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(»K;toamidové inhibitory 20S proteasomu

Oblast techniky

Pr¥edkladany vynalez se tykd a-ketoamidovych sloulenin
pouZitelnych pro 1lé&bu onemocnéni zprostfedkovanych 208

proteasomem u savci.

Dosavadni stav techniky

Multikatalytické proteinasa neboli proteasom je vysoce
konzervovana buné&dnd struktura, kterd je odpov&dnad za ATP-
dependentni proteolyzu v&t3iny bunécnych proteinua (Coux, O.,
Tanaka, K., a Goldberg, A., 1996, Ann. Rev. Biochem. 65:801-
847). 20S proteasom obsahuje katalytické jadro komplexu a byl
krystalizovan z archebakterie Thermoplasma acidophilum (Lowe,
J., Stock, D., Jap, B., Zwicki, P., Bauminster, W., a Huber,
R., 1995, Science, 268: 533-539) a z kvasinky Saccharomyces
cerevisiae (Groll, M., Ditzel, L., Lowe, J., Stock, D.,
Bochtler, M., Bartunik, HD., a Huber, R., 1997, Nature, 386:
436-471). Oproti archebakteridlnimu proteasomu, ktery primdrné
vykazuje chymotrypsinu podobnou proteolytickou aktivitu
(Dahlmann, B., Kopp, F., Kuehn, L., Niedel, B., Pfeifer, G.,
1989, FEBS Lett., 251: 125-131; Seemuller, E., Lupas, A., Zuw,
F., Zwickl, P. a Baumeister, W., FEBS Lett. 359: 173 (1995)),
maji eukaryotické proteasomy alespoii pét identifikovatelnych
proteolytickych aktivit. T¥i z téchto aktivit maji podobnou
specificitu jako chymotrypsin, trypsin a peptidylglutamyl— '
peptidasy. Dal3i dvé popsané aktivity pfednostné 3tépi
peptidové vazby na karboxylovém konci aminokyselin s
rozvétvenym retézcem (BrAAP) a peptidové vazby mezi neutralnimi
aminokyselinami s kratkym feté&zcem (SnAAP) (Orlowski, M., 1990,
Biochemistry 29: 10289-10297).
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A&koliv obsahuje 20S proteasom proteolytické jadro, nemiZe
degradovat proteiny in vivo, pokud neni v komplexu s 19S
jednotkou, na kterémkoliv konci struktury, kde tato jednotka
sama o sob& vlastni rfizné ATPasové aktivity. Tato vznikla vétsi
struktura je znam& jako 26S proteasom a rychle degraduje
proteiny, které byly urdeny k degradaci pomoci pridédni mnoha
molekul 8,5 kDa polypeptidu ubiquitinu (p¥ehled je uveden v
Coux, O., Tanaka, K., a Goldberg, A., 1996, Ann. Rev. Biochem.
65:801-847) .

Velké mnoZstvi skupin odvozenych od substratl bylo pouZito
jako potenci&lni inhibitory serin- a thiol-proteas. Bylo
popséno, Ze né&kolik z té&chto skupin jsou inhibitory proteasomu.
Mezi takové skupiny patfi peptid-aldehydy (Vinitsky, A.,
Michaud, C., Powers, J., a Orlowski, M., 1992, Biochemistry 31:
9421-9428; Tsubuki, S., Hiroshi, K., Saito, Y., Miyashita, N.,
Inomata, M., a Kawashima, S., 1993, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 196: 1195-1201; Rock, K.I., Gramm, C., Rothstein, L.,
Clark, K., Stein, R., Dick, L., Hwang, D. a Goldberg, A.L.,
(1994) Cell 78: 761-771), N-acetyl-L-leucinyl-L-leucinyl-L-
norleucinal (ALLN) a N-acetyl-L-leucinyl-L-leucinyl-methional
(LLM), kde neju&innéj3im inhibitorem tohoto typu je N-
karbobenzoxyl-1-L-leucinyl-L-leucinyl-L-norvalinal (MG115).
Jiné studie popisuji serie dipeptidovych inhibitor®, které maji
hodnoty ICsp v rozmezi od 10 do 100 nM (Igbal, M., Chetterjee,
S., Kauer, J.C., Das, M., Messina, P., Freed, B., Biazzo, W. a
Siman, R., 1995, I-Med. Chem. 38: 2276-2277). Serie O~
ketokarbonylovych a dipeptidovych esterovych derivata kyseliny
borité (Igbai, M., Chetterjee, S., Kauer, J.C., Mallamo, J.P.,
Messina, P.A., Reiboldt, A. a Siman, R., 1996, Bioorg. Med-
Chem. Lett 6: 287-290) a epoxyketonl (Spattenstein, A., Leban,
J{J., Huang, J.J., Reinhardt, K.R., Viveros, O.H., Sigafoos, J.




a Crouch, R., 1996, Tet. Lett. 37: 1434-1346) byly také popséany

jako G¢inné inhibitory proteasomu.

Jinou slouceninou, ktera inhibuje aktivitu proteasomu, je
Lactacystin (Fenteany, G., Standaert, R.F., Lane, W.S., Choi,
S., Corey, E.J., a Schreiber, S.L., 1995, Science 268: 726-
731), coZ je metabolit Streptomyces. Tato molekula byla plvodné
objevena pro svou schopnost indukovat rlist neuritd v
neuroblastomové buné&né linii (Omura, S., Matsuzaki, K.,
Fujimoto, T., Kosuge, K., Furuya, T., Fujita, S. a Nakagawa,
A., 1991, J. Antibiot. 44: 117-118) a pozdé&ji bylo prokézéano,
Ye inhibuje proliferaci nékolika typt bunék (Fenteany, G.,
Standaert, R.F., Reichard, G.A., Corey, E.J., a Schreibér,
S.L., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3358-3362).

Nyni je dob¥e zndmo, Ze proteasom je hlavni extralysosomalni
proteolyticky systém ulastnici se proteolytickych drah, ktery
je z&sadni pro ruzné bunééné funkce, jako je dé&leni bunék,
zpracovéni antigenu a degradace regulac¢nich proteind s kratkym
polodasem Zivota, jako jsou produkty onkogenl, cykliny a
transkripéni faktory (Ciechanover, A., 1994, Cell, 79: 13-21;
Palombell, V.J., Rando, 0.J., Goldberg, A.L. a Maniatis, T,
1994, Cell 78: 773-785). Naptiklad, aktivni forma NF-XB je
heterodimer sklédajici se z p65 a p50 podjednotek. Podjednotka
p50 je pfitomnd v cytosolu jako inaktivni prekursor (pl05) .
Proteolytické zpracovani pl05 na p50 probih& ubigquitin-
proteasomovou drdhou. Kromé& toho, zpracovany p50 a p65 jsou v
cytosolu udrZovény ve formé& inaktivniho komplexu ve vazbé na
inhibi&ni protein IkB. Z&nétlivé stimuly, jako je LPS, aktivuji
NF-KB iniciaci signalni dréhy, které vede k degradaci IkB. Tyto
signaly také stimuluji pfeménu pl05 na p50. Tak jsou dva

proteolytické déje, oba Fizené ubiqutin-proteasomovou drahou,

nutné pro podné&tem indukovanou aktivaci NF-xB.
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Zjisténi, Ze ubiquitinem zprostredkovand proteasomalni
proteolytickad draha m& z&sadni ulohu v aktivaci NF-kB, miZe byt
vyuzZito klinicky pouZitim inhibitort namifenych proti
proteasomu. Abnormalni aktivace NF-kB, po které nasleduje
stimulace syntézy cytokind, byla pozorovéna u mnoha zané&tlivych
a infek&nich onemocnéni. Aktivace NF-kKB je také zéasadni pro
angiogenesi a pro expresi adhesnich molekul (CAM a selektinl) a
proto mohou byt inhibitory proteasomu pouZzity také v lécbé

onemocn&ni spojenych s cévnim systémem.

