bunkéch, tkanivach alebo organizme, ktoré
demonstruju receptorovi aktivitu, ako je vySSie uvedeny systém cAMP
enzymového imunotestu (EIA). Selektivita zli¢enin sa uréi pri porovnani iej
hodnoty ECs, voéi relevantnym receptorom, na ktoré sa odvolava. Pouzitie
pojmu ,selktivny od inych MC receptorov’, ako sa tu pouziva, znamena
selektivny od vSetkych receptorov MC-1, MC-2 a MC-5. Napriklad zlG&enina,
ktord ma ECso 8 nM na MC-4 receptor a ECso 2 80 nM na MC-1, MC-2 a MC-5
receptory, ma pomer selektivity MC-4 receptora k inym receptorom aspon 1 : 10.
Dalej si je potrebné uvedomit, Ze selektivita sa mdze vztiahnut tiez na jeden
z receptorov MC-1, MC-2 alebo MC-5 samostatne. . Napriklad zlG&enina, ktora
ma ECso 8 nM na MC-4 receptor a ECso 80 nM na MC-1, m& pomer selektivity
MC-4 receptora k MC-1 receptoru 1 : 10. Takato zlGZenina je selektivna voéi
MC-1 receptoru bez ohfadu na hodnotu ECs; pre MC-2 alebo MC-5.
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Podrobnejsie je selektivita opisand nizsie a mdze byt uréena naprikiad pomocou

programu Prism v 2.0, ktory je dostupny od GraphPad, Inc.

»Spirocyklus® znamena alkylovy alebo heteroalkylovy diradikalovy
substituent alkylu alebo heteroalkylu, vktorom je uvedeny diradikélovy
substituent pripojeny geminéine a uvedeny diradikélovy substituent tvori kruh,
ktory obsauje 4 az 8 atémov (uhlika alebo heteroatémov), vyhodne 5 alebo 6

atémov.

.Oubstituovany* znamena, Ze jeden alebo niekolko atémov vodika je
nezévisle substituovanych alkylom, halogénovanym alkylom, alkenylom,
halogénovanym alkenylom, alkinylom, halogénovanym alkinylom, cykloalkylom,
halogénovanym cykloalkylom, halogénovanym cykloheteroalkylom, cyklo-
alkenylom, halogénovanym cykloalkenylom, cykloheteroalkenylom, halogénova-
nym cykloheteroalkenylom, arylom, halogénovanym arylom, heteroarylom,
halogénovanym heteroarylom a/alebo funkénou skupinou. NavySe, ak
»Substituovana" $truktdra znamena cyklickd Struktdru napojend na int cyklickd
Struktdru (iné cyklické Struktury), tato dal$ia cyklicka $truktdra (Struktdry) moze
byt' tiez substituovana.

.Solvat’ znamené komplex vytvoreny kombinaciou rozpustenej latky
(napr. cylkického MC-4/MC-3 receptorového ligandu podla prediozeného
vynalezu) a rozpUstadla (napr. vody). Vid. J.Honig a spol.: The Van Nostrand
Chemist’s Dictionary, strana 650 (1953). Medzi farmaceuticky prijatelné
rozpGstadia pouzivané podla tohto vyndlezu patria tie rozpustadla, ktoré
neinterferujd s biologickou aktivitou zli€eniny (napr. voda, etanol, kyselina
octova, N,N-dimetylformamid a dalSie zndme rozpustadid alebo rozpustadla

jednoducho zostavené schopnym odbornikom).
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Il. ZlG&eniny: ZlGgeniny podla predloZeného vynélezu su ligandy
MC-4 alebo MC-3 receptora podla podla vSeobecného vzorca .

P

E 0}

vktorom B, X, E, Z, D, G, R, R', R, R", m, n, p aq znamenaju tie sugasti
vzorca ako je to uvedené v &asti popisu vynalezu.

Pokial' ide o v§eobecny vzorec | je vidiet, Ze zligeniny obsahuju dblezity
zékladny skelet prirodnej aminokyselinovej sekvencie Tyr (alebo substituovany
Phe-)-Phe-J-M (podla vy$Sie uvedeného opisu, ak prv aminokyselina znamena
Phe, mala by byt substituovana a s vyhodou znamena Tyr), kde J znamena
aminokyselinu, ktorej postranny vzorec znamena skupinu obsahujlicu atém
dusika (napr. Arg, His alebo Lys) alebo jej derivdt aM znamena bicyklicku
aromaticku skupinu (napr. Trp alebo naftylamin alebo jeho derivat). Vyhodné su
tie zlG¢eniny, v ktorych J znamena Arg alebo derivat Arg a M znamena Trp alebo
derivat Trp. Uvéadza sa, ako je to uvedené vo v3ecbecnom vzorci I, Ze
substiticia prirodnych aminokyselin je mozné bez straty viastnosti MC-3/MC-4
ligandu. Teda aj ked sa tu odkazuje na sekvenciu Phe(Tyr)-Phe-J-M, rozumie
sa, ze je umoznena substitlcia podla popisu véeobecného vzorca |,

Prihlasovatelia zistili, Ze na ziskanie optiméinej agonistickej alebo
antagonistickej aktivity by mala kruhova skupina vyhodne obsahovat' od 25 do
27 atomov vkruhu. To znamend, Ze kruh obsahujlici uvedené skupiny
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a mostikovu &ast' B, vyhodne obsahuje od 25 do 27 atémov v kruhu. Potrebné je
si uvedomit, Zze dalSie aminokyseliny alebo iné éastice mdzu byt' zahrnuté ako
substituenty cyklickej Struktury vo véeobecnom vzorci | bez negativneho dopadu
interakcie s MC-3/MC-4 receptorom.

Je prekvapujice, ze zlG&eniny podia vSeobecného vzorca | maju afinitu
na MC-4 a/alebo MC-3 receptor. Je to dané tym, Ze linedrna zluéenina BIM-
22015 v podstate nepreukazuje Ziadnu afinitu na akykolvek melanokortinovy
receptor, vratane MC-3 a MC-4, aj ked sa lisi od endogénnej MSH v oblasti 6-9
len substiticiou Tyr za His v polohe 6 (pouziva sa prirodzené &islovanie a-
MSH). Vid. napr. Schioth H.B. a spol.: ,Selectivity of [Phe-17], [Ala6] a [D-Ala4,
GInS, Tyr6] Substituted ACTH (4-10) Analogues for the Melanocortin Receptors®,
Peptides 1997, 18 (5), 761 az 763.

-Tyr-Phe-Arg-Trp- BIM-22015

6 7 8 9
-His-Phe-Arg-Trp- alfa-MSH
6 7 8 9

Dalo by sa tiez predpovedat, Zze prihlasovanym zli&eninam by tiez chybala
afinita pre tieto receptory danej vSeobecnej domény -Tyr-Phe-Arg-Trp-, ktoru
vyhodné zlu¢eniny maju spolu s BIM-22015. To znamend, Ze logickym zaverom
je, Ze His v polohe 6 je rozhoduijuci alebo minimalne His v polohe 6 nembze byt
nahradeny substituovanym Phe alebo Tyr. Prekvapuijtico to nie je tento pripad,
pretoze prihlasované zlGéeniny vykazuju vyznamnu afinitu ako pre MC-3 tak aj
pre MC-4 receptory. Bez ohl'adu na tedriu prihlasovatelia veria, Ze prekvapujlco
vysoka afinita predlozenych zlGi¢enin existuje vdaka tvaru tychto zvy$kov
indukovanych cyklickou povahou molekil. To znamena, ze cyklicky aspekt

zlu¢enin poskytuje rigiditu, ktord im umoziuje interagovat s relevantnymi
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vézobnymi miestami MC-4/MC-3 receptora. Navy$e sa objavuje, ze
prekvapujuca schopnost' zachovévat' vyhodnli skupinu podobaijicu sa Tyr,
poskytuje Ziadanu selektivitu vzhladom k inym MC receptorom, najma k MC-1

receptoru.

Pokial' ide o skupinu B, tento mostik mdze byt vo forme kovalentnych
vézieb alebo alternativne mdZe obsahovat' sofny mostik pochadzajci z tvorenia
ibnovych vézieb. Mostikova &ast' mdZe byt svojou povahou celkom peptidicka
(tj. obsahujuca len aminokyseliny), nepeptidicka (t,;. neobsahujlica Ziadnu
aminokyselinu), alebo mdZe obsahovat' peptidickd aj nepeptidick &ast. Mostik
mdze obsahovat' alifatické skupiny, aromatické skupiny alebo heteroaromatické
skupiny alebo aktkolvek ich kombinéciu. Mostik vyhodne obsahuje aspon dve
aminokyseliny, takZe zliceniny podfa predlozeného vynalezu obsahuju aspori 6
aminokyselinovych skupin. B vyhodne neobsahuje 3 prifahié aminokyseliny,
ktoré vSetky znamenaji bazické aminokyseliny. Navyse, ak B obsahuje dva
alebo viacero Cys zvyskov, ktoré tvoria jednu alebo viacero disulfidovych vézieb,
uvedena disulfidova vézba (vazby) nie je potrebna pre existenciu cyklickej
molekuly podla vSeobecného vzorca I. Inymi slovami, Stiepenie takejto
disulfidovej vézby (vézieb) nespdsobuje stratu kruhu vytvoreného spojenim
skupin M"a W vo véeobecnom vzoreci I.

V inom uskutogneni bude mostik vyhodne obsahovat' omega-aminokyse-
liny s dihym retazcom, v ktorych st aminova a karboxylova skupina oddelené 4
az 6 metylénovymi skupinami, alebo kombinaciou uvedenych omega-

aminokyselin a aminobenzoovych kyselin.

V inom, vyhodnom, uskutoéneni bude mostikova &ast' obsahovat vSetky
kovalentné vazby, ako je amidova vézba. Napriklad mostik bude obsahovat
amid vytvoreny chemickym skondenzovanim aminovej skupiny na postrannom
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retazci aminokyselin, ako je Lys alebo Orn, a karboxylovej skupiny v postrannom
retazci aminokyselinovej skupiny, ako je Asp alebo Glu. Mostikova &ast moze
tiez obsahovat amid vytvoreny medzi aminovou a karboxylovou skupinou
napojenymi na a-atém uhlika mostikovej &asti aminokyselin (v dal$om
oznacovana ako ~a-aminova“ skupina aminokyseliny alebo »a-karboxylova“
¢ast' aminokyseliny). V inej alternative mostikova ¢ast' mdéze obsahovat amid
vytvoreny medzi akoukolvek kombinéciou aminovej skupiny v postrannom
retazci alebo karboxylovou skupinou v postrannom retazci a a-aminovou a a-
karboxylovou skupinou. Mostikové zvy$ky mdzu znamenat’ Struktdry obsahujtice
aminowvt alebo karboxylovi skupinu int nez prirodné aminokyseliny, medzi ktoré
patri napr. 6-aminohexanové kyselina, ako zvy$ok obsahuijtici aminova skupinu,
a kyselina jantarové, ako zvy$ok obsahujtici karboxylovi skupinu. Tento vynalez
dalej umoziiuje mostikovanie jadrovej sekvencie -Tyr-Phe-Arg-Trp- pouZitim
inych typov chemickych funkcii. Vtomto pripade mostikové skupiny mdzu
obsahovat' rozmanité skupiny a substituenty, medzi ktoré patria alifatické,
aromatické a heterocyklické skupiny. Ak je kovalentne naviazany, moze byt
mostik naviazany rdznymi vazbami, medzi ktoré patria (ale bez obmedzenia na
ne) amidové, esterové, éterové, tioéterové, aminoalkylové alebo aminoarylové
vazby. Ak B znamené kovalentn( vézbu, vyhodné st zlticeniny, ktoré maja od 24
do 30 atébmov v kruhu, vyhodnejsie st zlticeniny s 25 aZ 27 atémami v kruhu.

Mostikova skupina moze alternativne znamenat' iénovi vazbu/asociaciu,
ktoré zvyhodruju cyklickG Struktiru. Tento ,iénovy* mostik obsahuje béazické
alebo kyslé funkcie tvoriace sol. Napriklad tento mostik mdze obsahovat' iénovu
vézbu vytvorent medzi aminoskupinou na postrannom ret'azci aminokyselin, ako
je Lys alebo Orn, akarboxylovou skupinou na postrannom retazci
aminokyselinovom zvy$ku, ako je Asp alebo Glu. Mostikova skupina mdze tiez
alternativne obsahovat idnovi vézbu vytvoreni medzi aminovou

a karboxylatovou skupinou napojenou na a-atdém uhlika mostikovej &asti
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aminokyselin. Vinej alternative mostikova skupina mbdze obsahovat amid
vytvoreny medzi akoukolvek kombinaciou aminovej skupiny na postrannom
retazci alebo karboxylovej skupiny na postrannom retazci a a-aminovou a a-
karboxylovou skupinou. Kedze idnova vézba je slabSia ako kovalentna vazba, je
jednoduchsie rucat’ topografiu cyklickej Struktury ktora ma takuato iénova vazbu.
K tomuto zrateniu mdze prist' vtedy, ak si na mostikovi ¢ast' napojené dalsie
Struktury, ktoré maju negativny vplyv na interakciu s receptorom. Tieto
mostikové skupiny svyhodou nebudd substituované viac ako 3
aminokyselinovymi skupinami, ak tato skupina prispieva ku tvorbe i6novej vazby.
V jednom zvlast' vyhodnom aspekte, ak B znamena idnovua vézbu, tieto zliéeniny

budd mat' od 26 do 29 atédmov v kruhu.

Potrebné je si uvedomit, Zze akékolvek peptidové a-karboxyskupiny a a-
aminové skupiny (tj. a-karboxyskupina a a-aminova skupina aminokyseliny),
ktoré nie st zahrnuté pri tvorbe kruhu, pripadne mbézu byt zahrnuté v tvorbe
karboxyamidovej alebo acylaminovej skupiny.

Okrem zliéenin ktoré maji vSeobecny vzorec | sa predpoklada, Ze zvysky
peptidového jadra mdzu byt pegylované, aby sa dosiahli vy3sie terapeuticky
priaznivé vlastnosti, ako je napriklad zvySena Gginnost' predizenim poléasu in
vivo. Spdsoby pegylacie peptidov su v oblasti techniky dobre zname. Naprikliad
pegylacia peptidov je opisana v nasledujucich odkazoch: Lu Y.A. aspol.
.Pegylated peptides. ll. Solid-phase synthesis of amino-, carboxy- and side-
chain pegylated peptides®, Int. J. Pept. Protein Res. 1994, 43 (2), 127 az 136; Lu
Y.A. a spol. ,Pegylated peptides. |. Solid-phase synthesis of N-alpha-pegylated
peptides using Fmoc strategy”, . Pept. Res. 1993, 6 (3), 140 az 146; Felix A M.
apol.: ,Pegylated peptides. IV. Enhanced biological activity of site-directed
pegylated GRF analogs.” Int. J. Pept. Protein Res. 1995, 46 (3 az 4), 253 az
264; Gaertner H.F. aspol.: ,Site-specific attachment of functionalized
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poly(ethylen glycol) to the amino terminus of proteins*, Bioconjug Chem. 1996, 7
(1), 38 az 44; Tsutsumi Y. aspol.: ,PEGylation of interleuken-6 effectively
increases its thrombopoietic potency“, Thromb heamost. 1997, 77(1), 168 a2
173, Francis G.E. aspol.: ,PEGylation of cytokines and other therapeutic
proteins and peptides; the importance of biological optimisation of coupling
techniques®, Int. J. Hematol. 1998, 68 (1), 1 az 18; Roberts M.J. a spol.:
~Attachment of degradable poly(ethylen glycol) to proteins has the potential to
increase therapeutic efficiacy”, J. Pharm. Sci. 1998, 87 (11), 1440 az 1445,
aTan Y. a spol.: ,Polyethylene glycol conjugation of recombinant methioninase
for cancer therapy," Protein Expr. Purif. 1998, 12 (1), 45 az 52. ZIuéeniny podl'a
vSeobecného vzorca Imbdzu byt pegylované priamo alebo sa modZe ku
zliceninam pridat' ,vazobné ramienko®, aby sa pegylacia ul'ahéila.