Je dobte znémo, Ze ubiquitin-proteasomova dr&ha je zasadni
pro regulovanou destrukci cyklinl, které ¥idi vystup z mitosy é
které umoZfiuji vstup bunék do dal3i faze bun&cného cyklu
(Glotzer, M., Murray, A.W., a Kirschner, M.W. (1991), nature
349: 132-138). Proto zplsobuje inhibice degradace cyklini za
pouziti inhibitorl proteasomu z&stavu bun&cného rlistu. Proto je
daldim moZnym pouZitim inhibitord proteasomu jejich pouZiti v

1é68b& onemocnéni souvisejicich s abnormdlnim bunéénym rlistem.

V soudasné literatufe bylo popsano nékolik t#¥id inhibitort

20S proteasomu. O-ketoamidova skupina byla pouZita v

inhibitorech proteas z mnoha davodi. Konkrétné&, bylo popséano,

e serie a-ketokarbonylovych a dipeptidovych esterovych
derivat® kyseliny borité (Igbai, M., Chetterjee, S., Kauer,
J.C., Mallamo, J.P., Messina, P.A., Reiboldt, A. a Siman, R.,
1996, Bioorg. Med-Chem. Lett 6: 287-290) Jjsou GCinnymi
inhibitory funkce 20S proteasomu. Derivaty kyseliny 3-
indolpyrohroznové byly popsany jako farmaceuticky aktivni
sloudeniny pro 1lé&bu poruch centrélniho nervového systému
(DeLuca et al., WO 88/09789), které pusobi prostfednictvim

modulace koncentraci kyseliny kynurenové v mozku.




Podstata vyndlezu

Predm&tem predkladaného vyndlezu je zplsob inhibice buné&cné
proliferace u savcl, ktery vyuZivd terapeuticky uc¢inného
mnoZstvi sloudeniny, o které nebylo dosud znémo, Ze ma

inhibid&ni G&inky na proliferaci bunék.

Predmé&tem predkléddaného vyndlezu je také zpusob lécby
onemocnéni, kterd mohou byt ovlivnéna inhibici funkce

proteasomu.

Dal3im predm&tem pfedklddaného vynédlezu Jje zplsob lécby
proliferativnich onemocnéni, ktery vyuZiva inhibice funkce

proteasomu.

Jinym pfedmétem pfedkladdaného vyndlezu je pouZiti
terapeuticky udinného mnoZstvi zde popsané slouCeniny pro

inhibici bunééné proliferace u 1lidi.

Jesté jinym pfedmé&tem pfedkladaného vyndlezu je pouZiti
terapeuticky u&inného mnoZstvi zde popsané slouCeniny pro

inhibici funkci proteasomu.

V jednom provedeni mé& sloulenina podle predklédaného

vyndlezu nasledujici vzorec:




kde X, je Ar nebo Ar-X3, kde X3 je -C=0 nebo CH,CO-, a kde Ar je
fenyl, substituovany fenyl, indol, substituovany indol a nebo
jakykoliv jiny heteroaryl; Ri a Rz jsou kaZdy nezavisle vybrany
ze skupiny zahrnujici vedlejsi Fetézce znédmych pfirozenych a-
aminokyselin a syntetickych aminokyselin, vodik, pfimy nebo
rozvétveny alkyl o 1-10 atomech uhliku, substituovany pfimy
nebo rozvétveny alkyl o 1-10 atomech uhliku, aryl,
substituovany aryl, substituovany p¥imy nebo rozvétveny aryl'o
1-10 atomech uhliku, alkoxyaryl, cykloalkyl o 3-8 atomech
uhliku, heterocyklus, substituovany heterocyklus, heterocaryl a
substituovany heteroaryl; X: je vybran z nasledujicich skupin:

hydroxid, monoalkylamino, dialkylamino, alkoxid, aryloxid a
3

!

kde X; je vybréan z nésledujicig% skupin: hydroxid, arylamino,
monoalkylamino, dialkylamino, alkoxid nebo arylalkoxid; a

R; je vybran ze skupiny zahrnujici: vedlej$i feté&zce znamych
pfirozenych a-aminokyselin a syntetickych aminokyselin, vodik,
pfimy nebo rozvétveny alkyl o 1-10 atomech uhliku,
substituovany p¥imy nebo rozvétveny alkyl o 1-10 atomech
uhliku, aryl, substituovany aryl, substituovany pfimy nebo
rozvétveny aryl o 1-10 atomech uhliku, alkoxyaryl, cykloalkyl o
3-8 atomech uhliku, heterocyklus, substituovany heterocyklus,

heteroaryl a substituovany heteroaryl.

V jiném provedeni obsahuje pfedklédany vyndlez zplsob pro
inhibici proteasomalniho proteasového faktoru u savcl, ktery
obsahuje podani terapeuticky tuinného mnoZstvi vySe uvedené

sloudeniny tomuto savci.




V je3té jiném provedeni obsahuje predkladany vynalez
farmaceuticky prostfedek vzorce I a jednu nebo vice

farmaceutickych prisad.

predkladany vynalez obsahuje zplsob pro 1lécbu onemocnéni
souvisejicich s proliferaci bunék, infek&nich onemocnéni a
imunologickych onemocné&ni u savcl, zejmdna u 1lidi, ktery

vyuziva sloulenin obecného vzorce:

R, 0

Xo N X1

kde c) FR1

X, je Ar nebo Ar-X;, kde Xs je -C=0 nebo CH;CO- nebo (CHz2)x, kde
n = 0-2, a kde Ar je fenyl, substituovany fenyl, indol,
substituovany indol a nebo jakykoliv jiny heteroaryl;

R; a R; jsou kazZdy nezavisle vybrény ze skupiny zahrnujici
vedlej3i Fet&zce zndmych pfirozenych a-aminokyselin a
syntetickych aminokyselin, vodik, piimy nebo rozvétveny alkyl o
1-10 atomech uhliku, substituovany p¥imy nebo rozvétveny alkyl
o 1-10 atomech uhliku, aryl, substituovany aryl, substituovany
pfimy nebo rozvétveny aryl o 1-10 atomech uhliku, alkoxyarYl,
cykloalkyl o 3-8 atomech uhliku, heterocyklus a substituovany
heterocyklus nebo heteroaryl a substituovany heteroaryl. Rz je
vyhodn& biaryl nebo bifenyl. Ri je vyhodn& isobutyl. Xi je '
vybran z nasledujicich skupin: -OH, mono- nebo dialkylamino,

alkoxid, aryloxid a : RS
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kde

Xs je vybrdn z néasledujicich skupin: -OH, arylamino,
monoalkylamino, dialkylamino, alkoxid nebo arylalkoxid; a
vyhodné je -OH;

Rs; je vybran ze skupiny zahrnujici: vedlejSi Tetézce znamych
pfirozenych a-aminokyselin a syntetickych aminokyselin, vodik,
p¥imy nebo rozvé&tveny alkyl o 1-10 atomech uhliku,
substituovany primy nebo rozvétveny alkyl o 1-10 atomech
uhliku, aryl, substituovany aryl, substituovany p¥imy nebo
rozvétveny aryl o 1-10 atomech uhliku, alkoxyaryl, cykloalkyl o
3-8 atomech uhliku, heterocyklus a substituovany heterocyklus,
nebo heteroaryl a substituovany heteroaryl. Rs; je vyhodné& CO:H,

CH,CO.H, (CHz)2CO.H, Arg, Lys, Asn, Gln, Asp, Glu, Phe a Nle.

Terminy pouzité v pF¥edklddaném vyndlezu maji nasledujici

vyznamy:
"Halogen" oznaduje atom fluoru, bromu, chloru a jodu.
"Hydroxyl" oznacuje skupinu -OH.
"Thiol" nebo "merkapto" oznacuje skupinu -SH.

"Alkyl" oznaduje alkylovou skupinu s cyklickym, rozvétvehYm
nebo primym Fet&zcem, kterd obsahuje jeden aZ deset atomu
uhliku. P¥iklady takovych skupin jsou methyl, ethyl, n-propyl,
i-propyl, n-butyl, t-butyl, i-butyl (nebp 3-methylpropyl),
cyklopropylmethyl), i-amyl, n-amyl, n-hexyl a podobné.

"Substituovany alkyl" oznacduje niZ3i alkyl, jak byl
definovan vy3e, obsahujici jednu nebo vice skupin jako je

hydroxyl, thiol, alkylthiol, halogen, alkoxy, amido, karboxyl,
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cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, heterocyklus;,
cykloheteroalkyl, substituovany cykloheteroalkyl, acyl,
karboxyl, aryl, substituovany aryl, aryloxy, heteroaryl,
substituovany heteroaryl, aralkyl, heteroaralkyl, alkylalkenyl,
alkylalkinyl, alkylcykloalkyl, alkylcykloheteroalkyl, kyan.
Tyto skupiny mohou byt navazény na jakykoliv atom uhliku

niZs3iho alkylu.

"Aryloxy" oznacuje skupiny -OAr, kde Ar je aryl,
substituovany aryl, heteroaryl nebo substituovany heteroaryl,

jak budou definovany dale.

"Amino" oznaduje skupiny NRR', kde R a R' mohou byt
nezdvisle vodik, niZ3i alkyl, substituovany niZz3i alkyl, aryl,
substituovany aryl, heteroaryl nebo substituovany heteroaryl,

jak budou definovany dale, nebo acyl.

"Amido" oznaduje skupiny -C(O)NRR', kde R a R' mohou byt
nezavisle vodik, niZ3i alkyl, substituovany niz3i alkyl, aryl,
substituovany aryl, heteroaryl nebo substituovany heteroaryl,

jak budou definovany déle.

"Karboxyl" oznaduje skupinu -C(O)OR, kde R je vodik, nizsi
alkyl, substituovany niZzsi alkyl, aryl, substituovany aryl,
heteroaryl nebo substituovany heteroaryl a podobné&, jak budou

definovény dale.

"Aryl" nebo "Ar" oznaduje aromatickou karbocyklickou skupinu
obsahujici alespofi jeden aromaticky kruh (napfiklad fenyl nebo
bifenyl) nebo vice kondenzovanych kruhti, ve kterych je alespon
jeden kruh aromaticky (napfiklad 1,2,3,4-tetrahydronaftyl,
naftyl, anthryl nebo fenanthryl).




"Substituovany aryl" oznaduje aryl volitelné& substituovany
jednou nebo vice funk&nimi skupinami, jako jsou naptiklad
nésledujici skupiny: halogen, niZsi alkyl, niZs$i alkoxy,
alkylthio, acetylen, amino, amido, karboxyl, hydroxyl, aryl,
aryloxy, heterocyklus, heteroaryl, substituovany heteroaryl,

nitro, kyan, thiol, sulfamido a podobné.

"Heterocyklus” oznaduje nasycenou, nenasycenou nebo
aromatickou karbocyklickou skupinu obsahujici jeden kruh (napt.
morfolin, pyridyl nebo furyl) nebo vice kondenzovanych kruht
(napfiklad naftpyridyl, chinoxalyl, chinolinyl, indolizinyl
nebo benz[b]thienyl) a obsahujici alespon jeden heteroatom,
jako je N, O nebo S v kruhu, ktery miZe byt volitelné
nesubstituovany nebo substituovany napfiklad halogenem, nizsim
alkylem, ni#3i alkoxy skupinou, alkylthio-skupinou, acetylenem,
nebo skupinami vybranymi z nésledujicich skupin: amino, amido,
karboxyl, hydroxyl, aryl, aryloxy, heterocyklus, heteroaryl,
substituovany heteroaryl, nitro, kyan, thiol, sulfamido a

podobné.

"Heteroaryl"” nebo "hetar" oznaCuje heterocyklus, ve kterém
je alespoii jeden heterocyklicky kruh aromaticky. Vyhodnymi
heteroaryly jsou fenyl, substituovany fenyl, indol a

substituované indoly.

"Substituovany heteroaryl" oznaCuje heterocyklus volitelné
mono- nebo poly-substituovany jednou nebo vice funkénimi
skupinami, jako jsou napfiklad nésledujici skupiny: halogen;
niZz3i alkyl, niz3i alkoxy, alkylthio, acetylen, amino, amido,
karboxyl, hydroxyl, aryl, aryloxy, heterocyklus, heteroaryl,
substituovany heteroaryl, nitro, kyan, thiol, sulfamido a

podobné.
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"Cykloalkyl" oznaluje divalentni cyklickou nebo
polycyklickou alkylovou skupinu obsahujici 3 aZ 15 atoml

uhliku.

"Substituovany cykloalkyl" oznafuje cykloalkylovou skupinu
obsahujici jeden nebo vice substituentd, jako jsou napriklad
nédsledujici skupiny: halogen, niZ3i alkyl, substituovany nizsi
alkyl, alkoxy, alkylthio, acetylen, aryl, aryloxy, '
heterocyklus, heteroaryl, substituovany heteroaryl, nitro,

kyan, thiol, sulfamido a podobné.

P¥iklady sloucenin, které mohou byt pouZity v terapeutickych
zpisobech podle p¥edkladaného vynalezu, zejména pro inhibici

funkce proteasomu, jsou uvedeny v nasledujici tabulce 1:
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Tabulka 1: Sloudeniny pouZité pro inhibici 20S proteasomu

Ry X R3 X3
1 fenyl CH2CO )\ OH
’ v\
i
WV
2 Indolr | CH2CO /l\ { OH
(VaVal
3 |lIndok |CH2CO /k PhCHoN
£
NV
4 Indol. | CO W l'li OH
k( (SaV e
[VaV¥ol
5 Indole | CH2CO k'* OH
(VaVal
' [WaVa
6 fenyl | CH2CO , 7 OH
N\ A\
N l\’/
7 |tenyl | CHXCO N PhCHaN
[V Vo N\, .
8 |Indolr |CO W i PhCH)N
I\( N\
N\ .
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Sloudeniny popsané vy3e jsou pouzZitelné pro lécbu onemocnéni
a poruch zprost¥edkovanych 20S proteasomem, jako jsou
antiproliferativni onemocnéni, nédory a zanéty. Vyhodné je
pouZiti sloulenin podle predkléddaného vyndlezu pro 1lécCbu
antiproliferativnich onemocnéni a z&nétlivych onemocnéni.
Nejvyhodn&jsi je pouZiti sloucdenin podle predkladaného vynalezu

pro 1léc¢bu zanétlivych onemocnéni.

Sloudeniny podle pfedkladdaného vyndlezu jsou pouzZitelné pro

lé&bu onemocnéni zprost¥edkovanych 20S proteasomem u savci.

Sloudeniny podle predkladaného vyndlezu mohou byt podany
savcim jak profylakticky, tak terapeuticky, jakymkoliv zpﬁsbbem
podani, kterym je moZno dopravit alespoil jedhu slouceninu podle
pfedkladaného vyndlezu k 20S proteasomu. Nelimitujicimi
pfiklady podédni jsou orélni, parenterdlni, dermélni,
transdermalni, rektdlni, nas&lni nebo jakykoliv jiny zplsob

podani farmaceutického prost¥edku, ktery je znamy v oboru.

Prost¥edky podle predklddaného vyndlezu mohou byt podany ve

vhodnych farmaceutickych davkovych formdch. Farmaceuticka
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davkova forma bude urdena podle pouZitého zplsobu podani.
Termin "farmaceutické davkova forma" zahrnuje prostfedky jako
jsou tablety, kapsle, tekutiny a présSky, které obsahuji
inhibitory 20S proteasomu podle predkléadaného vynalezu
samostatné& nebo v kombinaci s jednou nebo vice farmaceutickymi
pfisadami. Volba aditiv, jako jsou prisady a pomocné
prostf¥edky, bude opé&t zaviset zejména na vybraném zpisobu
podani. Odbornikém v oboru budou zndmy rGzné prostredky a

vehikula pro podéani slou&enin podle pfedklédaného vynalezu.