Pokial' ide o vSeobecny vzorec |, nasleduje neobmedzujici zoznam

vhodnych substituentov:
Pri m, n a q je vyhodnym &islo 1, pri p je vyhodné ¢islo 3.

Pri X st vyhodné substituenty atém vodika, hydroxyl, atém halogénu,
skupina -OR® -NR°R®, alkyl, kyanové skupina, nitroskupina, aryl, heteroaryl,
cykloalkyl a heterocykloalkyl, vyhodnejSie je, ked X znamena atom vodika,
hydroxyl, atém halogénu, skupinu -OR®, -NR°R®, alkyl, kyanovi skupinu a
nitroskupinu, najvyhodnejsie je, ked X znamena atém vodika. Pre R® a R® su
vyhodnymi atém vodika, alkyl, acyl, aryl a cykloalkyl, vyhodnej$ie R® znamena
atém vodika a R* znamena atém vodika, alkyl alebo acyl. Vyhodné je tiez to, ak

dve skupiny X tvoria kruh napojeny na uvedeny fenylovy kruh.

Pre E st vyhodné substituenty atém halogénu, najma atém fluéru, chléru
a brému, skupina =OH, -SH, -OR", -SR™, -NHR", kde R" s vyhodou znamena
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acyl, -NHSO, R™"- a —(CH,)PO,HR™, kde r znamena ¢&islo 0 a2 10 a R je
vybrana z hydroxylu, atému vodika a alkylu, alkyl, kyanova skupina, nitroskupina
a skupina CF;. R™ je svyhodou vybrand z atému vodika a alkylu,
NajvyhodnejSie znamena skupinu —OH.

Pri Z st vyhodné substituenty atdm vodika, hydroxyl, atém halogénu,
skupina -OR®, -NR°R®, alkyl, kyanoskupina, nitroskupina, aryl, heteroaryl,
cykloalkyl a heterocykloalkyl, vyhodnejSie Z znamena atém vodika, hydroxyl,
atém halogénu, skupinu -OR®, -NR°R®, alkyl, kyanoskupinu alebo nitroskupinu,
najvyhodnejsie Z znamend atém vodika. Pre R® a R” st vyhodnymi atém vodika,
alkyl, acyl, aryl acykloalkyl, vyhodnejSie R®znamena atém vodika a R?
znamena atém vodika, alkyl alebo acyl. Vyhodné je tiez to, ak dve skupiny
Z tvoria kruh napojeny na uvedeny fenylovy kruh.

Pre kazdi skupinu R' aR' si vyhodnymi atém vodika a alkyl.
Alternativne vyhodné zlGCeniny su také, v ktorych R' a R? spoloéne s atémami,
na ktoré su viazané, sa spoja pri vzniku heterocykloalkylového alebo
heteroarylového kruhu.

Pre D je vyhodnou skupinou skupina ~N(R%)C(=NR*NR*R®.

Pre kazdé R* aR®, ak su pritomné, su vyhodnymi atém vodika a alkyl,
vyhodnejsi je atém vodika. Alternativne vyhodné zliceniny su také, v ktorych R?
aR! spolodne s atémami, na ktoré su viazané, sa spoja pri vzniku

heterocykloalkylového alebo heteroarylového kruhu.

Pre kazdé R* aR®, ak st pritomné, st vyhodnymi atém vodika a alkyl,
vyhodnejsi je atém vodika.
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Pri G st vyhodnymi pripadne substituované naftylénové kruhy a pripadne
substituované indoly (tj. skupina vo vSeobecnom vzorci |znamena Trp),
vyhodnejsi je pripadne substituovany indol.

Kazda R' svyhodou znamen atém vodika a alkyl, vyhodnejsie atém
vodika.

Kazda R svyhodou znamend atém vodika, alkyl a cykloalkyl,
najvyhodnejsie znamena atém vodika.

Pri B je vyhodné, ak B vedie k takej zlaéénine, ktord ma viacej nez 25
atémov kruhu. V jednom aspekte st vyhodné zlGéeniny, ktoré maju viacej nez 25
atémov kruhu a B pozostdva z aminokyselinovych skupin (prirodnych alebo
neprirodnych, napr. a, B, gama atd.), vyhodne z 3 a2 5 zvyskov, vyhodnejSie z 3
alebo 4 zvyskov. Vyhodné su ziG&eniny, vktorych B znamena kovalentne
viazany mostik. Najvyhodnej$ie B obsahuje tri aminokyseliny, v ktorych je
intramolekularny amid tvoreny chemickym zkondenzovanim- aminoskupiny na
postrannom retazci jednej aminokyseliny (napr. Lys alebo Orn) a karboxylovej
skupiny na postrannom retazci druhej aminokyselinovej skupiny (napr. Asp
alebo Glu).

Vyhodnymi podskupinami zlG&enin podla vSeobecného vzorca 1su

zluéeniny podl'a vS§eobecného vzorca A

[lll" 0 R” 0 R" 0 Rn _]
M- CRF- C‘—" N" CR— C—— N"" CR— C— N‘- CR—W

|
((|:R'R' ) r CH
@ o ¥
— N RJ
c N-R Y Q

R‘/ M RS (A).
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vktorom B, X, Z, M", W, R', R", R?, R?, R?, R®* aR'' znamenaju to isté ako
v predoslom, R® je vybrané z atému vodika, alkylu, hydroxylu, alkoxyskupiny,
arylu, heteroarylu, atému halogénu a skupiny SO,R', kde x znamen4 &islo 0, 1
alebo 2, a R"™ znamena aryl, Y je vybrané zo skupiny —-NR’-, -CR"R,
~CR"=CR’-, ~CR"=N- a -N= CR’-, vktorych R’ a R” st nezévisle' vybrané
z atému vodika, alkylu, arylu a heteroarylu, alebo R” a R” znamena kovalentnu
vézbu, ktord viaze Y na R® alebo ~CH.- skupinu uvedent vo véeobecnom vzorci
A, Q znamend jeden alebo viacero substituentov nezavisle vybranych z atému
vodika, hydroxylu, atému halogénu, tiolu, skupiny —OR'", —SR'™, -NR"R'
alkylu, alkénu, alkinu, kyanoskupiny, nitroskupiny, arylu, heteroarylu, cykioalkyiu
a heterocykloalkylu, kde kazdé R' aj R' je nezavisle vybrané z alkyly,
heteroalkylu, cykloalkylu a heterocykloalkylu, alebo dve skupiny Q mdzu vytvorit
kruh kondenzovany s uvedenym fenylovym kruhom. Pokial' ide o véeobecny
vzorec |, v tejto podskupine vSeobecného vzorca A vSetky m, n a q znamenaju
¢islo 1 ap znamena ¢&islo 3, D znamend pripadne substituovant guanidinovd
skupinu a G znamena pripadne substituovany 11- alebo 12-¢lenny bicyklicky
aryl alebo heteroaryl.

Inou vyhodnou podskupinou zlic¢enin podla v§eobecného vzorca I su

zluéeniny podl'a véeobecného vzorca B

B
R“ o Rll o Rll 1]
I- | ] { Tl | ﬁ lll lol
N—(I:R—C—N—(':R—*C— N=CR—C—N-CR—C
CH, CH,
2 CH CH;
| /4
(‘:—-NH N
OH NH, H

(B),
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v ktorom R, R'' a B znamenajti to isté ako v predosiom.
Nasleduje neobmedzujtci zoznam vyhodnych substituentov pre skupiny

Zlaéenin podla vSeobecného vzorca A:

Pre Q su vhodnymi substituentami s vyhodou atém vodika, hydroxyl, atém
halogénu, skupina —OR", -NR'"R'?, alkyl, kyanoskupina, nitroskupina, aryl,
heteroaryl, cykloalkyl a heterocykloalkyl, vyhodnejSie atdbm vodika, hydroxyl,
atém halogénu, skupina —OR', —-NR'’R'®, alkyl, kyanoskupina a nitroskupina,
najvyhodnej$ie Q znamena atém vodika. R'°a R" s vyhodou atém vodika, alkyl,
acyll, heteroalkyl, aryl, heteroaryl, cykloalkyl a heterocykloalkyl, vyhodnejsie R a
R'” znamenaju atém vodika, alkyl alebo acyl. Vyhodné je tiez, ak dve skupiny Q
tvorf kruh napojeny na uvedeny bicyklicky kruh.

R® s vyhodou znamené atém vodika a alkyl, vyhodnejsie atém vodika.

R’ svyhodou znamena atém vodika, alkyl a aryl, vyhodnejsie atém

vodika.
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Nasleduje neobmedzujici zoznam vyhodnych cyklickych zitic¢enin podla
prediozeného vynalezu (Pouzitie hranatych zéatvoriek ([]) oznacéuje body
cyklizacie aminokyselin, tam kde je to mozné, pomocou skupin v postrannom
retazci. Ak si uvedené typické uzatvaracie skupiny na konci aminokyseliny,
napr. Ac- alebo -NH, (karboxamidova ukoncujuca skupina), tieto ukonéujlice
skupiny sa pouZivaji na peptidovych a-karboxylovyc alebo a-amidovych
skupinach.). Vtomto zozname ,Nal* znamena naftylamin a ,Orn" znamena

ornitin.

aDYfRWK-NH,

a[DY(D-2-Nal)RWK]-NH,
Ac-a[DYfRWK)-NH,
Ac-a[DY(D-1-Nal)RWK }-NH,
Ac-a[EYRWG(Om))-NH,
Ac-GGGa[DY{RWGK]-NH,
Ac-aEYfRWGK-NH,
Ac-a[DYRWGK]-NH,
Ac-aDYfRWG(Om)-NH,
Ac-aEYRWG(Om)-NH,
Ac-a[EFIRWGK]-NH,
Ac-a[DyfRWGK)-NH,
Ac-a[DYyRWGK]-NH,
Ac-[DY(D-Phe(4-))RWGK]- NH,
Ac-a[DY(D-Phe(4-N)RWG(Om))-NH,
Ac-[DY(D-Phe(4-))RWG(Om))-NH,
Ac-[EYfRWG(Om))-NH,
(GYfRWGGG] '
(GGYRWGGGG)
[GGYRWGK)-OH
(GGYfRWGLAG)
[AGYRWGGG]

a[DYIRWKJ-NH,

Ac-aDYfRWK-NH,
Ac-a[DY(D-Phe(4-Cl))RWK)-NH,
Ac-[EYfRWGK]-NH,
Ac-SYSa[DYRWGK]-NH,
Ac-[DY(D-1-Nal)RWGK)-NH,
Ac-aDYfRWGK-NH,
Ac-a[EYRWGK])-NH,
Ac-a[DYRWG(Om)}-NH,
Ac-a[EYfRWG(Om)}-NH,
Ac-a[DFIRWGK]-NH,
Ac-[DYIRWGK]-NH,
Ac-a[DY(D-Phe(4-1))RWGK]-NH,
Ac-a[EY(D-Phe(4-))RWGK}-NH,
Ac-[EY(D-Phe(4-))RWGK]}-NH,
Ac-[EYRWGK])-NH,
Ac-[DYfRWG(Om)]-NH,
[GGYfRWGGG]
[GGYRWGK]-NH,
(GGYRWGGAG]
(GGYRWGFAG]
[GGYRWAAA)



Ac-[D(Tyr(3-OH)fRWGK]-NH,
Ac-DYRWK-NH,
Ac-EYIRWGOm-NH,
Ac-[DY(D-Phe(4-C1))RWK]-NH,
Ac-[DY(D-Phe(4-C)))RWGK]-NH,
Ac-a[DYfR(Trp(5-Br)GK}-NH,
Ac-a[DYfR(Trp(5-OMe)GK)-NH,
Ac-a[DYfR(Trp(6-F)GK]-NH,

- Ac-a[DY{R(Trp(4-F)GK]-NH,
Ac-a[DYfR(Trp(7-Me)GK]-NH,
Ac-a[EYfR(Trp(6-OH))G(Om)}-NH,
Ac-a[E(Tyr(Me))fRWG(Om)]-NH;
Ac-{E(Tyr(2-Br))fRWG(Om))-NH,
Ac-[E(Tyr(3-1))[RWG(Om)]-NH,
Ac-[D(Tyr(3-NO,))fRWGK}-NH,
Ac-{D(Tyr(3-MeO))RWGK]-NH,
Ac-a[DY(D-Phe(5-Br))RWGK]-NH,
Ac-a[DY(D-Phe(4-NO;))RWGK)-NH,
Ac-[DY(D-Phe(2,5-OH))RWGK)-NH,
Ac-[DY(D-Phe(5-F))RWGK]-NH,
Ac-[EY(D-Phe(3-NH,))RWGOm)-NH,
Ac-{EY(D-Ple(3-))RWGOm)-NH,
Ac-[DYfRW(Gly-(N-CH,))K}-NH;
Ac-[E(Phe(4-Br))fRWGK]-NH,
Ac-a[DYFRW(Gly-(N-CH,))K]-NH;
Ac-a[D(Phe(4-Cl))FRWGK]-NH,
Ac-[D(Phe(4-Br))FRWGK]-NH,
Ac-[D(Phe(4-F))fRWGK]-NH,
Ac-[D(Phe(4-F))RWGK]-NH,
Ac-[D(Phc(4-NO»))fRWGK]-NH,

Ac-{D(Phe(4-NH,))IRW(Gly-(N-CH,))K]-NH,
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Ac-[DF(D-Phe(4-1))RWGK]-NH,
Ac-DYfRWGK-NH,
Ac-a[DY(D-Phe(4-))RWGK]-NH,
Ac-[D(Tyr(3-OH))fRWGK]-NH,
Ac-a[D(Tyr(Me))fRWGK]-NH,
Ac-a[DYfR(Trp(5-F)GK]-NH.
Ac-a[DY{R(Trp(5-Me)GK)-NH,
Ac-a[DYfR(Trp(1-Me)GK]}-NH,
Ac-a[DYfR(Trp(6-Br)GK]-NH,
Ac-a[EY{R(Trp(5-OH))G(Om)]-NH,
Ac-a[EYfR(Trp(6-C1))G(Om)})-NH,
Ac-a[E(Tyr(CH,Ph))fRWG(Ormn)]-NH,
Ac-[E(Tyr(3-F))IRWG(Om)]-NH,
Ac-[E(Tyr(2,5-OH)f RWG(Om)}-NH,
Ac-[D(Tyr(3-NH,))fRWGK])-NH,
Ac-[D(Tyr(3-C))fRWGK])-NH,
Ac-a[DY(D-Phe(4-NH;))RWGK)-NH,
Ac-[DY(D-Phe(4-F))RWGK]-NH,
Ac-[DY(D-Phe(3-F))RWGK]-NH,
Ac-[EY(D-Phe(3-McO))RWGOm]-NH,
Ac-[EY(D-Phe(3-NO,))RWGOm)-NH,
Ac-[D(Phe(4-Cl))fRWGK]-NH,
Ac-{D(Phe(4- NH,))IRWGK]-NH,
Ac-a[D(Phe(4-C1))fRWGK])-NH,
Ac-[DYFRW(Gly<(N-CH,))K]-NH,
Ac-[D(Phe(4-Cl))FRWGK)-NH,
Ac-[D(Phe(4-CN))IRWGK]}-NH,
Ac-[E(Phe(4-F))fRWG(Om)]-NH,
Ac-[DYf{Arg-(N-CH,)) WGK]-NH,
Be-[DYIRWGK)-NH,
Be-DYfRWGK-NH,