Zplsob podani vybrany pro slouceniny podle predkladaného
vynadlezu bude urdovat kone&nou formu a sloZeni farmaceutickych
dadvkovych forem obsahujicich inhibitory 20S proteasomu podle
predkladaného vynédlezu. Napfiklad, oralni podéni sloucCenin
podle pf¥edkladaného vyndlezu je provedeno ve formé tablet,
kapsli, past, nédpoju, granuli nebo roztokl, suspenzi a emulsi,
které mohou byt podany or&lné&, nebo v potravé nebo ve népoji.
Vnit¥ni podani miZe byt také provedeno za pouZiti prostredkl s
Casové kontrolovanym uvoliiovdnim obsahujich pomocné prostfedky,
jako jsou surfaktantem nebo 3krobem potahované kapsle, nebo za
pouZiti prostfedkl s rychlym uvolnovanim, jako jsou
lyofilizované rychle rozpustné tablety. Dermdlni podéni je
provedeno, naptriklad, ve formé& transdermadlnich naplasti,
nadstrikem nebo nanesenim na k#Zi. Parenterdlni podéni je
provedeno, nap¥iklad, injekci (intramuskuldrni, subkutéani,

intravenosni, intraperitonedlni) nebo implantatem.

Mezi vhodné farmaceutické dévkové formy obsahujici
inhibitory 20S proteasomu podle pfedklddaného vynédlezu patfi,
nap¥iklad, roztoky jako jsou roztoky pro injekce, oréalni
roztoky, koncentraty pro ordlni poddni po nafedéni, roztoky pro
aplikaci na kGZi nebo do té&lnich dutin, prostfedky pro nanaseni

na kZi, gely; emulse a suspenze pro ordlni nebo pro dermdlni




podédni a pro injekce; semi—sol;dni prosttedky; prostfedky, ve
kterych je aktivni slouclenina zapracovana do krémové baze nebo
do baze pro emulze olej-ve-vodé nebo voda-v-oleji; pevné
prostfedky jako jsou prasSky, predem pripravené smé€si nebo
koncentréty, granule, pelety, tablety, hlinky, kapsle; aerosoly
a inhaladni prostfedky; a tvarované prostredky obsahujici

aktivni sloZku.

Farmaceutické davkové formy, které jsou ve formé& roztoka,
mohou byt podany intravenosni, intramuskul&rni nebo subkutéani
injekci. Roztoky pro injekce jsou pripraveny rozpusSténim
aktivni sloudeniny ve vhodném rozpou3tédle, a pokud je to
vhodné, tak p¥idanim pomocnych ¢&inidel, jako jsou solubilizacni
¢inidla, kyseliny, zasady, pufrovaci soli, antioxidac¢ni ¢inidla
a konzervadéni &inidla. Roztoky jsou sterilizovany filtraci a

staceny.

Alternativné mohou byt roztoky obsahujici slouceniny podle
pfedkladaného vynalezu poddny oralné. Koncentraty sloulenin
podle ptredkléddaného vyndlezu jsou vyhodné& podavany orélné pouze
po nafedéni koncentratu na koncentraci vhodnou pro oralni
podéni. Oralni roztoky a koncentraty jsou pripraveny zplsobem
popsanym vySe pro roztoky pro injekce. Roztoky pro aplikaci na
k&zZi jsou aplikovany po kapkéch, jsou roztirdny, vmasirovany
nebo nast¥ikany na kuZi. Tyto roztoky jsou p¥ipraveny zp&sobem

popsanym vy3e pro roztoky pro injekce.

Gely jsou aplikovany na kiZi nebo do télnich dutin. Gely'
jsou pfipraveny smisenim roztokiu, které byly pripraveny
zplsobem popsanym vfée pro roztoky pro injekce, s vhodnym
mnoZstvim zahustovaciho &inidla, &imZ vznikne ¢ird substance
krémovité konsistence, nebo jakymkoliv jinym v oboru znamym

zplsobem.




Potiraci prostfedky jsou nality nebo nast¥ikény na omezené
oblasti ktiZe, takZe aktivni sloucdenina penetruje kuzZi a plsobi
systémové. Potiraci prostfedky jsou pfipraveny rozpusténim,
suspendovanim nebo emulsifikovanim aktivni slouCeniny ve
vhodném rozpoudt&dlu nebo ve smési rozpoudtédel, které nedrazdi
ktZi. Pokud je to vhodné, jsou pfidéna dal3i pomocné ¢inidla,
jako jsou barviva, &¢inidla urychlujici resorpci, antioxida&ni
&inidla, ¢&inidla stabilizujici sloudeninu na svétle a

prostfedky pro zlepSeni lepivosti.

Emulse mohou byt podany or&lné&, dermalné nebo ve formé
injekci. Emulse jsou typu voda-v-oleji nebo olej-ve-vodeé.
Emulse jsou pfipraveny rozpudténim inhibitoru 20S proteasomu
bud v hydrofobni, nebo v hydrofilni fé&zi a homogenizovanim faze
s rozpoudtddlem opalné faze za pouZiti vhodnych pomocnych
prosttedkd, jako jsou emulgad&ni &inidla, barviva, ¢inidla
urychlujici resorpci, konzervac¢ni ¢&inidla, antioxidacni
&inidla, ¢inidla stabilizujici slouceninu na svétle a <¢inidla

zvySujici viskozitu.

Suspenze mohou byt podany ordlné&, dermdlné& nebo ve formé
injekci. Suspenze jsou pfipraveny rozpuSté&nim aktivni
sloudeniny v kapalin&, kterd volitelné obsahuje dalsi pomocna
¢inidla, jsou jsou sma&iva ¢inidla, barviva, ¢inidla v
urychlujici resorpci, konzerva&ni ¢inidla, antioxidacni cinidla

a ¢inidla stabilizujici slouceninu na svétle.

Farmaceutické prostfedky podle pfedkléddaného vyndlezu mohou
obsahovat jedno nebo vice pomocnych &inidel ve formé
farmaceuticky pfijatelnych pomocnych &inidel. Mezi pouZitalna
pomocné &inidla pat¥i rozpoudtédla, solubilizaéni ¢&inidla,

L)

konzerva&ni &inidla, zahu3tovaci ¢&inidla, smac¢iva ¢inidla,
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barviva, ¢&inidla urychlujici resorpci, antioxidac¢ni <&inidla,
&inidla stabilizujici sloudeninu na svétle, prostfedky pro
zlepSeni lepivosti, ¢inidla zvy3ujici viskozitu, plniva,
chutova korigens, lubrika&ni ¢&inidla a jakédkoliv jind pomocna

ginidla pro farmaceutické prostfedky, jak jsou v oboru znama.

Pomocné &inidlo miZe byt rozpoustédlo, Jjako je voda,
alkoholy, jako je nap¥iklad ethanol, butanol, benzylalkohol,
glycerol, propylenglykol, polyethylenglykoly, N-methyl-
pyrrolidon, alkanoly, glycerol, aromatické alkoholy jako je
benzylalkohol, fenylethanol, fenoxyethanol, estery jako je
ethylacetat, butylacetat, benzylbenzoat, ethery jako jsou
alkylenglykolalkylethery, napfiklad
dipropylenglykolmonomethylether, diethylenglykolmonobutylether,
ketony jako je aceton, methylethylketon, aromatickeé a/nebo
alifatické uhlovodiky, rostlinné nebo syntetické oleje, DMF,
dimethylacetamid, N-methyl-pyrrolidon, 2,2-dimethyl-4-oxy-

methylen-1,3-dioxolan.