Ac-[D(Phe(4-CD)RW(Gly-(N-CH,))K]-NH, Be-[DYfRW(Gly-(N-CH;))K]-NH, Ac-
[D(Phe(4-NO,))RW(Gly-(N-CH,))K]-NH, Bc-2aEYfRWGK-NH,
Ac-[D(Phe(4-NHCOCH,))fRW(Gly-(N-CH;))K}-NH,
Ac-a[E(Phe(4-CI))RW/(Gly-(N-CH3))K)-NH,
Ac-a[E(Phe(4-C1))IRW(Gly-(N-CH,)XOm)}-NH,
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Ac-[E(Phe(4-CI))fRW(Gly-(N-CH,)Om))-NH,
Ac-a[D(Phe(4-F))[RW(Gly-(N-CH,))K)-NH,
Ac-a[D(Phe(4-F))FRW(Gly-(N-CH))K]-NH,
Be-DYfRW/(Gly-(N-CH,))K-NH,
Be-EYRW(Gly-(N-CH,))K-NH,
Be-EYfRWGK-NH,
Be-D(Phe(d-Cl))fRW(Gly-(N-CH;))K-NH,
Bc-D(Phe(4-C1))[RWGK-NH,
Be-E(Phe(4-C1))RW(Gly-(N-CH;))K-NH,
Be-{D(Phe(4-Cl))IRW(Gly-(N-CH,))K]-NH,
Be-[DY(D-2 -NaI)RWGK]-NHJ
Bc-[DY(L-2-Nal)RWGK]-NH;
Be-[DY(D-1-Nal)RWGK]-NH,
Be-[DY(Phe(4-Br))RWGK]-NH,
Ac-{DY(D-2-Nal)RWGK]-NH,
Be-EY(D-2-Nal)RWGK-NH,
Be-EY(D-2-Nal)RW(Gly-(N-CH;))K-NH,
Ac-[DYf(homo-Arg) WGK]-NH,
Ac-[DYyRWGK]-NH,
Ac-[DYYRWGK]-NH,

DYRWGK-NH,
Ac-a[DY(D-2-Nal)RWGK]-NH,
Ac-DYRWGK-NH,

Ac-EYfRWGK-NH;
Ac-EY(D-2-Na)RWGK-NH,
Ac-[EY(D-2-Nal)RWGK)-NH,
Ac-a[DY(D-2-Nal)RWK]-NH,
a[DY(D-1-Nal)RWK]-NH,

V nasledujucich $pecifickych prikladoch zliéenin podla predlozeného vynalezu

nepritomnost' oznacenia ,D* alebo ,L* znamena ,L* formu.
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yr-DPhe-Arg-T
O=X(CH,)sNH-CO(CH,)sNH

yr-DPhe-Arg-Trp-Gl
o=(T ad
(CH,)sNH-CO(CH,)sNH

yr-DPhe-Arg-Trp-Gly
oy

yr-DPhe-Arg-T (CH2)sNH-CO(CH,)sNH

O=N(CH,)sNH-CO(CHy)NH yr-DPhe-Arg-Trp-Gly
O (CHL)NH-CO(CH,)sNH

yr-DPhe-Arg-T|
rp\ yr-DPhe-Arg-Trp-Gly

O™ (CH,)yNH-CO(CH,)NH o
(CH2)gNH-CO(CH,)sNH
yr-DPhe-Arg-T|
O=N(CH,)sNH-CO(CH,)sNH o yr-DPhe-Arg-Trp-Gly
(CH,)NH-CO(CH,)NH
-DPhe-Arg-T
o] yr-DPhe-Arg rp\ yr-DPhe-Arg-Trp—?Iy
(CH)gNH-CO(CH,)NH 0= (CH,)sNH-CO(CH,)sNH
yr-DPhe-Arg-T yr-DPhe-Arg-Trp-flv
O=X(CH,)sNH-CO(CH,)sNH O=(CH,){NH-CO(CH,)sNH
yr-DPhe-Arg-Trp\ o yI'-DPhe-Arg-Trp-?ly
0= .3 NH-CO(CH,)sNH (CHy)sNH-CO(CH,),NH
yr-DPhe-Arg-Tr ol Y-DPhe-Arg-Trp-Gly
(CH,JNH-COLCHJNH (CH,),NH-CO(CH,),NH
yr-DPhe- Arg-Trp\ =<T yr-DPhe-Arg-Trp-?ly
O NCH,JNH-CO(CHZ)N~_

(CH,){NH-CO(CH,),NH

0=Z yr-DPhe-/-\)g-'Erfp o =<T yr-DPhe-Arg-Trp-/GIy

(CH)q4NH
(CH,)sNH-CO(CHy)gN_

o yr-DPhe-A/rg-'EFP yr-DPhe-Arg-Trp-?ly
(CH)sNH O N(CH,)NH-COCH )N
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: yr-DPhe-Arg-Trp-Gly
yr-DPhe—Arg-Trp—?ly 0 7
° NH(CH,)sNH
NH(CH,)sNH

NO, _
o yr-DPhe-Arg-Trp-Gly
yr-DPhe-Arg-Trp—?ly o
NH(CH,)4NH
NH(CH2)sNH e
NO;
yr-DPhe-Arg-Trp-Gi
yr-DPhe-Arg-Trp-?ly o 9 rp7 y
° NH(CH2)sNH
NH(CH_2)gNH
NH;,
NH,
o yr-DPhe—Arg-Trp-?ly yr-DPhe- Arg-Trp-7|y
O
NH(CH,)sNH NH(CH)sN_
NH, Yo,
yr-DPhe-Arg-Trp-?ly YF'DPhe'AFQ-Trp-ﬁly
o
NH(CH2)eN NH(CH2)sN,
NO, NH;,

yr-DPhe-Arg-Trp—?ly
0
NH(CH2)gN_
NH,



yr-DPhe-Arg-Trp-C?y
o
/‘((CHz)aNH

NH o]
yr-DPhe-Arg-Trp-G/y
oiQ
(CH2)sNH
NH/g
yr-DPhe-Arg—Trp-?ly
o
/«(CHz)eNH
NH o

yr-DPhe-Arg-Trp-Gly

O (o]
N)L(CHZ)4NH
H

yr-DPhe-Arg-Trp-?ly
o
?‘(Cﬂz)sNH

yr-DPhe-Arg-Trp-Gly

(o] o]
N)‘—(cnz).,w
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N-{3-[9-benzyl-12-(4-hydroxy-benzyl)-3-(1H-indol-3-yimetyl)-2,5,8,11-tetraoxo-1-
oxa-4,7,10-triaza-cyklononadec-6-yl}-propyl}-guanidin,

‘Q,’ \”,NHZ
N I HN :-,
o

N-{3-[9-benzyl-12-(4-hydroxy-benzyl)-3-(1H-indol-3-ylmetyl)-2,5,8,11-tetraoxo-1-
oxa-4,7,10-triaza-cyklohexadec-6-yl]-propyl}-guanidin,

H;N\(NH

HN.
[}
o?jlu\."
)’ N \NH
N—.
0
HO

N-{3-[2-benzyl-24-(4-hydroxy-benzyl)-8-(1H-indol-3-ylmety!)-1 0-metyl-3,6,11,25-
tetraoxo-1,4,7,1 O-tetraaza-cyklopentakos-5-yl]-propyl}-guanidin,
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N-{3-[2-benzyl-24-(4-hydroxy-benzyl)-10-metyl-8-naftalén-1 -ylmetyl-3,6, 11 ,25-
tetraoxo-1,4,7,10-tetraaza-cyklopentakos-5-yl]-propyl}-guanidin,

HRN‘fN"
o ;j_zN.“ Q
v
o N—

(¢}

N-{3-{2-benzyl-24-(4-hydroxy-benzyl)-10-metyl-8-naftalén-2-yimetyl-3,6,11,25-
tetraoxo-1,4,7,10-tetraaza-cyklopentakos-5-yl]-propyl}-guanidin,

H,NYNH

y

(o)
H H
O//o"'} N
HN
o

N-{3-[9-benzyl-12-(4-hydroxy-benzyl)-3-naftalén-2-ylmetyl-2,5,8,11-tetraoxo-1-
oxa-4,7,10-triaza-cyklopentakos-6-yl]-propyl}-guanidin,
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9-benzyl-6-(3-quanidino-propyl)-12-(4-hydroxy-benzyl)-5,8,11-trioxo-1 -o>'<a-

4,7,10-triazacyklohexadekan-3-karboxylova kyselina, naftalén-1-ylamid,

H NH,

QA f:

f Ht:’lzm
R

10-benzyl-7-(3-quanidino-propyl)-13-(4-hydroxy-benzyl)-6,9, 12-trioxo-1-oxa-

HO

5,8,11-triaza-cykloheptadekan-4-karboxylova kyselina, naftalén-1-ylamid,

2-benzyl-5-(3-quanidino-propyl)-13-(4-hydroxybenzyl)-3,6,14-trioxo-1,4,7 -
triazacyklotetradekan-8-karboxylova kyselina, naftalén-1-ylamid,
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2-benzyl-5-(3-quanidino-propyl)-12-(4-hydroxybenzyl)-3,6,13-trioxo-1 4,7 ,-
triazacyklotridekan-8-karboxylova kyselina, naftalén-1-ylamid,

b

-o ””\JL

AT

12-benzoylamino-9-benzy!-6-(3-quanidino-propyl)-5,8,11-trioxo-1 -oxa-4,7,10-

triazacyklopentadekan-3-karboxylova kyselina, naftalén-1-ylamid,

Nl b

3-benzoylamino-6-benzyl-9-(3-quanidino-propyl)-4,7,10-trioxo-1 -oxa-5,8,11-
triazacyklopentadekan-12-karboxylova kyselina, naftalén-1-ylamid,



-37 -

HN

[
7__. o 1 m\ . l(
HN--L, s Al

O=

5 --\/\"-|\/\\‘]
/I v N
Y

12-benzoylamino-9-benzyl-6-(3-quanidino-propyt)-5,8,11-trioxo-1,14-dioxa-
4,7, 10-triazacyklooktadekan-3-karboxylova kyselina, naftalén-1-ylamid,

12-benzoylamino-9-benzyl-6-(3-quanidino-propyl)-5,8,11-trioxo-1,15-dioxa-
4,7 10-triazacyklononadekan-3-karboxylova kyselina, naftalén-1-ylamid,

NH,

o A,
‘5 o~y CC

13-benzoylamino-10-benzyl-7-(3-quanidino-propyl)-6,9,12-trioxo-1,16-dioxa-
5,8,11-triazacykloeikosan-4-karboxylova kyselina, naftalén-1-ylamid,
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13-benzoylamino-2-benzyl-9-(3-quanidino-propyl)-3,6, 14-trioxo-1 4, 7-tr|aza-
cyklotetradekan-8-karboxylova kyselina, naftalén-1-ylamid,

NH,

%Wéj«”‘

o “N\,IZ

75 &

13-benzoylamino-10-benzyl-7-(3-quanidino-propyl)-6,9, 12-trioxo-1, 15-dioxa-
2,8,11-triazacyklononadekan-4-karboxylova kyselina, naftalén-1-ylamid,

2 LF
N_Cféu

12-benzoylamino-2-benzyl-5-(3-quanidino-propyl)-3,6,13-trioxo-1,4, 7-triaza-
cyklotridekan-8-karboxylova kyselina, naftalén-1-ylamid a
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11-benzoylamino-2-benzyl-5-(3-quanidino-propyl)-3,6,12-trioxo-1,4, 7-triaza-
cyklododekan-8-karboxylova kyselina, naftalén-1-ylamid.

lll. Syntéza zlGéenin: Zli&eniny podla prediozeného vynalezu sa mozu
vyrabat' rozliénymi postupmi. Vychodzie materidly pouzivané pri priprave
zluCenin podla predlozeného vyndlezu su zndme, su vyrobené znamymi
spbsobmi alebo s komeréne dostupné. Vseobecna reakcia na vyrobu zliéenin
je uvedena niZSie. Reprezentativne priklady syntetizacie reprezentativnych
zlicenin podla predloZeného vynélezu st uvedené v prikladoch 1 a3 18,

Podla jednej vSeobecnej schémy sa narokované peptidy syntetizuju
pouzitim Fmoc (9-fluorenylmetoxykarbonylova skupina ako chraniaca skupina
pre alfa aminoskupinu) chémie s nasledujlicim odstranenim chraniacej skupiny,
cyklizaciou vroztoku, podrobnou charakterizaciou a vycistenim. Jedna

vSeobecna schéma pre narokované zlG&eniny je nasledovna
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Fmoc-NH-R1-COOH

aktivacia
odstranenie kondenzéacia
Fmoc-NH-zivica ————p N2H-zZivica >

chranenie

Fmoc-NH-R1-CO-NH-Zivica
odstranenie
l chranenia
aktivacia
H2N-R1-CO-NH-zZivica p Fmoc-NH-R1-COOH

l kondenz4cia

Fmoc-NH-R2-OC-NH-R1-CO-NH-Zivica

Oznacenie skupiny R vo vy$sie uvedenej schéme nezodpoveda skupinam

R ktoré su pouzité na definovanie zlu&enin podia véeobecného vzorca i:

Syntéza linedrneho peptidu: Linedrne verzie zluenin sa syntetizuju
automatickym syntetizatorom Perkin-Elmer Applied Biosystem Division (PE-
ABD) Model 433. VSetky reakéné &inidla pouZité na syntézu peptidu, Fmoc
aminokyseliny (okrem Fmoc-L-Arg-Pbf od AnaSpec) a Zivice boli ziskané od PE-
ABD. Pouziva sa $tandartnda 0,1 mmoldrna FastMoc chémia s jedinou
kondenzéciou. VSeobecny postup Fmoc chémie pre SPPS (syntéza peptidov
v pevnej faze) zahrfije: 1) Stiepenie Fmoc chraniacich skupin pyridinom, 2)
aktivaciu karboxylovej skupiny aminokyselin a 3) kondenzaciu aktivovanych
aminokyselin na aminovom konci peptidového retazca naviazaného na Zivicu pri

vzniku peptidovych vézieb. FastMoc cykly, vktorych sG aminokyseliny
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- aktivované 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametyluronium-hexafluorfosfatom
(HBTU). 1,0 mmolu vysu$enej chfénenej aminokyseliny v néplni sa rozpusti
vroztoku HBTU apridd sa N,N-diizopropyletylamin (DIEA) a 1-
hydroxybenzotriazol (HOBt) v N,N-dimetylformamide (DMF) a dal$im N-
metylpyrrolidonom  (MNP). Takmer okamzite sa vytvori aktivovand Fmoc
kyselina atento roztok sa prenesie priamo do reakénej nadoby : Stupen
odstranenia chranenia Fmoc sa sleduje a reguluje meranim vodivosti. Peptidovy
retazec sa vystavi na Zivici Rink Amide, pretoZe je potrebny C-koncovy amid. Na
N-koniec peptidu sa po vyrobe peptidového retazca pinej dizky prida acetylova
skupina. To sa uskuto€ni reakciou anhydridu kyseliny octovej (4,75 % (obj.), 0,2
% (hmotn. k obj.) HOBt, 2,25 % DIEA v NMP) s a-aminovou skupinou na N-
koncovej strane zvySku. Koneény produkt syntézy sa intenzivne premyje NMP
a dichlérmetanom (DCM).

Odstranenie chranenia: Zivica, ktora obsahuje syntetizovany peptid, sa
vyberie zo syntetizatora a kratko sa susi na vzduchu. Zo Zivice sa pouzitim 1,5
az 2,0 ml Stiepiaceho roztoku (93 % kyseliny trifluéroctovej (TFA), 23 %
etanditiolu vo vode) po&as 1,5 az 3 hodin pri teplote miestnosti odstiepia peptidy
a v rovnakom ¢ase sa pri podmienkach deprotekcie odstrania chraniace skupiny
na postrannom retazci [O-terc.butyl, (OtBu pri Asp, Glu, Tyr a Ser, pentametyl-
dihydrobenzofuran-5-sulfonyl (Pbf) pri Arg, terc.butoxykarbonyl (Boc) pri Trp,
Orn, Lys]. Stiepiaci roztok sa od Zivice oddeli filtraciou. Filtrat sa potom zriedi 15
ml vody. Uskutoéni sa Sest' kdl extrakcie éterom, aby sa peptidovy produkt
vyCistil. Peptid sa lyofilizuje a pred cykliz4ciou sa skladuje pri—20 °C.