Nédsledujici pomocnd ¢inidla mohou byt pouZita jako
solubilizadéni &inidla pro prostfedky podle predkladaného
vynadlezu: rozpoudt&dla, kterd zvy3uji rozpousténi aktivni
sloudeniny v hlavnim rozpoudtédle, nebo kterd brani sraZeni
aktivni sloudeniny. PFiklady jsou polyvinylpyrrolidon,
polyoxyethylovany ricinovy olej, polyoxyethylované sorbitanové

estery.

Vhodnymi konzervaénimi ¢inidly jsou, napfiklad,
benzylalkohol, trichlorbutanol, estery kyseliny p-

hydroxybenzoové a n-butanol.

Vhodnymi zahu$tovacimi &inidly jsou anorganickéd zahustovaci

&inidla jako je bentonit, koloidni oxid kremicity, monostearat
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hlinity, organick& zahu3tovaci ¢inidla jako jsou derivaty
celulosy, polyvinylalkoholy a jejich kopolymery, akrylaty a
methakrylaty.

Dal3imi kapalinami, které mohou byt pouzZity ve
farmaceutickych davkovych formdch podle pfredkladaného vynalezu,
jsou napfiklad homogenni rozpoustédla, sm&si rozpoustédel a

sma&iva &inidla, kterymi jsou obvykle surfaktanty.

Vhodnymi barvivy jsou v3echna barviva, kterd jsou netoxicka

a kterd mohou byt rozpu3téna nebo suspendovana.

Vhodnymi &inidly urychlujicimi resorpci jsou DMSO, roztiraci
oleje jako je isopropylmyristat, dipropylenglykolpelargonat,
k¥emiditanové oleje, estery mastnych kyselin, triglyceridy a

mastné alkoholy.

Vhodnymi antioxidac¢nimi &inidly jsou sificitany nebo
metabisulfity, jako je metabisulfit draselny, kyselina

askorbovéa, butylhydroxytoluen, butylhydroxyanisol, tokoferol.

Vhodnym &inidlem stabilizujicim va&i svétlu je kyselina

novantisolova.

Vhodnym ¢&inidlem zvyS$ujicim lepivost jsou derivaty celulbsy,
derivaty Skrobu, polyakrylaty, pfirozené polymery, jako jsou

napfiklad alginaty, Zelatina.

Vhodnymi emulgaénimi ¢&inidly jsou neiontové surfaktanty,
jako je polyethylovany ricinovy olej, polyoxyethylovany
sorbitan monooleat, sorbitan monostearat, glycerol monostearat,

polyoxyethylstearat, alkylfenolpolyglykolové ethery;

amfolytické surfaktanty jako je Di-Na N-lauryl-f-
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iminodipropionat nebo lecitin; aniontové surfaktanty, jako je
lauryl siran sodny, ether-sulfonaty mastnych alkoholt,
monoethanolaminovd sl mono/dialkylpolyglykol-etheru estert
kyseliny ortofosfore&né; kationtové surfaktanty, jako je

cetyltrimethylammoniumchlorid.

Vhodnymi ¢inidly zvy3ujicimi viskozitu a ¢inidly
stabilizujicimi terapeutické emulse jsou karboxymethylcelulosa,
methylcelulosa a jiné derivaty celulosy a Skrobu, alginaty,
Yelatina, arabskd klovatina, polyvinylpyrrolidon,
polyvinylalkoholy, kopolymery methylvinyletheru a anhydridu
kyseliny maleinové; polyethylenglykoly, vosky, koloidni oxid

k¥emi&ity nebo smé&si vySe uvedenych substanci.

Pro pripravu farmaceutickych davkovych forem je aktivni
sloudenina smisena s vhodnymi prisadami, pokud je to nutné, tak
za pouziti adjuvantnich ¢inidel, a smés je vhodnym zplsobem
zpracovana. Priklady fyziologicky pf¥ijatelnych pevnych
inertnich pfisad jsou chlorid sodny, uhli¢itany jako je
uhli¢itan vapenaty, hydrogenuhliéitany, oxidy hliniku,
k¥emi&itany, vysréZeny nebo koloidni oxid kfemicity a
fosfore&nany. Priklady pevnych organickych pomocnych Cinidel
zahrnuji cukry, celulosu, potraviny, jako je suSené mléko,
potraviny rostlinného a Zivoc¢isného plvod a celozrné potraviny
a 3kroby. Mezi dal3i vhodné pomocnd ¢inidla patfi lubrika&ni a
kluznd &inidla, jako je stearan hofelnaty, kyselina stearova,
bentonity; &inidla podporujici rozpadavost jako je Skrob nebo
zesit&ny polyvinylpyrrolidon; pojiva jako je Skrob, Jelatina
nebo linedrni polyvinylpyrrolidon; a suchd pojiva jako je

mikrokrystalickd celulosa.

V popsanych farmaceutickych davkovych formach mohou byt

aktivni sloudeniny pritomné ve form& sm&si s alespoil jednim
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jinym inhibitorem 20S proteasomu. Alternativné&, nebo kromé
toho, mohou farmaceutické davkové formy podle predkladaného
vyndlezu obsahovat kromé& alespomnl jednoho inhibitoru 20S
proteasomu jakoukoliv farmaceutickou slouceninu, ktera je
vhodn& pro 1é&bu jakéhokoliv znadmého onemocné&ni nebo poruchy,
pokud spole&né podani té&chto dvou sloucenin nevyvolava

nepfijatelné nezZadouci ucinky.

Zpusoby pro lé&bu onemocnéni a poruch zprostfedkovanych 20S
proteasomem obsahuji podani u¢inného mnoZstvi vybrané
sloueniny nebo kombinace sloucenin, které jsou vyhodné
dispergované ve farmaceutické davkové formé&. Farmaceuticke
davkové formy podle predkladdaného vyndlezu pfipravené k pouZiti
obsahujici aktivni slouceninu v koncentracich od 10% do 20%
hmotnostnich, vyhodné od 0,1 do 10% hmotnostnich. Farmaceutické
davkové formy podle predkladaného vynédlezu, které jsou redény
pfed podéanim, vyhodné& obsahuji aktivni slouleninu v
koncentracich od 0,5 do 90% hmotnostnich, vyhodné od 5 do 50%
hmotnostnich. Obecné je pro dosaZeni poZadovanych vysledkt
vyhodné podéani p¥ibliZné 0,01 mg aZ 100 mg aktivni slouceniny

na kg télesné hmotnosti a den.

Davka a frekvence podavani farmaceutickych davkovych forem
obsahujicich inhibitor 20S proteasomu podle predklédaného
vynalezu budou snadno uréeny odbornikem v oboru podle rhznych
faktorli, jako je zplsob podéni, vék a celkovy stav pacienta.
Tyto davkové jednotky mohou byt podany jednou aZ desetkrat
denné& p¥i 1é&bé& akutnich a chronickych onemocnéni. P¥i podéﬁi
sloudenin podle p¥edklddaného vyndlezu zplsobem podle
predkladaného vyndlezu nejsou oCekdvany Zadné neprijatelné

toxické ucinky.
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Farmaceutické davkové formy obsahujici inhibitory 208
proteasomu podle pfedkléddaného vyndlezu jsou vyrobeny béZnymi
farmaceutickymi technikami, vCetné mleti, miseni, granulovéni a
lisovani pro tabletové formy; nebo mleti, miseni a plnéni pro
kapsle z tuhé Zelatiny. Pokud jsou pouZity kapalné pomocné
prost¥edky, tak je pfipravek ve formé sirupu, elixiru, emulse
nebo vodné nebo nevodné suspenze. Takové kapalné prostredky
mohou byt podény primo p.o., nebo mohou byt plnény do kapsli z

mékké Zelatiny.

A&koliv mohou byt prost¥edky popsané v predkladaném vyndlezu
podany zplsoby popsanymi vy3e, je vyhodné, aby byl zptGsob podle
predkléddaného vyndlezu proveden za pouziti ordlniho podéni
sloudenin. Pokud je vybrén ordlni zpusob podani, tak je pro
dosaZeni stejného Uc¢inku nutné podani vét3iho mnozZstvi aktivni
sloZky, neZ pri parenterdlnim podéni. V souladu s bé&Znou praxi
je vhodné podat slouceninu v tomtd zplsobu v takovych
koncentracich, které budou terapeuticky uc¢inné, ale nebudou

zpusobovat nezaddouci vedlej3i udinky.

Prostfedky podle pfedkladdaného vyndlezu maji také jiné neZ
terapeutické pouziti. Prostredky podle predklédaného vynélezu
jsou pouZitelné jako analytické standardy pro testy na

inhibitory 20S proteasomu.

Pfiklady provedeni vynélezu

Priklad 1

Sloueniny pouZitelné v terapeutickych zpusobech podle
pr¥edkladaného vynadlezu jsou pfipraveny bé&Znymi technikami
organické chemie. Pro popis syntézy takovych sloucenin viz

napf¥iklad Bodansky, "The Practice of Peptide Synthesis".
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Springer-Verlag, 1. vydani, 1984; "Protective Groups in
Organics Synthesis", 2. vydani, John Wiley and Sons, New York,
1991. V3echny vazby peptidl jsou provadény pifi teploté& okoli
pfi jemném a konstantnim trfepani. Vazby peptidli a odstrafiovani
chranicich skupin jsou monitorovany Kaiserovym testem na aminy.
Xaa oznaduje jakoukoliv komeréné& dostupnou aminokyselinu, ktera
miZe byt zakoupena ve vazbé& na MBHA prysky¥fici. Yaa a Zaa

oznaduji jakoukoliv komeréné& dostupnou aminokyselinu.

Sloudeniny podle pfedkladaného vyndlezu mohou byt pfipraveny
peptidovou syntézou na pevné fazi (SPPS), za pouziti
nasledujiciho obecného postupu: Xaa-MBHA-pryskyfice je odvazZena
a prenesena do st¥ikalky vybavené filtrem s fritou. Pryskyfice:
se nechd predem nabobtnat v DMF a potom se odstrani N-koncova
chranici skupina reakci s 30% piperidinem v DMF po dobu 30
minut. Roztok pouZity pro odstranéni chrénici skupiny se potom
odstrani. Pryskyfice zbavend chréanicich skupin se pétkrat
promyje DMF, p&tkrat MeOH a potom pé&tkrat DMF. Aminokyselina
Yaa miZe byt potom navadzdna na pryskyrici zbavenou chranicich
skupin za pouZiti roztoku Yaa v DMF obsahujicim 3 ekvivalenty
Yaa, 3 ekvivalenty karbodiimidového kopuladniho ¢inidla a HOBT
(hydroxybenztriazolu). Dal3i kopula&ni reakce s roztoky Yaa
mohou byt nutné pro dosaZeni u&innosti kopula&ni reakce, ktera
vyhovuje Kaiserovu testu. Stupné& odstrané&ni N-koncové chréanici
skupiny a vazby Yaa mohou byt opakovany pro navazani tfeti
aminokyseliny Zaa. Posledni kopulac¢ni reakce vyuZiva
ketokyselinu, karbodiimid a HOBT v DMF a tento stupei je
opakovan do té doby, neZ kopulac¢ni reakce vyhovuje Kaiserovu
testu. Dokondend peptidovad sekvence navazand na pryskyfici se
sudi po dobu alespoil Sesti hodin ve vakuu a potom se odStépi
reakci trvajici 2,5 hodiny bud s 95/5 smési kyseliny
trifluoroctové a vody, nebo s Cerstvé pfipravenym roztokem 90%

kyseliny trifluoroctové, 3% ethandithiolu, 5% thiocanisolu a 2%
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anisolu. Od3tépené materidly jsou ziské&ny bud lyofilizaci z
vody, nebo trituraci s diethyletheru. Cistota materidlu se
hodnoti pomoci TLC. Vybrané peptidové vzorky jsou analyzovany

H NMR pro potvrzeni identitity ziskaného materialu.
Priklad 2

V tomto pfikladu byla zplsobem podle pfikladu 1 pfipravena
slouCenina (kyselina 3'-indolpyrohroznova)-N-bifenylalanin-D-

-Leu-Asp-0OH.

Fmoc-N-Asp (OtBu) -MBHA-pryskyfice (20 mg) se odvaZi a prenese
se do stPfikadky vybavené filtrem s fritou. Pryskyfice se neché
pfedem nabobtnat v 1 ml DMF p dobu 30 minut. Fmoc
(fluorenylmethyloxykarbonylovd) chrénici skupina se odstrani
reakci s 20% piperidinem v DMF po dobu 30 minut. Roztok pouiity
pro odstranéni chrédnici skupiny se potom odstrani. Pryskyfice
zbavend chranicich skupin se pétkrat promyje DMF, pétkrat MeOH
a potom pétkrat DMF. Fmoc~D-Leu-OH se navaZe na pryskyrici
zbavenou chréanicich skupin (1 ekv.) za pouZiti roztoku Fmoc-D-
Leu-OH (3 ekv.) v 1 ml DMF obsahujicim karbodiimid (3 ekv.) a
HOBT (hydroxybenztriazol) (3 ekv.). Druhd nebo tfeti kopulacni
reakce s roztokem Fmoc-D-Leu-OH mohou byt nutné pro dosazZeni
udinnosti kopulac¢ni reakce, kterd vyhovuje Kaiserovu testu.
Stupné odstranéni Fmoc chranici skupiny a vazby aminokyseliny
mohou byt opakovény pro navazéni Fmoc-N-(4,4-bifenyl)alaninu.
Posledni kopulaéni reakce vyuzZiva kyselinu indolpyrohroznovou
(5 ekv.), diisopropylkarbodiimid (5 ekv.) a HOBT (5 ekv.) v DMF
a tento stupefl je opakovan do té doby, neZ kopulaé¢ni reakce
vyhovuje Kaiserovu testu. Dokonlend peptidovd sekvence navazana
na pryskyfici se su3i po dobu alesponi Sesti hodin ve vakuu a
potom se od3tépi reakci trvajici 2,5 hodiny bud s 95/5 smési

kyseliny trifluoroctové a vody, nebo s Cerstvé pfipravenym
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roztokem 90% kyseliny trifluoroctové, 3% ethandithiolu, 5%
thioanisolu a 2% anisolu. Od3tépené materidly jsou ziskéany bud
lyofilizaci z vody, nebo trituraci s diethyletheru. Cistota

materidlu se hodnoti pomoci TLC.

'H NMR (400 Mhz, de-DMSO): & 6,5-7,7 (m, 14H), 4,5 (m, 1H), 4,1
(m, 2H), 3,4 (m, 2H), 3 (m, H), 2,7 (m, 1H), 1,1-1,5 (m, 3H),
0,5-0,9 (m, ©6H).

Priklad 3

V tomto pfikladu byla za pouzZiti Chiron Mimotopes Pin
Technologie pfipravena sloudenina (kyselina 3'-

indolpyrohroznovd)-N-bifenylalanin-D-Leu~-Asp-OH.