Cyklizacia v pevnej féze: Pred cyklizaciou sa peptid charakterizuje vysoko
u€innou kvapalinovou chromatografiou na obratenych fazach (RP-HPLC)
a hmotnostnou spektrometriou (MS). Lyofilizovany peptid sa rozpusti v studenom
DMF s pridanim dihydrogénfosforeénanu draselného. Molérny pomer
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difenylfosforylazidu (DPPA od Sigma), cyklizaéného reakéného &inidla, k peptidu
je 4:1. Ked sa priddva DPPA, reakénd nadoba sa ochiadi suchym l'adom.
Celkova cyklizatné reakcia sa uskutoéfiuje 24 hodin pri 4 °C s d'al$im pridanim
DPPA 4 hodiny po zaciatku reakcie. Na sledovanie cyklizaénej reakcie sa
pouziva RP-HPLC aES-MS. HP1090 HPLC systém s kolénou Vadyc C-8
vnutorného priemeru 2,1 mm, dizkou 15 cm, velkostou pérov 30 nm a velkostou
¢astic 10 um. Na detekciu cyklizaéného procesu sa pouziva UF detektor. Podla

opisaného cyklizaéného protokolu je reakcia ukonéena poéas 24 hodin.

Cistenie a charakterizacia: Cyklizovany peptidovy produkt sa potom
lyofilizuje, aby sa odstrénilc DMF rozpustadlo. Peptidovy prasok spolu
s fosforeCnanovou solou, DPPA a dalSimi vedlaj$imi produktami sa opatovne
rozpusti v 50 % roztoku kyseliny octovej a injekéne sa kvoli &isteniu nanesie na
kolénu Vydac (vnatorného priemeru 1,0 cm, diZky 25 cm, s naplifiou C-8, velkost
¢astic 5 pm a velkost' pérov 30 nm). Pouziva sa HPLC systém Beckman System
Gold HPLC sdudlnym UF detektorom. Naprogramuje sa linearny gradient
acetonitrilu, ktory sa zvadie do kolény, aby sa cyklicky peptid oddelil od dal$ich
latok. Eluat sa zachytava v zberacdi frakcii Pharmacia. Jednotlivé rozdelené
frakcie sa analyzuju jednak analytickou HPLC tak aj ES-MS pre charakterizaciu
identity a Cistoty.

Podla vysSie uvedenej schémy sa mozu pripravit dalSie rozliéné

zlaceniny.

Potrebné je si uvedomit, Ze vyhodné je pouzit chraniacu skupinu pre
akukolvek reaktivnu skupinu, ako je karboxyl, hydroxyl apodobne. To je
Standartnd prax, ktora je pre skuseného odbornika znama vramci jeho

vedomosti.
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Uvedené stupne sa mozu zmenit, aby sa mohol vytazok Ziadaného
produktu zvysit. Skiseny odbornik si je vedomy, Ze rozumny vyber reakénych
¢éinidiel, rozpuastadiel a teplot je ddlezitou sucastou akejkolvek Uspesnej syntézy.
Uréenie optimalnych podmienok je rutinné. Pouzitim vSeobecného opisu ako
navodu mozZe skuseny odbornik z oblasti techniky vyrobit rozne zlG&eniny.

Potrebné je si uvedomit, ze skiseny odbornik z oblasti techniky bez
dalSieho navodu mdze uskutoénit Standartné manipulécie s organickymi
zlaéeninami. Medzi tieto operacie patri, ale bez obmedzenie sa na ne, redukcia
karbonylovych zli¢enin na ich zodpovedajice alkoholy, oxidacia hydroxylov
apodobne, acylacia, aromatické substiticie, jednak elektrofiiné tak aj
nukleofilné, éterifikdcia a zmydlovatelnenie a pod. O tychto manipulacidch sa
diskutuje v Standartnych textoch, ako je March: Adcvanced Chemistry (Wiley),
Carey a Sundberg: Adcvanced Organic Chemistry (2 diel) a dalSie v oblasti
techniky.

Skaseny odbornik si je tiez hned uvedomi, Ze niektoré reakcie je najlepsie
uskutoériovat vtedy, ked su potencidlne reaktivne funkcie na molekule
maskované alebo chranené, &im sa mozno vyhnut néiiadﬂcim vedl'aj$im
reakciam a/alebo sa zvysi vytazok reakcie. Skuseny odbornik ¢asto pouziva
chraniace skupiny, aby sa dosiahli také zvy$ené vytazky alebo aby sa zabranilo
neziaducim reakciam. Priklady mnohych tychto manipulécii mozno napriklad
najst vT. Greene: Protecting Groups in Organic Synthesis. Aby sa predi§lo
neziaducim vedliajSim reakciam, sa aminokyseliny s reaktivnymi postrannymi
ret'azcami, pouzivanymi ako vychodzie materialy, sa s vyhodou chrania.

IV. Melanokortinova funkéna aktivita a selektivita: Funkéna aktivita sa
mozZe vyhodnocovat' pomocou roznych sposobov znamych v oblasti techniky.

Priklady takychto sposobov si merané odpovedou druhého mesengeru, zvlast
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cAMP, pouzitie modifikovanych bunkovych systémov na zabezpeéenie farebnej
reakcie po akumulécii prvkov druhého mesengeru, ako je cAMP, napr. ako je
opisané v Chen a spol.: Anal. Biochem. 1995, 226, 349 a2 354. Md2u sa pou3it
techniky Cytosensor Microphysiometer (vid. Boufield a spol. 1996) alebo sttdia
fyziologickych u€inkov spdsobenych zlG&eninami podia predioZeného vynalezu
pouzitim zlG&enin podla vynalezu samotnych alebo v kombinécii s prirodnymi
alebo syntetickymi MSH-peptidami.

Zliceniny podla predlozeného vynélezu budu preferenéne (t.j. selektivne)
interagovat’ s MC-4 a/alebo MC-3 pri porovnani sinymi melanokortinovymi
receptormi. Selektivita je zvladt' dolezita, ked sa zliéeniny podavaji ludom alebo
inym ZivoCichom, aby sa minimalizovali vedlaj§ie G€inky suvisiace s ich
podavanim. MC-3/MC-4 selektivita zli€eniny je tu definovana ako pomer ECs
zlaceniny pre MC-1 receptor (,ECso - MC-1") k ECso zltGEeniny pre MC-3 (ECs, -
MC-3)/MC-4(ECso - MC-4) receptor, kde ECso hodnoty sa meraju ako je uvedené

vy$sie. Vzorce s nasledovné:

MC-3 selektivita = [ECso - MC-1)/[ ECso - MC-3]
MC-4 selektivita = [ECso - MC-1)/[ ECso - MC-4]

Zluéenina tu je definovana ako ,selektivna pre MC-3 receptor” vtedy, ked
vysSie uvedeny pomer ,MC-3 selektivity" je aspori 10, vyhodne aspori 100

a vyhodnejsie aspon 500.

Zlucenina tu je definovand ako ,selektivna pre MC-4 receptor* vtedy, ked
vysSie uvedeny pomer ,MC-4 selektivity“ je aspori 10, vyhodne aspoii 100

a vyhodnejsie aspor 500.



Nasledujuce data ukazuju jednak agonisticki aktivitu tak aj selektivitu

reprezentativnych zlGéenin podra predlozeného vynalezu.

Ac-a[DYIRWGK]-NH2

— —o— 1R
—i— 4R
3R

% CAMP aktivity
3228

Ac-a[EYIRWG(Orn))-NH2

—— 1R
—m—4R
3R

1x10- 1x10- 1x10-
6 4

% CAMP aktivity
oN3288
1\—&

Ac-aDylRWGK]NH2

23

NA_MOD
[-1-X-T-]

1x10- 1x10- txto{ —*— IR
8 6 4 |-=—4R

% cAMP aktivity

Ac-a[EYIRWGK])-NH2

5228

20 /
0~ ' |
1x 1x10- 1x10-
10-8 6 4

—e—1R
—a—4R
3R

% cAMP aktivity




- 46 -

Ac-aDYIRWGK-NH2
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Ac-aDYIRWK-NH2
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Nasledujice data ukazuju chybajicu selektivitu voci MC-1 receptoru, ked
je Tyr zvySok prediozenych zld€enin nahradeny His v tetrapeptidovom

zakladnom skelete.
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V. Spbsoby pouzitia a prostriedky: Podl'a schopnosti agonizovat' alebo
antagonizovat MC-4 a/alebo MC-3 receptor, predloZené vynalezy sa tykaji tiez
pouzitiu ligandov podla predloZeného vynalezu pri spdsoboch liegenia obezity
tak isto ako dalSich porich telesnej hmotnosti, medzi ktoré mozno zaradit
anorexiu a kachexiu. Tento vynalez sa dalej tyka lieenia portch suvisiacich so
spravanim sa, pamétou (vratane ucenia), kardiovaskulérnou funkciou, zapalom,
sepsiou a septickym, kardiogénnym a hypovolemickym $okom, pohlavnou
disfunkciou, erekciou penisu, atrofiou svalov, rastom aregeneraciou nervov,

vnutromaternicovym rastom plodu a podobne.

Pojmy oSetrenie a lieCenie tu znamenajui minimélne podavanie zlG&eniny
podia predioZzeného vynalezu na zmiernenie stavu ochorenia pdsobenim na
MC-3 alebo MC-4 receptor. Tento pojem teda zahriiuje: predchadzanie stavu
ochorenia pred tym, ak ma cicavec dispoziciu na ochorenie takouto chorobou,
. ale esSte nebola diagnostikovana, inhibovanie stavu ochorenia al/alebo

zmiernenie alebo reverziu stavu ochorenia.

Zluceniny podla predloZzeného vynalezu mdzu byt teda pouzité na vyrobu
farnaceutickych prostriedkov pouzivanych na lieébu alebo profylaxiu tychto
stavov. PouZivaju sa Standartné farmaceutické pripravky, ktoré st napriklad
uvedené v Remington‘s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company,
Easton, Pa., posledné vydanie, a Peptide and Protein Drug Delivery, Marcel
Dekker, NY, 1991.

Prostriedky podl'a vynalezu obsahuiju:

a) bezpeéné a G€inné mnozstvo zluéeniny podla vSeobecného vzorca | a

b) farmaceuticky prijatel'né prisady.
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.Bezpetné aucinné mnozstvo" zliCeniny podla v$eobecného vzorca
| znamena tiez mnozstvo, ktoré je ucinné pri interakcii s MC-4 a/alebo MC-3
receptorom u zivoCicha, vyhodne ucicavca, vyhodnejSie u éloveka, bez
vedlajSich nezelanych uginkov (ako je toxicita, drézdenie alebo alergicka
odozva), meratelné s oddvodnenym pomerom priaznivé G&inkyi/riziko, ked sa
pouziva spdsobom podla predloZzeného vynélezu. Specifické .bezpecné
a u€inné mnozstvo" sa bude zrejme menit' podla takych faktorov, ako je stav
ktory je lieCeny, -fyzicky stav pacienta, doba liedby, povaha suéasne
prebiehajticej terapie (pokial' nejaka je), pouZitd Specifickd forma davkovania,
pouzité prisady, rozpustnost' zltiéeniny podla vSeobecného vzorca |arezim

dévkovania pre dany prostriedok.

Okrem predmetnej zlG&eniny prostriedky podl'a predioZzeného vynalezu
obsahuji jedno alebo viacero farmaceuticky prijatelnych prisad. Pojem
»farmaceuticky prijatelné prisady®, ako sa pouZiva tu, znamena jednu alebo
viacero zlagitelnych pevnych alebo kvapainych zloZiek, ktoré s vhodné na
podavanie Zivoéichom, najmé cicavcom, vyhodnejsie éloveku. Pojem .Zlucitelny*,
ako sa pouziva tu, znamena Ze zlozky s schopné byt navzdjom zmie$ané
s predmetnou zltiéeninou takym spdsobom, Ze nie je Ziadna interakcia ktora by
podstatne zniZila farmaceutickt Gcinnost' prostriedku pri obvyklych podmienkach
pouzitia. Farmaceuticky prijatelné prisady v§ak musia mat' dostatocne vysoku
Cistotu a dostatocne nizku toxicitu, aby boli vhodné na podévanie Zivocichom,
vyhodne cicavcom, vyhodnejsie loveku, ktory je liedeny.

Priklady niektorych latok ktoré sa mézu pouzivat ako farmaceuticky
prijatelne prisady alebo ich zloZky st cukry, ako je laktéza, glukéza a sacharéza,
Skroby, ako je kukuri€ny Skrob a zemiakovy $krob, celuléza a jej derivaty, ako je
sodna sol' karboxymetylceluldzy, etylceluléza a metylceluléza, praskovany
tragant, slad, Zelatina, mastenec, pevné mazadla, ako je kyselina stearova
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a stearat hore€naty, rastlinné oleje, ako je podzemnicovy olej, bavinikovy olej,
sezamovy olej, olivovy olej, kukuriény olej akakaovy olej, polyoly, ako je
propylénglykol, glycerin, sorbitol, mannitol a polyetylénglykol, agar, kyselina
alginova, zmacacie ¢inidla a mazadla, ako je laurylsulfat sodny, farbiace ¢inidla,
dochucovacie ¢inidla, tabletovacie ¢inidla, stabilizatory, antioxidaéné ¢inidla,
ochranné ¢inidla, apyrogénna voda, izotonicky solny roztok a pufre, ako je

fosforecnan, citrat a acetat.

Vyber farmaceuticky prijatelnych prisad, ktoré sa pouzivaju spolu
s predmetnou zluéeninou, je v podstate dany zlu¢eninou ktora sa ma podavat'.
Ak sa predmetna zliéenina podava injekéne, vyhodnymi farmaceuticky
prijatelnymi prisadami su sterilnd voda, fyziologicky roztok alebo ich zmes,
ktorych pH sa upravi na 4 az 10 farmaceutickym pufrom; ziaduce moze byt tiez
zlucitelné suspendaéné €inidlo.

PodrobnejSie — medzi farmaceuticky prijatelné prisady na systémové
podavanie patria cukry, Skroby, celuldza a jej derivaty, slad zelatina, mastenec,
siran vapenaty, lakt6za, rastlinné oleje, syntetické oleje, polyoly, kyselina
alginova, fosforeénanové, acetatové a citratové pufrovacie roztoky, emulgacné
¢inidla, izotonicky solny roztok a apyrogénna voda. Medzi vyhodné prisady na
parenterdlne podavanie patri propylénglykol, etyloleét, pyrrolidon, etanol
a sézamovy olej. Farmaceuticky prijatelné prisady su v prostriedkoch na
parenteraine podavanie obsiahnuté v mnozstve aspor 90 % z hmotnosti celého

prostriedku.

Prostriedky podla predlozeného vynalezu sa vyhodne pripravuju
v jednotkovej davkovacej forme. ,Jednotkova davkovacia forma“, ako sa tu
pouziva, znamené prostriedok podfa prediozeného vynélezu obsahujuci také
mnozstvo zliéeniny podla véeobecného vzorca |, ktoré je z hl'adiska lekarskej
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praxe v jedinej davke vhodné na podavanie iivoéiéhovi, vyhodne cicavcovi,
vyhodnejSie ¢loveku. Tieto prostriedky vyhodne obsahuju od 1 mg do 750 mg,
vyhodnejSie od 3 mg do 500 mg, este vyhodnejSie od 5 mg do 300 mg zlG&eniny
podl'a v§eobecného vzorca l.

Prostriedky podfa predloZzeného vynalezu mdézu mat' rézne formy vhodné
(napriklad) na orélne, rektalne, lokélne, nazédlne, ocCné, transdermalne,
pulmonérne alebo parenteralne podavanie. Podla Ziadaného spdsobu
podavania sa mdzu pouzivat rdozne farmaceuticky prijatelné prisady znéame
v odvetvi techniky. Patria medzi ne pevné alebo kvapalné plniva, riedidla,
hydrotropné &inidla, povrchovo aktivne Cinidla a latky na zahrnutie do toboliek.
Obsiahnuté tu mdzu byt' aj farmaceuticky aktivne materialy, ktoré neinterferuj
s inhibiénou aktivitou zliéeniny podla vSeobecného vzorca |. MnoZstvo prisad
pouzivanych spoloéne so zli¢eninou podla vSeobecného vzorca | je dostatoéné
na dosiahnutie praktického mnozstva materialu na podavanie jednotkovej davky
zluCeniny podla v3eobecného vzorca |. Spodsoby a prostriedky na vyrobu
davkovacich foriem potrebnych pri spdsoboch podla vynalezu sU opisané
v nasledujucich odkazoch, ktoré su tu uvadzané ako citacie: Modern
Pharmaceutics, kapitola 9 a 10 (Baker a Rhodes, red., 1979), Lieberman a spol.
Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets (1981) aAnsel: Introduction to
Pharmaceutical Dosage Forms, druhé vydanie (1976).

Pouzivat' sa modzu rézne oralne davkovacie formy, medzi ktoré patria také
pevné formy ako su tablety, tobolky, granule a objemné prasky. Tieto orélne
formy obsahuju bezpeéné a efektivne mnozstvo, zvy€ajne aspon 5 %, vyhodne
od 25 % do 50 % hmotn. zluCeniny podia vSeobecného vzorca I. Tablety sa
moz2u lisovat, mdzu to byt tablety na riedenie na praSok, mdzu byt entericky
obalené, obalené cukrom, potiahnuté filmom alebo nasobne lisované, pricom

obsahuju vhodné spojiva, mazadla, riedidla, dezintegraéné c¢inidla, farbiace
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¢inidla, dochucovacie Cinidi4, ¢inidla indukujuce sypkost' a taviace ¢inidla. Medzi
kvapalné orélne davkovacie formy patria vodné roztoky, emulzie, suspenzie,
roztoky alalebo suspenzie rekonstituované z ne-efervescentnych grandl
a efervescentné pripravky rekonstituované z efervescentnych granul
obsahujucich vhodné rozpustadia, ochranné ¢inidla, emulgacné cinidl3,
suspendacné cinidla, riedidla, sladidla, taviace c&inidla, farbiace ¢inidla a

dochucovacie cCinidla.

Farmaceuticky prijatelné nosice vhodné na pripravu jednotkovych
davkovacich foriem na peroralne podavanie su v odvetvi dobre zname. Tablety
typicky obsahuju konvenéné farmaceuticky zliciteIné adjuvans, ako inertné
riedidla, ako je uhliitan vapenaty, uhli¢itan sodny, manitol, laktéza a celuléza,
spojiva, ako je Skrob, zelatina, polyvinylpyrrolidon a sachar6za, dezintegraéné
¢inidla, ako je Skrob, kyselina alginova a kroskarmeldza, mazadla, ako je stearat
hore¢naty, kyselina stearova a mastenec. Kizné ¢inidla, ako je oxid kremicity, sa
mdZu pouzivat na ziepSenie sypkosti praskovej zmesi. Na vzhlad sa modzu
pridavat’ farbiace €inidla, ako su farbiva FD&C. Ako adjuvans pre zuvacie
tablety si dobré sladidia a dochucovacie ¢inidla, ako je aspartam, sacharin,
mentol, méta pieporné a ovocné prichute. Tobolky typicky obsahuju jedno alebo
viacero vy$$ie opisanych riedidiel. Vyber zloZiek nosi¢a zavisi od sekundarnych
faktorov, ako je chut, cena a stabilita pri baleni, ktoré nie si rozhodujtice pre
zéamery predloZeného vynalezu a mdze ich vyrébat' skiseny odbornik v odvetvi

techniky.

Medzi peroréine prostriedky patria aj kvapalné roztoky, emulzie,
suspenzie a podobne. Farmaceuticky prijatelné prisady vhodné na pripravu
takychto prostriedkov st v odvetvi dobre zname. Medzi typické zloZky prisad pre
sirupy, elixiry, emulzie a suspenzie patria etanol, glycerol, propylénglykol,
polyetylénglykol, kvapalné sacharéza, sorbitol a voda. Pri suspenziach medzi
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typické  suspenzacné  Cinidlda patri  metylcelul6za, " sodnd  sof
karboxymetylcelulézy, Avicel® RC-591, tragant a alginat sodny; typiﬁkymi
zmacacimi Cinidlami sU lecitin a polysorbat 80; a typickymi ochrannymi &inidlami
su metylparaben, propylparaben abenzoat sodny. Perorélne kvapalné
prostriedky mdzu obsahovat' jednu alebo viacero zloziek, ako su vy$§ie uvedené
sladidla, dochucovacie ¢inidla a farbiva.

Tieto prostriedky sa modzu konvenénymi spdsobmi obalit potahmi
zavislymi od pH alebo od cCasu, takie predmetnd zliCenina sa uvolfiuje
gastrointestinalnom trakte v blizkosti Ziadanej lokélnej aplikacie alebo v réznych
gasoch tak, aby sa prediZil Ziadany Gginok. Tieto davkové formy zahriju, ale
bez obmedzenia sa na ne, jednu alebo viacero znasledovnych zloZiek:
acetatftalat celulézy, ftalat polyvinylacetatu, ftalat hydroxypropyimetylcelulézy,
etylcelulézu, Eudragitové® potahy, vosky a $elak.

PretozZe zli&eniny podla predlozeného vynalezu maju peptidickd povahu,
vhodnym je parenteréine podéavanie (vyhodnejSie intravenézne injekciou) alebo
nazalne podévanie vo forme jednotkovej davkovacej formy. Vhodnymi
jednotkovymi formami sU suspenzie aroztoky, ktoré obsahuji bezpeéné
aucinné mnozstvo zliceniny podla vSeobecného vzorca I. Ak sa podava
parenteralne, tato jednotkova davkovacia forma najvyhodnej$ie obsahuje od 3
do 300 mg zla€eniny podla véeobecného vzorca |.

Prostriedky podia prediozeného vyndlezu mdzu pripadne obsahovat' aj
iné uginné lieciva.

Medzi dalSie prostriedky vhodné na dosiahnutie systémového podavania
predmetnych zltiCenin patria sublinguélne, bukélne a nazéine davkovacie formy.
Takéto prostriedky obsahuju typicky jednu alebo viacero rozpustnych plniacich

latok ako je sachar6za, sorbitol amanitol aspojivda ako je akacia,
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mikrokrystalicka celul6za, karboxymetylceluléza a hydroxypropylmetylcelul6za.
Prostriedky mozu obsahovat' aj vy$sSie opisané klzné ¢inidla, mazadia, sladidla,

farbiva, antioxidacné cinidla a dochucovacie Cinidla.

VI. Spdsoby podavania: Prostriedky podla tohto vynalezu sa mbdzu
podavat’ miestne alebo systémovo. Medzi systémové aplikacie patria akékolvek
sposoby zavedenia zlGéeniny podla vSeobecného vzorca | do telesnych tkaniv,
napr. intraartikularne, intratekalne, epiduraine, intramuskulérne, transdermaine,
intravendzne, intraperitoneélne, subkutanne, sublinguélne, rektélne, nazalne,
pulmonérne a ordlne podévanie. Zluéeniny podla vSeobecného vzorca | podla
prediozeného vyndlezu sa vyhodne podavaju systémovo, vyhodnejSie

parenteralne a najvyhodnejsie intravendznou injekciou.

Specifické davkovanie podavanej zltigeniny, trvanie liecby a to &i je liecba
miestna alebo systémova st na sebe navzdjom nezavislé. Davkovanie a rezim
lieGby bude zavisiet na takych faktoroch, ako je Specificka pouzita zliCenina
podia véeobecného vzorca |, indikécia lieGby, schopnost zliCeniny podia
veobecného vzorca | dosiahnut' minimalne inhibiéné koncentracie v mieste, kde
ma byt metaloprotedza inhibovana, osobné vlastnosti subjektu (ako je
hmotnost), zluéitelnost' s reZzimom liecby a pritomnost' a intenzita akychkolvek

vedlajSich ucinkov liecby.

Typicky sa dospelému &loveku (hmotnosti 70 kg) podéava od 0,003 mg do
300 mg, vyhodnejsie od 0,03 mg do 100 mg zliCeniny podla v$eobecného
vzorca | za def pri systémovom podéavani. Tomu je potrebné rozumiet' tak, Ze
tieto rozsahy davkovania st len prikladom a Ze denné davky mdzu byt upravené

podl'a vy$s$ie uvedenych faktorov.
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Ako je znéme a praktizované v odvetvi, vSetky prostriedky na
parenteralne podavanie musia byt' sterilné. U cicavcov, osobitne u cloveka (s
predpokladanou telesnou hmotnost'ou 70 kg) je vyhodné jednotkové davkovanie
od 0,001 mg do 100 mg.

Vyhodnym spdsobom systémového podavania je intravendzne podavanie.
Ak sa pouziva tento spdsob podavania, jednotlivé davky si od 0,01 mg do 100
mg, vyhodne od 0,1 mg do 100 mg.

Vo vSetkych predchadzajucich sposoboch sa zliceniny podlia
predlozeného vynalezu mdZu podavat samostatne alebo ako zmesi
a prostriedky mdzu obsahovat' aj dalSie lieciva alebo excipiens, ako je to vhodné

pre danu indikaciu.

Zlu€enina podla prediozeného vynalezu sa moze podavat na vhodné
miesto v tele vhodnym sposobom na podavanie liediva. V odvetvi st zname
sposoby na podavanie lieCiva. Vhodnym spdsobom podavania lie¢iva so
zluceninou podla prediozeného vynalezu je napriklad konjugécia s aktivnou
molekulou schopnou transportu cez biologicka bariéru (vid. napr. Zlokovic B.V.:
Pharmaceutical Research 1995, 12, 1395 az 1406). Specificky priklad
predstavuje kondenzovanie zltigeniny podla vynalezu s fragmentmi inzulinu, aby
sa dosiahol transport cez krvni bariéru vmozgu (Fukuta M. aspol.:
Pharmaceutical Res. 1994, 11, 1681 az 1688). V3eobecny prehlad technoldgii
dodavania liediv vhodnych pre zlGéeniny podla vynalezu vid. Zlokovic B.V.:
Pharmaceutical Res. 1995, 12, 1395 az 1406 a Pardridge W.M.: Pharmacol.
Toxicol. 1992, 71, 3 az 10.
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V nasledujucej ¢asti budu podrobnejSie opisané priklady podla vynalezu
s odkazom na pocetné vyhodné uskutoénenia, ktoré su tu uvedené na ilustraciu

a nemaju byt v ziadnom pripade povazované za obmedzujlice vynalez.

V prikladoch sa pouzivaju nasledovné skratky:

OtBu: terc.butoxy [-O-C(CHas)s]

tBu: terc.butyl [-C(CHs)s]

Pbf: pentafluérfenyl

Boc: terc.butyloxykarbonyl

TFA: trifluéroctova kyselina

DMF: N,N-dimetylformamid

Fmoc: 9-fluérfenylmetoxykarbonyl

DPPA: difenylfosforylazid

HOAL: 1-hydroxy-7-azabenzotriazol

HOBt: N-hydroxybenzotriazol

EDCI: hydrochlorid 1-(3-dimetylaminopropyl)-3-etylkarbodiimidu
HATU: O-(7-azabenzotiazol-1-yl)-N,N,N",N -tetrametyluronium-hexafluérfosfat
Pbf: 2,2,4,6,7-pentametyl-dihydrobenzofurén-5-sulfonyl

Pmc: 2,2,5,7,8-pentametyl-chroman-6-sulfonyl

Trt: trityl

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1

Syntéza Ac-a[DYfRWGK]-NHz([M+H]": 1065,2)
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Na zéklade pomeru 0,55 mmol/g substitticie pri Zivici Rink Amide, sa pre -
0,immolarnu syntézu odvazi 0,182 g 2zivice. Vyhotovenie peptidového
syntetizatora PE-ABD 433 sa kontroluje rdznymi prietokovymi testami, aby sa
zabezpecilo presné déavkovanie reakéného éinidla. Fmoc aminokyseliny (Asp-
OtBu, Tyr-OtBu, Arg-Pbf, Trp-Boc, Lys-Boc a Gly) boli komeréne dostupné
v néplniach s obsahom 1 mmol. Odmeria sa Fmoc-ala (311 mg, 1 mmol) a Fmoc-
phe (387 mg, 1 mmol) a prida sa do syntetickych napini. Cerstvo pripraveny
roztok anhydridu kyseliny octovej sa napini do zariadenia do flae v polohe 4.
DalSie reakéné &inidla a roztoky sa ziskaji komeréne a naplnia sa podla navodu
zariadenia. Na syntetizovanie peptidu sa pouzije chemicky program nazvany
NAc-0, 1mmol MonPrePk. Sleduje sa odstranenie chranenia Fmoc a reguluje sa
meranim vodivosti s nastavenym kritériom 5 alebo menej % pre vodivost' pri
porovnani s predoslym cyklom, pri ktorom sa odstrafiuje chranenie. Celkovy
vytazok pre tento rad peptidov (linearny) je lep$i nez 90 %, podla uréenia
analytickou HPLC.

Zivica sa vysusi na vzduchu a prenesie sa do sklenenej ampulky. Prida sa
Cerstvo pripravené Stiepiace &inidlo (2 ml). Reakcia odstrafiujica chranenie
prebieha 2 hodiny pri teplote miestnosti a stdlom mie$ani. Supernantant sa
potom od Zivice oddeli filtrovanim. Zivica sa postupne premyje TFA (2 x 2 ml)
a dva razy destilovanou vodou. Spojené premyvacie roztoky sa extrahuji éterom
(3 x 20 ml). Vrchné (éterova) vrstva sa po kazdej extrakcii odstrani. Peptidovy
roztok sa cez noc vysusi mrazenim. Identita linearneho peptidu sa stanovi
jednak MS tak aj HPLC. Detekuje sa otakavana molekulové hmotnost' peptidu.
Analyticky HPLC profil poukazuje na to, Ze Cistota peptidu je cez 90 %.

Peptidovy prasok sa rozpusti v DMF (15 ml) a prida sa K;HPO, (60 mg).
Reakéna zmes sa ochladi na suchom l'ade a zreaguje s DPPA (70 pl), trasie sa
20 minat aohreje sa na 4 °C. Po 2 hodinach da prida dalsi diel DPPA.
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Cyklizaéna reakcia prebieha celkom 24 hodin. Vo vakuu sa potom DMF odstrani.
Cyklicky peptid sa opéat rozpusti v 50 % kyseline octovej a vycisti sa HPLC na
C8 s obratenymi fazami pouzitim linearneho gradientu 0 az 70 % rozpustadia B
s rozpustadiom A pocas 70 minut pri prietoku 3 mi/min. ZloZenie rozpustadiel
A a B je nasledovné:

A: 0,1 % TFA, 2 % acetonitrilu vo vode, a

B: 0,1 % TFA v 95 % acetonitrilu.
Frakcia sa odobera kazdych 30 sekund. Podiely kazdej frakcie sa analyzuju
jednak MS, tak aj analytickou RP-HPLC. Frakcie, ktoré obsahuju jediné UF
absorpéné maximum 220 nm s o¢akdvanou hmotnostou pre cyklizovany peptid
(IM+H]": 1066,2), sa spoja a lyofilizuji sa. Konecnéa &istota (95 %) peptidu sa
uréi analytickou RP-HPLC spojenych frakcii.

Vyssie uvedeny zoznam cyklickych peptidov sa bez problémov syntetizuje

rovnakym spdsobom ako v priklade 1, avSak s istymi Upravami.
Priklad 2
Syntéza Ac-[DYFRWGK]-NH,([M+H]": 995,1)

Postupuje sa rovnako ako v priklade 1 s tou vynimkou, Zze sa nepouzije
Fmoc-D-Ala.

Priklad 3
Syntéza Ac-a[DyfRWGK]-NH,([M+H]": 1066,2)

Postupuje sa rovnako ako v priklade 1 s tou vynimkou, Ze sa namiesto
Fmoc-D-L-Tyr-OtBu pouzije Fmoc-D-Tyr-OtBu.