Prvni aminokyselinovy zbytek Xaa se navaZe na 4-
(hydroxymethyl)fenoxyacetamidové manipulacni pryskyficové hroty
("pins”) (5,7 pmol/hrot) kopulaé¢ni reakci kaZdého hrotu v 800

pl kopula&niho roztoku 100 mM aminokyseliny, 100 mM DIC, 10 mM
DMAP, 1/4 DMF/CH;Cl:) po dobu dvou hodin. Hroty se potom
promyvaji po dobu 5 minut DMF, dvakradt po dobu 5 minut MeOH a
15 minut se su3i vzduchem. Odstranéni Fmoc chrénici skupiny se
provede pomoci 800 M1 20% piperidinu v DMF. Opakuje se
promyvani hrotl (1 vyplach DMF, 2 vyplachy MeOH, 15 minut
sudeni vzduchem). Provede se kopulac¢ni reakce druhé
aminokyseliny (100 mM Yaa, 100 mM DIC, 100 mM HOBT a
bromfenlovy modry indikdtor v DMF), kter& probihd do té doby,
neZ modra barva pfestane adherovat na povrch hrotu. Kopulacni
reakce se opakuje podle potfeby. Stejné tak se opakuje
promyvani a odstranéni Fmoc chrénicich skupin. Dalsi
aminokyselina, Zaa, se navaZe opakovanim kopulacni reakce a
vyplachll pro navadzani Yaa, s opakovanim kopulacni reakce, pokud
je to nutné. Posledni zbytek, kyselina indolpyrohroznova, se se
navdze za pouZiti 15 ekv., 100 mM DIC, 15 ekv. HOBT a
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bromfenolového modrého indikétoru v DMF. Kopulac&ni reakce se
opakuje, pokud je to nutné. Po poslednim proplachu se oranzZové
hroty odstrani z nosic¢d a od3tépi se v jednotlivych 2 ml
plastovych centrifugadnich zkumavkdch za pouZiti 1,5 ml Cerstve
pfipraveného roztoku 90% kyseliny trifluoroctové, 5%
thioanisolu, 3% ethandithiolu a 2% anisolu po dobu 2,5 hodiny.
Hroty se odstrani ze zkumavek a smé&s se vysu$i proudem dusiku
témé¥ do sucha. Provede se trituracé s Et20 a odstredéni kaZdé
zkumavky. Tento krok se opakuje pro kaZdou zkumavku trikrat.
VysréZené peptidy se odeberou, lyofilizuji se, zvaZi se a potom
se pouziji. Cistota ziskaného materidlu se hodnoti TLC. Ziskané
materidly se slouli a testuji se proti autentickym vzorkim

ziskanym v pfikladu 1.
Pfiklad 4

Slouceniny podle pfedklddaného vyndlezu pripravené zpusobem
podle prikladu 1 se testuji nésledujicim zphsobem. 20S
katalytick& podjednotka proteasomu (téZ znamé& jako
multikatalyticky proteinasovy komplex) se precisti do
homogenity z hové&ziho mozku za pouZiti popsanych metod (Wilk S.
a Orloxski M;, 1983, 40: 842, J. Neurochem.). Chymotrypsinové
aktivita komplexu se mé&r¥i zvySenim fluorescence po Stépeni
peptidového substratu, kterym je sukcinyl-leucin-leucin-valin-
tyrosin—?—amino—4—methyl—kumarin. Ve standardnim in vitro testu
se pouziji 2 pg 20S proteasomu, 0,1-100 ug/ml inhibitoru
proteasomu ve 200 pl 50 mM HEPES, obsahujiciho 0,1% .
dodecylsiran éodny, pH 7,5. Proteolytickd reakce se iniciuje
adici 50 pM fluorescenéniho peptidového substrédtu a neché se
probihat po dobu 15 minut pfi 37 °C. Reakce se ukon&i adici 100
pl 100 mM acetatového pufru, pH 4,0. Rychlost proteolyzy je

primo Um&rna mnoZstvi uvolnéného aminomethylkumarinu, které se

m&Fi pomoci fluorescené&ni spektroskopie (EX 370 nm, EM 430 nm).
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Vysledky testl provedenych na inhibitorech 20S proteasomu
jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka II

ICsp hodnoty pro inhibici chymotrypsinu podobné aktivity 20S

proteasomu
F_sloucenlna ¢. IC,, pg/mL sloucenina &. IC, pg/mL
1 10 105 >10
2 10 106 >10
3 >10 107 | >10
4 10 108 >10
5 >10 109 >10
6 >10 110 >10
7 >10 111 >10
8 >10 113 >10
9 >10 114 10
10 >10 115 10
}”11 >10 116 10
12 >10 117 10
13 >10 118 10
14 >10 119 >10
15 10 120 >10
16 10 121 >10
17 >10 122 >10
| 18 . >10 123 >10
19 >10 124 >10
20 . >10 125 >10
21 . >10 126 >10
22 >10 127 >10
23 >10 128 >10
24 >10 129 10
25 >10 130 10
26 >10 131 10
27 >10 132 10
28 >10 133 10
29 >10 134 >10
30 . >10 135 >10
31 >10 136 >10
32 >10 137 >10
33 >10 138 >10
34 >10 139 >10
35 >10 140 >10
36 >10 141 >10
37 >10 142 >10
38 >10 143 >10
39 >10 144 10
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[: sloudenina: &. I

IC,, pg/mL | sloulenina &. [ IC,, pg/mL |
'40 >10 145 o
41 >10 146 10
42 >10 147 10
43 >10 148 10
44 >10 149 10
45 >10 150 10
46 >10 151 210
47 >10 152 210
48 >10 153 ~10
49 >10 154 210
S0 >10 155 >10
51 >10 156 >10
52 >10 157 >10
53 >10 158 ~10
54 >10 159 >10
S5 >10 160 210
56 >10 161 510
57 >10 162 510
58 >10 163 >10
59 >10 164 510
60 >10 165 >10
61 >10 166 510
62 >10 167 >10
63 >10 168 510
64 >10 169 >10
65 >10 170 >10
66 >10 171 10
67 >10 172 10
68 >10. 173 >10
69 >10 174 5 -
70 >10 175 >10
71 >10 176 1
72 >10 177 10
73 >10 178 >10
74 >10 179 >10
75 >10 180 5
76 >10 181 10
77 >10 182 >10
78 >10 183 10
80 >10 185 5
81 >10 186 >10
82. >10 187 >10
83 >10 188 5
84 >10 189 >10
85 >10 190 3
86 >10 191 3
87 >10 192 3
88 S10 193 >10




48 O::. .::Q" :..::,‘: : :QQ::Q4:

slouéeqina ¢. 1C,, pg/ml, sloudenina C. IC, pg/ml,

89 >10 194 >10

90 >10 195 510

91 >10 196 >10

92 >10 197 10

93 >10 198 >10

94 >10 199 >10

95 , >10 200 >10

96 >10 201 ' >10

97 >10 202 >10

98 >10 203 >10

99 >10 204 >10

100 >10 205 CTTTS10

101 >10 206 >10

103 >10 207 10

104 >10

Sloudeniny podle predkladaného vyndlezu ptipravené zplUsobem
podle p¥ikladu 1 byly také testovany nédsledujicim zplsobem. 20S
katalytickad podjednotka proteasomu (téZ znéma jako
multikatalyticky proteinasovy komplex) se pfelisti do

homogenity z hov&ziho mozku za pouZiti popsanych metod (Wilk S.
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a Orloxski M., 1983, 40: 842, J. Neurochem.). Trypsinovéa
aktivita komplexu se mé&ri zvySenim fluorescence po 3tépeni
peptidového substratu, kterym je CBZ-D-Ala-Leu-Arg-(7-amino-4-
methyl-kumarin). Ve standardnim in vitro testu se pouziji 2 pg

20S proteasomu, 0,1-100 Mg/ml inhibitoru proteasomu ve 200 ml
50 mM HEPES, obsahujiciho 0,1% dodecylsiran sodny, pH 7,5.
Proteolytickd reakce se iniciuje adici 50 mM fluorescencéniho
peptidového substrdtu a nechéd se probihat po dobu 15 minut pri
37 % . Reakce se ukond&i adici 100 ml 100 mM acetatového pufru,
pH 4,0. Rychlost proteolyzy je p¥imo Umérnéd mnoZstvi uvolnéného
aminomethylkumarinu, které se m&ri pomoci fluorescencni
spektroskopie (EX 370 nm, EM 430 nm). SlouCeniny 1-207 byly
testovany na inhibici trypsinové aktivity a byly aktivni jako

inhibitory p¥i koncentracich > 10 pg/ml.