Priklad 4

Syntéza Ac-a[EYfRWG(Om)]-NH([M+H]": 1052,1)

Postupuje sa rovnako ako v priklade 1 s tou vynimkou, Ze sa namiesto
Fmoc-Asp-OtBu a Fmoc-Lys-Boc pouzije Fmoc-L-Glu-OtBu a Fmoc-L-Om-Boc.

Priklad 5

Syntéza Ac-a[EYfRWGK]-NH,([M+H]": 1080,2)

Postupuje sa rovnako ako v priklade 1 s tou vynimkou, Ze sa namiesto

Fmoc-L-Asp-OtBu pouzije Fmoc-L-Glu-OtBu.

Priklad 6

Syntéza Ac-a[DYyRWGK]-NH,([M+H]": 1082,2)

Postupuje sa rovnako ako v priklade 1 s tou vynimkou, Ze sa namiesto

Fmoc-D-Phe pouzije Fmoc-D-Tyr-OtBu.

Priklad 7

Syntéza Ac-a[DY(D-Phe(pCl))RWK]-NH([M+H]": 1061,7)

Postupuje sa rovnako ako v priklade 1 s tou vynimkou, Ze sa namiesto
Fmoc-D-Phe pouzije Fmoc-D-Phe(pCl).
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Priklad 8
Syntéza Ac-SYSa]DYfRWGK]-NH,([M+H]": 1403,5)

Postupuje sa rovnako ako v priklade 1 s tou vynimkou, Ze sa na N-konci
peptidu z prikladu 1 pouziju tri dalSie aminokyseliny (Fmoc-L-SerOtBu, Fmoc-L-
Tyr-OtBu a Fmoc-L-Ser-OtBu.

Priklad 9

Syntéza Ac-[EYFRWGK]-NH,([M+H]": 1009,2)

Postupuje sa rovnako ako v priklade 1 s tou vynimkou, Ze sa namiesto
Fmoc-L-Asp-OtBu pouzije Fmoc-L-Glu-OtBu a Fmoc-D-Ala sa nepouzije.

Priklad 10

Syntéza Ac-a[DY(D-Nal)RWK]-NH([M+H]": 1060,2)

Postupuje sa rovnako ako v priklade 1 s tou vynimkou, Zze sa namiesto

Fmoc-D-Phe pouzije Fmoc-D-Nal a Fmoc-L-Gly sa nepouzije.

Priklad 11

Syntéza Ac-a[DYfRWK]-NH,([M+H]": 1009,1)

Postupuje sa rovnako ako v priklade 1 s tou vynimkou, Ze sa nepouZzije

Fmoc-L-Gly.



o

,
rd [ L d

-61- :

Priklad 12
Syntéza Ac-GGGa[DYfRWGK]-NH,([M+H]": 1237,3)

Postupuje sa rovnako ako v priklade 1 s tou vynimkou, Ze sa na konci N-
peptidu z prikladu 1 pouziju tri dalSie aminokyseliny (Fmoc-L-Gly, Fmoc-L-Gly
a Fmoc-L-Gly).

Priklad 13

Syntéza Ac-{DY(D-Nal)RWGK]-NH,([M+H]": 1045,1)

Postupuje sa rovnako ako v priklade 1 s tou vynimkou, 2e sa namiesto
Fmoc-D-Phe pouzije Fmoc-D-Nal a Fmoc-D-Ala sa nepouzije.

Linearne peptidy opisané nizSie v prikladoch 14 az 17 sa syntetizuju

podia rovnakého postupu ako v priklade 1, ale bez cyklizaéného stupiia.
Priklad 14
Syntéza Ac-[DY(D-Nal)RWGK]-NH,([M+H]": 1045,1)

Postupuje sa poda prikladu 1 stou vynimkou, Ze sa Fmoc-L-Gly
nepouzije.

Priklad 15

Syntéza Ac-aEYfRWGK-NH,([M+H]": 1098,2)
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Postupuje sa podla prikladu 1 s tou vynimkou, Zze sa namiesto Fmoc-L-
Asp-OtBu pouzije Fmoc-L-Glu-OtBu.

Priklad 16
Syntéza Ac-aDYfRWGK-NH([M+H]": 1084,2)
Zlucenina je rovnaka ako v priklade 1 ale bez cyklizacie.
Prikiad 17
Syntéza Ac-aDYfRWG(Om)-NHx([M+H]": 1070,1)

Postupuje sa podla prikladu 1 s tou vynimkou, Ze sa namiesto Fmoc-Lys-

Boc pouzije Fmoc-L-Om-Boc.
Priklad 18

Syntéza [(5-Ava)YIRW(5-Ava)[((M+HT": )
YfRW

o =/ \NH

NH(CH;)sCONH(CH)s

Postupuje sa podia prikladu 1. Pouziji sa nasledovné Fmoc chranené
aminokyseliny: Y, f, R, W, 5-Ave; nepouziju sa tieto Fmoc chranené kyseliny: D,
a, Gak
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Priklad 19

Syntéza [(5-Ava)YRW] ([M+H]": )
YRW

AN

NH

e

(CHy)s

/N

Postupuje sa podla prikladu 1. Pouziju sa nasledovné Fmoc chranené
aminokyseliny: Y, f, R, W, 5-Ave; nepouziju sa tieto Fmoc chrénené kyseliny: D,
a,Gak

Priklad 20

Syntéza [(6-Ahx)YfRW] ([M+H]": )
YfRW

/\
\/

(CHa)s

Postupuje sa podla prikladu 1. Pouziju sa nasledovné Fmoc chranené
aminokyseliny: Y, f, R, W, 6-Ahx; nepouziju sa tieto Fmoc chrénené kyseliny: D,
a,Gak



Priklad 21

Syntéza Ac-[DYFRWG(Orn)]-NHz([M+H]": 980,2)

Postupuje sa podfa prikladu 1 s tou vynimkou, Ze sa namiesto Fmoc-Lys-Boc

pouzije Fmoc-L-Orn-Boc a Fmoc-D-Ala sa nepouzije.

Priklad 22

Syntéza Ac-[DYf(homoArg)WGK]-NH,([M+H]": 1008,6)

Postupuje sa podia prikladu 1 s tou vynimkou, Ze sa namiesto Fmoc-L-Arg-Pbf

pouzije Fmoc-homoArg-(Pmc) a Fmoc-D-Ala sa nepouzije.

Priklad 23

Syntéza [GGYfRWGGG] ([M+H]": 938,5)

Postupuje sa podla prikiadu 1 stou vynimkou, Ze sa nepouzije Fmoc-D-Ala,
Fmoc-Asp-OtBu a Fmoc-Lys-Boc a na N-konci, respektive C-konci peptidu sa
pouziju dalsie dve aminokyseliny (Fmoc-Gly, Fmoc-Gly).

Priklad 24

Syntéza Ac-[DYfHWGK]-NH,([M+H]': 975,5)

Postupuje sa podla prikladu 1 s tou vynimkou, Ze sa namiesto Fmoc-L-Arg-Pbf

pouzije Fmoc-L-His-Trt a Fmoc-D-Ala sa nepouZije.
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Priklad 25
Syntéza Ac-[DYfR(D-Nal)GK]-NH,([M+H]": 1043,4)

Postupuje sa podla prikladu 1 stou vynimkou, Ze sa namiesto Fmoc-L-Trp
pouzije Fmoc-D-Nal a Fmoc-D-Ala sa nepouzije.

Priklad 26
Syntéza Ac-NIIe[DYfRWGK]-NHz([M+H]+: 1191,7)

Postupuje sa podla prikladu 1 stou vynimkou, 2e sa namiesto Fmoc-D-Ala
pouzije Fmoc-L-Nle.

Priklad 27
Syntéza Ac-a[DHfRWGK]-NH([M+H]": 1039,4)

Postupuje sa podia prikladu 1 s tou vynimkou, Ze sa namiesto Fmoc-L-Tyr-OtBu
pouzij2 Fmoc-L-His-Trt.

Priklad 28
Syntéza Ac-a[D(homoTyr)fRWGK]-NH,([M+H]": 1079,2)

Postupuje sa podla prikladu 1 s tou vynimkou, Ze sa namiesto Fmoc-L-Tyr-OtBu
pouzije Fmoc-L-homoTyr-OtBu.
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Priklad 29

Syntéza Ac-a[DFFRWGK]-NH,([M+H]": 1049,5)

Postupuje sa podla prikladu 1 s tou vynimkou, Zze sa namiesto Fmoc-L-Tyr-OtBu
pouzije Fmoc-L-Phe.

Priklad 30

Syntéza Ac-Nie[DHyRWK]-NH,([M+H]'": 1040,6)

Postupuje sa podla prikladu 1 stou vynimkou, Zze sa namiesto Fmoc-D-Ala
pouzije Fmoc-Nle, namiesto Fmoc-L-Tyr-OtBu sa pouzije Fmoc-His-Trt a Fmoc-
L-Gly sa nepouzije.

Priklad 31

Syntéza Ac-a[DYFRWG(Orn)]-NHz([M+H]": 1051,5)

Postupuje sa podla prikladu 1 s tou vynimkou, Ze sa namiesto Fmoc-L-Lys-Boc

pouzije Fmoc-L-Orn-Boc.

Mnoho zliéenin podl'a tohto vynélezy, vratane tych, ktoré su opisané vo
vyssie uvedenych $pecifickych prikladoch, sa mdZe vyrobit na pevnom nosici
pomocou automatizovaného syntetizatora peptidov, ako je PE-ABD 433. Iné
Struktary v8ak mozu vyzadovat' metodolégiu, ktoré sa nemdze lahko prispdsobit
syntetizatoru. Pre tieto produkty je vyhodnejSia syntéza vo faze roztoku. Nizsie
opisané priklady ilustruju aplikdciu jednak automatizovanej syntézy na pevnom

nosici tak aj pripravu v roztoku.
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Priklad 32

Syntéza N-{3-[9-benzyl-12-(4-hydroxy-benzyl)-3-(1H-indol-3-ylmetyl)-2,5,8,11,14-
-pentaoxo-1,4,7,10,13-pentaaza-cyklopentakos-6-yl}-propyl}-guanidinu

a) Stupen 1:

o
ozz\ NH,
Tm
0~ "OMe H
©/ HOBL, EDCI, NMM o N
— HN N HN )

(1) o>'=
s I

Zmes didpetidu (1, 0,233g, 0,5 mmol), metylesteru L-tryptofanu (2,
0,127g, 0,5 mmol), HOBt (0,135g, 1,0 mmol) a N-metylmorfolinu (0,17 ml, 1,5
mmol) v dimetylformamide (1 ml) sa necha zreagovat' s EDCI (0,115 g, 0,6
mmol) a miesa sa cez noc pri teplote miestnosti. Spracovanim reakénej zmesi
svodou (30 ml) sa vytvori zrazenina surového produktu, ktory sa oddeli
dekantovanim kvapaliny. Surovy produkt sa opét' zmieSa s vodou, prefiltruje sa,
premyje sa vodou a vycCisti sa na kolone so silikdgelom, ellicia roztokom
dichlérmetanu s metanolom. Vytazok tripeptidu (3) je 0,26 g.
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b) Stupen 2:

O2N

N\ NH, 0N

N\ NH,

N” rm

U %}J\@ e Ngf" ¢ :

+H3N  H HN /

p-TsO-
O:z (4)

OMe

Tripeptid (3, 0,26 g) sa necho zreagovat' s 25 % (obj.) roztokom kyseliny
trifludroctovej v dichlérmetane 2 hodiny pri teplote miestnosti. Reakéna zmes sa
zriedi 1,2-dichléormetanom (10 ml), nechd sa zreagovat s hydratom p-
toluénsulfonovej kyseliny (95 mg, 0,5 mmol) a pri znizenom tlaku sa odpari.
Ziska sa 0,34 g produktu (4).

0.OH
c) Stupen 3: om
NH Nx ?
ON NH
NaNH2 {CHy); NHBoc
[o] H
on o (5 ©/ o N
o H TR e
'/l( o N HOBt, EDCI. NMM [
©/ N \ o
HN  H HN - NH oM
p-TsO- DMF
o “ 0% N(CH,), NHBoc

OMe

;0 (6)

Na reakciu zluéeniny 4 (0,344 g, 0,46 mmol) a 5 (0,262 g, 0,46 mol) sa
aplikuje rovnaky ako vyssie uvedeny postup pre zliéeninu 3. Surovy produkt sa
vycisti na koldne so silikagelom, ellicia roztokom etylacetatu a metanolu (9:1).

Ziska sa 0,21 g zlG¢eniny podi'a vzorca 6.
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d) Stupen 4:

N§( ) < _NH, N NH2
NH NH NH
H
XL o g N
2 Sgaty
N
NHOH BN NaOH o NH H N TFA NH T
—_—_—

NH OMe NH oH
S 0% (CH,), NHBoc (CH3)y (NHBoc OA\(C“':MN":
0

| é @ éo ™ éo ®

Tetrapeptid (6, 0,233 g, 0,21 mmol) v tetrahydrofurane (5 ml) sa miesa s
1N NaOH (0,5 mi) 3 hodiny pri teplote miestnosti. Kyslost' reakénej zmesi sa
upravi 1N HCI na pH 2 a zamieSa sa medzi vodu a etylacetat. Vodna vrstva sa
opakovane extrahuje cerstvym etylacetatom, spojené organické extrakty sa
premyju 0,1 N HCI, vysusia sa nad bezvodnym siranom horecbatym a prefiltruja

sa. Zahustenim pri znizenom tlaku sa ziska 0,226 g produktu podla vzorca 7.

Surovy zvysok (7) sa mieSa 2 hodiny pri teplote miestnosti s 25 % (obj.)
roztokom kyseliny trifludroctovej v dichlérmetane (2 ml). Reakéna zmes sa zriedi
1,2-dichlormetanom (10 ml) a odpari sa pri znizenom tlaku. ZvySok sa vyCisti
HPLC (C4, obratené faze), elicia linearnym gradientom 0,1 % vodnej kyseliny

trifluéroctovej a acetonitrilu. Ziska sa 0,155 g zluéeniny podla vzorca 8.
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e) Stupen 5:

ON
NaNH2
NH N°2
1 Oy, /o
HATU o
HOAL
JH HN
NH N HN DIPEA H

Tetrapeptid (8, 100 mg, 0,1 mmol), HATU (46 g, 0,12 mmol) a HOAt (14
mg, 0,1 mmol) sa umiestni do suchej banky s argénovou atmosférou. Prida sa
dimetylformamid (100 ml) a banka sa ochladi v ladovom kupeli na 0 °C. Prida sa
DIPEA (0,053 ml, 0,3 mmol) areakéna zmes sa mieSa 3 hodiny v ladovom
kupeli. Po odpareni rozpustadia pri znizenom tlaku sa surovy materiél rozdeli na
kolone silikagelu, elucia roztokom (15:1) dichlérmetanu a metanolu. Ziska sa 90

mg makrocyklického produktu (9).

f) Stupen 6:

No2

P HH,

@A ,JLM{ QD raony CF Q:G
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Makrocyklicka zltGgenina (9, 0,09 g) sa hydrogénuje v etanole (20 ml) s 20%
(hmotn.) Pd(OH), pri 317 kPa 48 hodin. Katalyzator sa odstrani odfiltrovanim na
Celite. Po odpareni filtratu sa surovy produkt vycisti na HPLC (koldna C4, obratené
faze) linearnym gradientom 0,1 % vodnej kyseliny triflubroctovej a acetonitrilu.
Ziska sa tak konecny produkt N-{3-[9-benzyl-12-(4-hydroxy-benzyl)-3-(1H-indol-3-
ylmetyl)-2,5,8,11,14-pentaoxo-1,4,7,10,13-pentaaza-cyklopentakos-6-yi]-propyl}-
guanidin (10).

Priklad 33

Syntéza 12-benzoylamino-9-benzyl-6-(3-quanidino-propyl)-5,8,11-trooxo-1,14-
dioxa-4,7,10-triaza-cyklooktadekan-3-karboxylovej kyseliny, naftalén-1-ylamidu

a) Stupen 1.

!?oc

0
Boc H"N\/l(
i 0 \ ®
H=N__I 1) NaH/DMF $ OeHzN
- OH . \
y 2) allylbromid 0
OH 3) dicyklohexylamin /5

2

Roztok Boc-Ser-OH (1, 2,05 g, 10 mmol) v DMF (30 ml) sa prida ku
mieSanej suspenzii hydridu sodného (60 % (hmotn.) v mineralnom oleji, 880 mg,
22 mmol) v DMF (30 ml) pri 0 °C. Po skonéeni uvolfiovania vodika sa ku mlieéne
zafarbenému roztoku prida allylbromid (0,95 ml, 11 mmol). Vysledﬁé zmes sa
mieSa 5 hodin pri teplote miestnosti. Ziska sa &isty roztok. Rozpustadio sa vo
vakuu odstrani, prida sa voda (50 ml) a vodny roztok sa extrahuje éterom (2 x 20
ml).  Kyslost' vodného roztoku sa pridanim 1,0 N HCl zmeni na pH 3,0

a extrahuje sa etylacetadtom (5 x 20 ml). Spojené etylacetatové extrakty sa
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premyju vodou (20 ml), vodnym roztokom chloridu sodného (20 ml) a vysusi sa
nad bezvodym siranom horecnatym. Zahustenim sa ziska surovy Boc-Ser(allyl)-
OH (1,96 g) ako svetloZity olej. Roztok tohto oleja v éteri (30 ml) sa necha
zreagovat' s dicyklohexylaminom (1,594 ml, 8,0 mmol), rozpustadio sa odstrani
a zvySok sa rozotrie so zmesou etylacetatu s hexanom (1:9). Ziska sa zlG&enina
podla vzorca 2 (2,26 g) ako bezfarebna pevna latka. Dalsie mnozstvo (0,58 g)

sa izoluje po rozotreni roztoku ako bezfarebna pevna latka.

b) Stuper 2:

m i

‘:,) N NO,
H o NK
N 2
I KI L \ga NO.
Boe H\N, (o] 2

OMe

_ p-TSA’ 3 ”,
H N\/K 0 fl LN O
'e) HZN HOBY, EDCI, NMM Boc, \)\_NH H r
O DMF ”,N : OMe

p "%

Zmes dipeptidu (3, 1,382 g, 2,56 mmol), DCA soli Boc-Ser(allyl)-OH (2,
1,067 g, 2,5 mmol), HOBt (0,338 g, 2,5 mmol) a N-metylmorfolinu (0,6 ml, 5,5
mmol) v DMF (40 ml) sa necha zreagovat' s EDCI (0,527 g, 2,75 mmol) a miesa
sa 16 hodin pri teplote miestnosti. Reakéna zmes sa zriedi etylacetatom (300 ml)
a premyje sa postupne vodou (50 ml), 5% (hmotn.), vodnou kyselinou citrénovou
(2 x 25 ml), 5% (hmotn.) vodnym hydrogénuhli¢itanom sodnym (2 x 25 ml)
a vodnym roztokom chloridu sodného (25 ml). Etylacetatovy roztok sa vysusi
nad zmesou bezvodného siranu sodného a hore¢natého a zahusti sa. Ziska sa

zluCenina podla vzorca 4 (1,519 g) ako bezfarebny sirup.
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c) Stupen 3:

H NHZ H NH2
N\« N\«
N—-NO, N-NO,
0 o]
, (o] ‘,, L (8]
Q N 1) DCM-TFA/H,0 N
Boc H DORM T prsv @ 30, B
‘N NH OMe 2) p-TSA H; OMe
H H :'\
~o (0]

Kyselina triflubroctova (6,0 ml) sa pri teplote miestnosti prida k mieSanej
zmesi  Boc-Ser(allyl)-D-Phe-Arg(NO;)-Ome (4, 11,519 g, 2,5 mmol),
dichlérmetanu (30 ml) avody (0,6 ml). Po 3 hodinach mieSania pri teplote
miestnosti sa pridd hydrat p-toluénsulfonovej kyseliny (0,380 g, 2,00 mmol)
a prchavé zlozky sa vo vakuu odstrania. Rozotrenim zvy3ku s éterom (50 ml) sa
ziska zlucenina podl'a vzorca 5 (1,46 g) ako takmer biela pevna latka.

d) Stupen 4:

H NH,
N 0 NH,

N-NOy,
o OH N—NO,

TSA° ® 3 'HLE ° HOB!
P L, EDCI, NMM
HJN\)*NH OMe DMF H}NH
o :

v 5

Zmes tripetidu (5, 1,46 g, 2,15 mmol), kyseliny benzoovej (0,263 g, 2,15 mmol),
HOBt (0,291 g, 2,15 mmol) a N-metylmorfolinu (0,52 ml, 4,7 mmol) v DMF (22
ml) sa necha zreagovat s EDCI (0,454 g, 2,37 mmol) a mieSa sa 16 hodin pri
teplote miestnosti. Reakéna zmes sa zriedi etylacetatom (220 ml) a postupne sa
premyje vodou (50 ml), 1N HCI (2 x 25 mi), 1N vodnym hydrogénuhli¢itanom
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sodnym (2 x 25 ml) a vodnym roztokom chloridu sodného (25 ml). Etylacetatovy
roztok sa vysuSi nad zmesou bezvodného siranu sodného a horeénatého

a zahusti sa. Ziska sa zlicenina podla vzorca 6 (1,6 g) ako bezfarebna pevna

latka.
e) Stupen 5:
H o NH H
N 1 ? N\«N”z
o N-NO, Q N-NO,
o "'r‘LN 0 1) 1 N NaOH "'KE o
— . 0 N
H Yy H 2) 1 NHCI H
©\|(N : OMe @L'(n / NH OH
0 -\o H

Vo g,

Vodny hydroxid sodny (1,0N, 3,0 ml, 3,0 mmol) sa prida k mieSanému
roztoku esteru benzoyl-tripeptidu (6, 1,10 g, 1,80 mmol) v metanole (18 ml) pri
teplote miestnosti. Vysledna zmes sa miesa 2,5 hodiny pri teplote miestnosti.
Prchavé zloZzky sa odstrania na rotaénom odparovacom zariadeni. Zvysok sa
rozpusti vo vode (20 ml), kyslost' roztoku sa upravi pridanim 1N HCI (3,2az3,5
ml) na pH 3 aextrahuje sa etylacetdtom (1 x 70 ml, 2 x 25 mi). Spojené
etylacetatové extrakty sa vysusia nad bezvodnym siranom sodnym a zahusti sa
vo vakuu. Rozotrenie zvySku s éterom poskytne zli¢eninu podra vzorca 7 (0,884

g) ako bezfarebmu pevnu latku.

f) Stupern 6:
NH,
Boc 8
i (o) Boc
—N EDCI, NMM, HOB y O
O “H,N NH

DMF

\/\0/’1
0/':
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N-Metylmorfolin (0,33 ml, 3,0 mmol) sa prikvapka k mie§anej zmesi DCA
soli Boc-Ser(allyl)-OH (2, 1,067 g, 2,5 mmol), 1-naftylaminu (8, 0,358 g, 2,5
mmol), HOBt (0,338 g, 2,5 mmol) a EDCI (0,527 g, 2,75 mmol) v DMF (28 ml) pri
0 °C. Vysledna zmes sa mie$a 0,5 hodiny pri 0 °C a potom 16 hodin pri teplote
miestnosti. Reak&na zmes sa potom zriedi etylacetatom (200 ml) a postupne sa
premyje vodou (50 ml), 1N HCI (2 x 25 ml), 1N vodnym hydrogénuhli¢itanom
sodnym (2 x 25 ml) a vodnym roztokom chloridu sodného (20 ml). Etylacetatovy
roztok sa vysusi nad bezvodnym siranom sodnym a zahusti sa na hnedy olej,
ktory (podla analyzy HPLC/MS) pozostava zo zmesi dvoch zlG&enin podla
vzorcov 8 a 9. Tato surova zmes sa vycisti na HPLC (C4, obratené faze), elucia
linearnym gradientom 0,1% vodnej kyseliny trifluéroctovej a acetonitrilu. Ziska sa
0,26 g zluceniny podl'a vzorca 9.

f) Stupen 7:
32:12 PTSA ®
H— 1) DCM-TFA/H,0 HyN
\ NH 2) p-TSA Q/(NH
gee :
/5 /5
9 10

Kyselina trifluéroctova (1,0 ml) sa pri teplote miestnosti prida k mieSanej
zmesi Boc-Ser(allyl)-1-naftamidu (9, 0,26 g, 0,702 mmol), dichlérmeténu (5,0 mi)
a vody (1,0 ml). Po 88 hodinach mieSania a pri teplote miestnosti sa prida hydrat
p-toluénsulfénovej kyseliny (0,133 g, 0,7 mmol) a prchavé Zlozky sa odstrania vo
vakuu. Rozotrenim zvysku so zmesou éter/hexan (1:1,25 ml) sa ziska zltiéenina
podfa vzorca 10 (0,311 g) ako hneda latka.
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h) Stupen 8:

pTSA ®
H,N

Nn,

o™
H H
Q{Nj}h NH OH HOBY, EDCI, NMM }NH ”"\,U\

OK%, " \OH ,5“

N-Metylmorfolin (0,18 mi, 1,61 mmol) sa prikvapkd do zmesi benzoyl-
tripeptidovej kyseliny (7, 0,436 g, 0,73 mmol), p-TSA soli H-Ser(allyl)-1-
naftamidu (10, 0,322 g, 0,73 mmol), HOBt (0,099 g, 0,73 mmol) a EDCI (0,154 g,
0,803 mmol) v DMF (6 ml) pri 0 °C. Vysledna zmes sa miesa 0,5 hod. pri 0 °C
apotom 16 hod. pri teplote miestnosti. Reakéna zmes sa potom zriedi

etylacetatom (100 ml) a postupne sa premyje vodou (15 ml), 1N HCI (2 x 10 ml),
vodou (15 ml), 1N vodnym hydrogénuhli¢itanom sodnym (2 x 10 ml) a vodnym
roztokom chloridu sodného (2 x 10 ml). Etylacetatovy roztok sa vysus$i nad
zmesou bezvodného siranu sodného a horecnatého, zahusti sa vo vakuu
a zvySok sa potom rozotrie s éterom (50 mi). Ziska sa zlu¢enina podl'a vzorca 11

(0,531 g) ako svetlohneda pevna latka.

i) Stupen 9:

cu, ’.’C_Y_: Ph H_NHz

{
N-N " ey N-NO,
gy
fll\ - . o ,’lL N 0 o
NH
NH HN
A (RCM) Q\‘?Nf _,\JLNH

° f% /;o § b

1 13
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Odplyneny roztok Grubbovho katalyzatoru (12, 0,0504 g, 0,061 mmol)
v chloroforme (5,0 ml) sa prida k premieSanému a odplynenému roztoku dienu
(11, 0,260 g, 0,306 mmol) v chloroforme (20 ml) pri teplote miestnosti. Vysledny
purpurovy roztok sa miesa pri teplote miestnosti v argénovej atmosfére 22 hodin.
Prida sa viacej katalyzatora (0,0504 g) v chloroforme (5,0 ml) a zmes sa mie$a 5
hodin pri teplote miestnosti. Opat sa prida viacej katalyzatora (0,0504 a)
v chloroforme (5,0 ml). Po 60 hodinach miesania pri teplote miestnosti sa prida
trietylamin (3,0 ml) a roztok sa zahusti na rotaénom odparovacom zariadeni.
Zvysok sa chromatografuje na silikageli, elicia etylacetatom a zmesou (1 :9)
etylacetatu s metanolom. Ziska sa surovy produkt (0,125 g), ktory sa vyéisti na
kolone HPLC (C4, obratené faze), elicia linearnym gradientom 0,1% vodnej
kyseliny trifluéroctovej s acetonitrilom. Ziska sa tak ziugenina podla vzorca 13 (8

mg) ako zmes (1:1) E a Z izomérov.

j) Stupeni 10:

H N, H  NH,

N--NO, NH
0

@N _}’ ”:‘\JL MeOH @\"%N_}” HN\,/(
Rt do °

14
Roztok makrocyklu (13, 8 mg, 0,097 mmol) v metanole (10 ml) sa neché
zreagovat's 10% (hmotn.) palédiom na sirane barnatom (neredukovany, 1 mg)
atrepe sa 48 hodin v atmosfére vodika (281 kPa). Katalyzator sa odstrani
filtrovanim na Celite arozpustadlo sa vo vakuu odstrani. Ziska sa zltiéenina
podla vzorca 14 ako bezfarebné sklo. Spracovanie tohto skla v metanole
s kyselinou trifluéroctovou s nasledujlicim odstranenim prchavych zloziek
a lyofilizaciou zvySkov od zmesi 5% acetonitrilu vo vode poskytio TFA sol
zluCeniny podla vzorca 14 (8 mg) ako takmer biely prasok.
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B. Prostriedok a priklady spdsobu
Priklad A

Obézna Zena vaziaca 130 kg sa podla tohto sposobu lieci tak, aby sa
znacéne zredukovala jej hmotnost. Konkrétne — kazdy deri pocas 6 mesiacov sa

intravenéznou injekciou podava 15 ml vodného roztoku obsahujuceho

zlozka ' koncentracia (mg/ml)

zlaéenina z prikladu 1 5
hydrogénsiran sodny 1

chlorid sodny 7
chlérbutanol 5

kyselina citrbnova 10

sterilna voda g.s. do 1 ml
hydroxid sodny na Gpravu pH na 5

Na konci lieCebného procesu pacientka vykazovala meratelnu stratu

hmotnosti.
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PATENTOVE NAROKY

1. Cyklicky peptidovy analdg, ktory ma struktaru podf'a véeobecného vzorca .

B
r" I X h
! nr o f P 9
M~CR—C—N—CR— C—N

R—C—N—CR—C—N-CR—w
(CHZ) C“z | ! CH
m ( )n (CR R! )p ( I z)q
D G

E (o,

v ktorom

A) kazdé m, n a q je nezavisle vybrané z ¢isiel od 0 do 4 a p znamena ¢&islo od
0do 5.

B) X, ktoré znamena $tyri substituenty na fenylovom kruhu iné nez E a —(CH;)-m,
je nezavisle vybrana z atému vodika, atému halogénu, skupiny OR®, -SR®, -
NR’R?, -N(R®)SOR*-, -SOR*-, -SONR°R®, alkylu, alkénu, alkinu,
kyanovej skupiny, nitroskupiny, skupiny CFs, arylu, heteroarylu, cykloalkylu
a heterocykloalkylu a -(CH,),-PO,HR", kde r znamena &islo 0 az 10 a R" je
vybrana z hydroxylu, atému vodika a alkylu, kde kaZd4 R8 aj R8 je nezavisle
vybrana zatému vodika, alkylu, acylu, heteroalkylu, arylu, heteroarylu,
cykloalkylu a heterocykloalkylu a R®" je vybrana z atému vodika, alkyly,
heteroalkylu, cykloalkylu a heterocykloalkylu, alebo dve skupiny X mézu
spolocne vytvorit' kondenzovany kruh s uvedenym fenylovym kruhom.

C) E je vybranad zatému vodika atému halogénu, -OR™, -SR™, -NR™R'™
-N(R®)SO, R™’-, -80, R™-, -80,NR® R™ a —(CH,)PO,HR® kde r
znamend €islo 0 az 10 a R™ je vybrana z hydroxylu, atému vodika a alkylu,
alkylu, alkénu, alkinu, kyanovej skupiny, nitroskupiny, skupiny CFa, arylu,
heteroarylu, cykloalkylu a heterocykloalkylu, za predpokladu, ze X znamena
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atém vodika, E neznamend atém vodika, kde kazda R™ aj R'™ je nezavisle
vybrana z atomu vodika, alkylu, acylu, heteroalkyiu, arylu, heteroarylu,
cykloalkylu a heterocykloalkylu a R™" je vybrana z atému vodika, alkyly,
heteroalkylu, arylu, heteroarylu, cykloalkylu a heterocykloalkylu,

D) Z znamena jeden alebo viacero substituentov nezavisle vybranych z atému

E)

F)

vodika, hydroxylu, atému halogénu, tiolu, skupiny OR®, -SR®, -NR°R?’, alkylu,

acylu, alkénu, alkinu, kyanoskupiny, nitroskupiny, arylu, heteroaryly,

cykloalkylu a heterocykloalkylu, kde kazdé R® aj R® je nezavisle vybrana

z atému vodika, alkylu, acylu, heteroalkylu, arylu, heteroarylu, cykloalkylu

a heterocykloalkylu, alebo niektorej skupiny Z mdzu vytvorit kondenzovany

kruh s uvedenym fenylovym kruhom,

D je vybrand zo skupiny —-N(R)C(=NR*NR‘R’, pripadne substituovaného

imidazolového kruhu a skupiny -NR*R®, pri¢om

1) R? aR® su nezavisle vybrané z atomu vodika, alkylu, alkénu a alkinylu,
alebo R? aR® spoloéne s atdmami, na ktoré st naviazané, sa spoja pri
vzniku heterocykloalkylu alebo heteroarylu, alebo R? a R* spologne
s atbmami, na ktoré s naviazané, sa spoja pri vzniku heterocykloalkylu
alebo heteroarylu, alebo R? aR* spoloéne s atémami, na ktoré su
naviazané, sa spoja pri vzniku heterocykloalkylu alebo heteroaryiu, alebo
R® a R? spoloéne s atémami, na ktoré su naviazané, sa spoja pri vzniku
heterocykloalkylu alebo heteroarylu, a

2) R* aR® st nezavisle vybrané z atému vodika, alkylu, alkénu a alkinu
alebo R* a R® spolo¢ne s atémami, na ktoré su naviazané, sa spoja pri
vzniku heterocykloalkylu alebo heteroarylu,

kazdd R' aj R" je nezavisle vybrand zatému vodika, alkyly, arylu

a heteroarylu alebo dve skupiny R' spoloéne s atémami, na ktoré su

naviazané, sa spoja pri vzniku cykloalkylového alebo arylového kruhu, alebo

R' a R? (ak je pritomna) spoloéne s atbmami, na ktoré st naviazané, sa spoja

pri vzniku heterocykloalkylu alebo heteroarylu, alebo R' aR® (ak je
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pritomna) spolo¢ne s atdmami, na' ktoré st naviazané, sa spoja pri vzniku
heterocykloalkylu alebo heteroarylu, alebo R' a R* (ak je pritomna) spologne
s atdbmami, na ktoré si naviazané, sa spoja pri vzniku heterocykloalkylu
alebo heteroarylu,

G) G je vybrand zpripadne substituovaného' bicyklického arylového kruhu
a pripadne substituovaného bicyklického heteroarylového kruhu,

H) kazda R' je nezavisle vybrand zatému vodika, alkylu, alkénu, alkinu,
arylu, heteroarylu a cykloalkylu, akazda R je nezavisle vybrana z atomu
vodika, alkylu, alkénu, alkinu, arylu, heteroarylu a cykloalkylu, alebo skupina
R"' sa mdze spojit' s prifahlou skupinou R pri vzniku kruhu,

I) W je vybrana z kovalentnej vazby skupiny —CH,- a -C(=0)-,

J) M’ je vybrana z kovalentnej vazby skupiny —N- a skupiny -CH a

K) B znamena pripadne substituovant mostikovu skupinu, ktora viaze M"a W pri
vzniku kruhu a obsahuje bud kovalentnu vézbu alebo idénovi vazbu, pricom
ak mostikova skupina obsahuje iénova vézbu, nie je substituovana alebo je
substituovana nie s viacerymi ako 3 aminokyselinovymi zvyskami,

s tym, Ze ak zlu€enina obsahuje menej nez 25 atémov v kruhu, potom fenylovy

kruh substituovany skupinou Z mé D-konfiguraciu (,D-Phe* alebo 1), adalej

s tym, Ze ak B obsahuje dva alebo viacero Cys zvy$kov, ktoré tvoria jednu alebo

viacero disulfidovych vézieb, uvedena disulfidova véazba (vézby) nie je potrebna

pre existenciu cyklického peptidového analégu podi'a veobecného vzorca I.

2. Cyklicky peptidovy analég podla naroku 1, vktorom D znamena skupinu
~N(R*C(=NR*NR*R®.

3. Cyklicky peptidovy analég podla ktoréhokolvek z nérokov 1 alebo 2, v ktorom
R? R®, R*a R® st nezavisle vybrané z atému vodika a alkylu.
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4. Cyklicky peptidovy analog podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 2, v ktorom G
je vybrana z pripadne substituovaného naftylénu a pripadne substituovaného

indolu.

5. Cyklicky peptidovy analég podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 4, v ktorych
kazda X je vybrana z atdbmu vodika, hydroxylu, atdmu halogénu, skupiny
-OR®, -NR°R®, alkylu, kyanovej skupiny, nitroskupiny, arylu, heteroaryly,
cykloalkylu a heterocykloalkylu (vyhodne je X vybrana zatému vodika,
hydroxylu, atému halogénu, skupiny -OR®?, -NR°R®, alkylu, kyanovej skupiny
a nitroskupiny) a Z je vybrana z atému vodika, hydroxylu, atdbmu halogénu,
skupiny —OR®, -NR°R®, alkylu, kyanoskupiny, nitroskupiny, arylu, heteroarylu,
cykloalkylu a heterocykloalkylu (vyhodne z atdbmu vodika, hydroxylu, atému

halogénu, skupiny —OR®, -NR’R?, alkylu, kyanoskupiny a nitroskupiny).

6. Cyklicky peptidovy analég podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 5, v ktorych

kazda R' aj R' je nezavisle vybrana z atému vodika a alkylu.

7. Cyklicky peptidovy analég podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 6, v ktorych
kazdad R" je nezavisle vybrana z atému vodika aalkylu a kazda R je

nezavisle vybrana z atému vodika, alkylu a cykloalkylu.

8. Cyklicky peptidovy analég podla ktoréhokolvek z nérokov 1 az 7, v ktorych B
obsahuje len kovalentné vazby, vyhodne B obsahuje 25 az 27 atémov
v kruhu.

9. Cyklicky peptidovy analég podl'a ktoréhokolvek z nérokov 1 az 8, v ktorych B
obsahuje tri aminokyseliny, priom intramolekularny amid je tvoreny
chemickym kondenzovanim aminovej skupiny v postrannom retazci jednej
z aminokyselin a karboxylovej skupiny v postrannom retazci druhej

aminokyseliny.



-83-

10. Cyklicky peptidovy anal6g podl'a ktoréhokolvek z narokov 1 az 7, v ktorych B

obsahuje ibnova vézbu, B vyhodne obsahuje od 26 do 29 atémov uhlika.

11. Cyklicky peptidovy analég, ktory mé $truktiru podl'a véeobecného vzorca A

Rn

R 0 '

e B b o R oom
|

M'_ (l:R— C—N-— (I:R___ é_ b"_ ] |

CR—C—N—CR—W
CH; CH,

|
Inpt'
(CR'R), s CHy
N-R?
J 3
C=N-R Y

Q
(A),

OH RY RS

v ktorom

A) X, ktoré znamena $tyri substituenty na fenylovom kruhu iné nez —Oh a
—CHgz—, je nezavisle vybrana z atému vodika, atému halogénu, skupiny OR® -
SR®, -NR°R?, -N(R®)SO,R®* -, -SO,R*"-, -S0,-NR°R® a ~(CH;,),-PO,HR"™ kde r
znamena &islo 0 az 10 a R™ je vybrané z hydroxylu a alkylu, alkylu, alkénu,
alkinu, kyanovej skupiny, nitroskupiny, skupiny CF;, arylu, heteroarylu,
cykloalkylu a heterocykloalkylu, kde kazda R® aj R* je nezavisle vybrana
z atomu vodika, alkylu, acylu, heteroalkylu, arylu, heteroarylu, cykloalkylu
a heterocykloalkylu a R®" je vybrana z atému vodika, alkylu, heteroalkyly,
arylu, heteroarylu, cykloalkylu a heterocykloalkylu, alebo dve skupiny X
mozu spolocne vytvorit' kondenzovany kruh s uvedenym fenylovym kruhom,

B) Z znamena jeden alebo viacero substituentov nezavisle vybranych z atému
vodika, hydroxylu, atému halogénu, tiolu, skupiny OR®, -SR®, -NR°R®, alkylu,
acylu, alkénu, alkinu, kyanoskupiny, nitroskupiny, aryluy, heteroarylu,
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cykloalkylu a heterocykloalkylu, kde kazda R® aj R* je nezavisle vybrana
z atdbmu vodika, alkylu, acylu, heteroalkylu, arylu, heteroarylu, cykloalkylu
a heterocykloalkylu, alebo niektorej skupiny Z mézu vytvorit kondenzovany
kruh s uvedenym fenylovym kruhom,

C) Q znamena jeden alebo viacero substituentov nezavisle vybranych z atomu

vodika, hydroxylu, atému halogénu, tiolu, skupiny OR', -SR', -NR'"R',
alkylu, alkénu, alkinu, kyanoskupiny, nitroskupiny, arylu, heteroarylu,
cykloalkylu a heterocykloalkylu, kde kazda R aj R'® je nezavisle vybrana z
alkylu, heteroalkylu, arylu, heteroarylu, cykloalkylu a heterocykloalkylu,
alebo dve skupiny Qmdzu vytvorit kondenzovany kruh s uvedenym
fenylovym kruhom,

D) Y je vybrana zo skupiny -NR’, -CR’R”, -CR"=CR’, -CR"=N- a -N=CR" -,

E)

vktorych R’ a R” st nezavisle vybrané zatému vodika, alkylu, arylu
a heteroarylu lebo R” a R” znamena kovalentnt vézbu, ktora viaze Y na R°
alebo skupinu -CH,- uvedenu vo vSeobecnom vzorci A,

R? a R? sl nezavisle vybrané z atému vodika, alkylu, alkénu a alkinu, alebo
R? aR?® spoloéne s atdmami, na ktoré si naviazané, sa spoja pri vzniku
heterocykloalkylu alebo heteroarylu, alebo R? a R* spoloéne s atémami, na
ktoré st naviazané, sa spoja pri vzniku heterocykloalkylu alebo heteroaryly,
alebo R® a R? spolo&ne s atdmami, na ktoré st naviazané, sa spoja pri vzniku
heterocykloalkylu alebo heteroarylu,

R' aR" st nezavisle vybrané z atému vodika, alkylu, arylu a heteroarylu,
alebo dve skupiny R' spoloéne s atémami uhlika, na ktoré st naviazané, sa
spoja pri vzniku cykloalkylového alebo arylového kruhu, alebo R' aR®
spoloéne s atébmami, na ktoré su naviazané, sa spoja pri vzniku
heterocykloalkylu alebo heteroarylu, alebo R' a R® spoloéne s atémami, na
ktoré st naviazané, sa spoja pri vzniku heterocykloalkylu alebo heteroarylu,
alebo R' a R* spoloéne s atémami, na ktoré st naviazané, sa spoja pri vzniku
heterocykloalkylu alebo heteroarylu,
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G) R* a R® st nezavisle vybrané z atomu vodika, alkylu, alkénu a alkinu alebo

skupina R* a skupina R® spoloéne s atémami, na ktoré su naviazané, sa

spoja pri vzniku heterocykloalkylu alebo heteroaryiu,

H) R® je vybrana zatému vodika, alkylu, hydroxylu, alkoxyskupiny, arylu,

heteroarylu, atému halogénu a skupiny SO,R"™, kde x znamena &islo 0, 1
alebo 2 a R' znamena aryl,

kazda R"' je nezavisle vybrana z atému vodika, alkylu, alkénu, alkinu, arylu,
heteroarylu a cykloalkylu a kazda R je nezavisle vybrana z atému vodika,
alkylu, alkénu, alkinu, arylu, heteroarylu a cykloalkylu lebo skupina R'' sa

mdze spojit' s prifahlou skupinou R pri vzniku kruhu,

J) W je vybrana z kovalentnej vézby, skupiny -CH.- a —C(=0)-,

K) M’ je vybrana z kovalentnej vazby, skupiny -N- a skupiny—CH- a

L) B znamena pripadne substituovani mostikovd skupinu, ktord viaze

aminokyseliny Tyr a Trp uvedené vo vSeobecnom vzorci | pri vzniku kruhu,
pricom uvedena mostikova Cast obsahuje bud kovalentni vazbu alebo
iGnovy vazbu, pri¢om ak mostikova skupina obsahuje ibnova vazbu, nie je
substituovand alebo je substituovand snie viacerymi ako 3

aminokyselinovymi zvyskami,

stym, Ze ak zlG&enina obsahuje menej nez 25 atdémov v kruhu, fenylovy kruh

substituovany skupinou X mé D-konfiguréciu (,D-Phe” alebo ,f*) a dalej s tym, Ze

ak B obsahuje dva alebo viacero Cys zvyskov, ktoré tvoria jednu alebo viacero

disulfidovych vézieb, uvedena disulfidova vézba (vazby) nie je potrebna na

existenciu cyklického peptidového analégu podl'a véeobecného vzorca A.
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12. Cyklicky peptidovy analdg, ktory ma Strukturu podia véeobecného vzorca B

B

] It 11
L*f N R T
N—Cl:R—C—N—(I:R——C—N—CR—-C——N—CR—C
CH CH.
2 2 (CIH2)3 CHz
NH
| 4
(i':-—NH N
OH NH, H

(B),

v ktorom

A)

B)

kazda R" je nezavisle vybrana z atdbmu vodika, alkylu, alkénu, alkinu, arylu,
heteroarylu a cykloalkylu, a kazda R je nezavisle vybrana z atému vodika,
alkylu, alkénu, alkinu, arylu, heteroarylu a cykloalkylu,alebo skupina R'' sa
moze spojit’ s pril'ahlou skupinou R pri vzniku kruhu, a

B znamena pripadne substituovani mostikovl skupinu, ktora viaze
aminokyseliny Tyr a Trp uvedené vo v§eobecnom vzorci | pri vzniku kruhu,
pricom uvedena mostikova Cast obsahuje bud kovalentni vazbu alebo
ibnovu vazbu, priom ak mostikova skupina obsahuje iénovl vazbu, nie je
substituovana alebo je substituovana snie viacerymi ako 3

aminokyselinovymi zvySkami,

stym, Zze ak zli€enina obsahuje menej nez 25 atomov v kruhu, potom

nesubstituovany fenylovy kruh ma D-konfiguraciu (,D-Phe" alebo .f‘) a dalej

s tym, Zze ak B obsahuje dva alebo viacero Cys zvyskov, ktoré tvoria disulfidova

vazbu (vazby) nie je potrebnd na existenciu cyklického peptidového analdégu

podl'a véeobecného vzorca B.
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13. Farmaceuticky prostriedok, vyznacdujuci sa tym, Ze obsahuje:
a) bezpeéné alcinné mnozstvo cyklického peptidového analégu podla
ktoréhokolvek z narokov 1 az 12 a
b) farmaceuticky prijatelné prisady.

14.Vyroba lie€iva, ktoré je vhodné na lieGenie ochoreni zo skupin napriklad z
poruchy telesnej hmotnosti, depresie CNS, portch suvisiacich so spravanim
sa, poruch suvisiacich s pamétou, kardiovaskuldrnymi funkciami, zépalmi,
sepsou, septickym Sokom, kardiogénnym Sokom, hypovolemickou funkciou,
sexudlnou disfunkciou, svalovou atrofiou, ochoreni suvisiacich s rastom
aregeneraciou nervov a vnutromaternicového rastu plodu u Zivoéichov,
vyznacdujuca sa tym, ze ledivo obsahuje cyklicky peptidovy analdg

podl'a ktoréhokolvek z narokov 1 az 12.
15. Vyroba lie€iva podla nédroku 14 vyznadujuca sa tym, Ze toto

le€ivo pouziva na lieGenie poruchy telesnej hmotnosti zo skupiny obsahuijucej

obezitu, anorexiu a kachexiu.

Zastupuje:
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