P¥iklad 5

Sloudeniny podle predkladaného vyndlezu pfipravené zpusobem
podle prikladu 1 byly také testovany nasledujicim zpdsobem. 20S
katalytickd podjednotka proteasomu (téZ zndmé& jako
multikatalyticky proteinasovy komplex) se precisti do
homogenity z hov&ziho mozku za pouZiti popsanych metod (Wilk S.
a Orloxski M., 1983, 40: 842, J. Neurochem.). Trypsinova
aktivita komplexu se mé&fi zvySenim fluorescence po 3tépeni
peptidového substratu, kterym je CBZ-D-Ala-Leu-Arg-(7-amino-4-

methyl-kumarin). Ve standardnim in vitro testu se pouZije 20 Hg

20S proteasomu, 0,1-100 pg/ml inhibitoru proteasomu ve 200 pl
50 mM HEPES, obsahujiciho 0,1% dodecylsiran sodny, pH 7,5.
Proteolytickd reakce se iniciuje adici 50 mM fluorescenéniho
peptidového substratu a nechd se probihat po dobu 15 minut pfi
37 °%. Reakce se ukondi adici 100 pl 100 mM acetatového pufru,

pH 4,0. Rychlost proteolyzy je pfimo Gmérnd mnoZstvi uvolnéného
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aminomethylkumarinu, které se méfri pomoci fluorescencni
spektroskopie (EX 370 nm, EM 430 nm). SlouCeniny 1-207 byly
testovany na inhibici trypsinové aktivity a byly aktivni jako

inhibitory p#i koncentracich > 10 pg/ml.

Priklad 6

Slou&eniny podle pfedkladaného vynédlezu pfipravené zpusobem
podle pfikladu 1 byly také testovany nasledujicim zpusobem. 208
katalytickad podjednotka proteasomu (téZ znamé& Jjako
multikatalyticky proteinasovy komplex) se p¥elisti do
homogenity z hov&ziho mozku za pouZiti popsanych metod (Wilk S.
a Orloxski M., 1983, 40: 842, J. Neurochem.). Trypsinova
aktivita komplexu se mé&¥i zvySenim fluorescence po Stépeni
peptidového substrdtu, kterym je CBZ-D-Ala-Leu-Glu-(7-amino-4-

methyl-kumarin). Ve standardnim in vitro testu se pouZiji 2 Mg

20S proteasomu, 0,1-100 pg/ml inhibitoru proteasomu ve 200 ml
50 mM HEPES, obsahujiciho 0,1% dodecylsiran sodny, pH 7,5.
Proteolytickad reakce se iniciuje adici 50 mM fluorescencniho
peptidového substrdtu a nechd se probihat po dobu 15 minut pfi
37 %. Reakce se ukoné¢i adici 100 ml 100 mM acetatového pufru,
pH 4,0. Rychlost proteolyzy je pfimo Gm&rnd mnoZstvi uvolnéného
aminomethylkumarinu, které se mé¥i pomoci fluorescencni
spektroskopie (EX 370 nm, EM 430 nm). SlouCeniny 1-207 byly
testovany na inhibici peptidylglutamylové aktivity a byly

aktivni jako inhibitory p#i koncentracich > 10 pg/ml.

Sloudenina 190 byla aktivni p#i koncentraci 5 pg/ml.
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1. Sloucdenina vzorce

o R 0

X2 H X,

kde -0 Ry

X2 je Ar nebo Ar-Xs;, kde X3 je -C=0 nebo CHCO- nebo (CH:)n, kde
n = 0-2, a kde Ar je fenyl, substituovany fenyl, indol,
substituovany indol a nebo jakykoliv jiny heteroaryl;

R; a Rz jsou kaZdy nezévisle vybrény ze skupiny zahrnujici
vedlej$i fretézce zndmych pfirozenych a-aminokyselin a -
syntetickych aminokyselin, vodik, pfimy nebo rozvétveny alkyl o
1-10 atomech uhliku, substituovany p¥fimy nebo rozvétveny alkyl
o 1-10 atomech uhliku, aryl, substituovany aryl, substituovany
primy nebo rozvétveny aryl 0'1—10 atomech uhliku, alkoxyaryl,
cykloalkyl o 3-8 atomech uhliku, heterocyklus a substituovany
heterocyklus, heteroaryl a substituovany heteroaryl;

X3 je vybrdn z nésledujicich skupin: -OH, mono- nebo

dialkylamino, alkoxid, aryloxid a RS

PN

kde | O

X¢ je vybrén z nésledujicich skupin: -OH, arylamino,
monoalkylamino, dialkylamino, alkoxid nebo arylalkoxid;

R3 je vybran ze skupiny zahrnujici: vedlej3i fetézce znamych
prirozenych o-aminokyselin a syntetickych aminokyselin, vodik,

pfrimy nebo rozvétveny alkyl o 1-10 atomech uhliku,
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substituovany pfrimy nebo rozvétveny alkyl o 1-10 atomech

uhliku, aryl, substituovany aryl, substituovany prfimy nebo

rozvétveny aryl o 1-10 atomech uhliku, alkoxyaryl, cykloalkyl o

3-8 atomech uhliku, heterocyklus, substituovany heterocyklus,
heteroaryl a substituovany heteroaryl.

Ra

2. SloucCenina podle naroku 1, kde X; je

~ x4
LA |

O

3. Sloucdenina podle na&roku 2, kde X; je -OH.
4. SloucCenina podle naroku 1, kde X; je -OH.

5. SloucCenina podle naroku 4, kde Ri je vybrén z rozvétveného
alkylu o 1-10 atomech uhliku a nerozvétveného alkylu o 1-10

atomech uhliku.

6. Sloucdenina podle naroku 1, kde X4 je -OH a Ri1 a Rz jsou
nezavisle vybrany z vedlejSich retézcl znémych pfirozenych a-
aminokyselin, nepfrirozenych aminokyselin a pfimych nebo
rozvétvenych alkylovych substituentl obsahujicich 1-10 atoml

uhliku.

7. Sloulenina podle naroku 6, kde X3 je vybrédn z je -C=0 nebo

CH,CO- a (~CHz)n, kde n = 0-2.

8. Sloucenina podle naroku 7, kde Rz je vybran z CO:H, CH2CO:H,
(CHz2) 2CO2H, Arg, Lys, Asn, Gln, Asp, Glu, Phe a Nlc.

9. Sloulenina podle naroku 8, kde Ar je vybrén z indolu a

substituovaného indolu.
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10. Sloucenina podle naroku 8, kde Ar je varén z fenylu a

substituovaného fenylu.
11. SloucCenina podle néroku 1, kde ¥» je CH,CO a R; je isobutyl.

12. Sloulenina podle naroku 11, kde X; je -OH, Rz je H, X3 je H

a Ar je vybrén ze skupiny zahrnujici fenyl a indol.

13. SloucCenina podle naroku 11, kde Ar je indol, R; je D-Leu
(isobutyl), X; je H a X3 je —-OH.

14. Sloucenina podle naroku 13, kde R; je 2-NAP a Rz je Asp.

15. Sloucenina podle naroku 13, kde Rz je 4,4'-BPA a R3 je
vybrédn ze skupiny zahrnujici Nle, Asp, Asn, P-Alanin, His a

Arg.

16. Sloucenina podle naroku 1, kde Ar je indol, X3 je vybrén ze
skupiny zahrnujici biaryl a substituovany bifenyl, R; je
isobutan, R; je CHzCO;H a X; je -OH.

17. Slouc¢enina podle naroku 1, kde Ar je vybran ze skupiny
zahrnujici fenyl a substituovany fenyl, X3 je vybran ze skupiny
zahrnujici -C=0 a CH2CO, Rz je vybran ze skupiny zahrnujici

biaryl a bifenyl, R: je isobutyl, R3 je CH;CO;H a X4 je -OH.

18. Sloulenina podle naroku 1, kde Ar je indol, X3 je CHzCO{ R2
je 4,4'-bifenyl, R; je isobutyl, Rs je CH2CO;H a Xs je -OH.

19. Kationtova sll slouceniny podle néroku 1.

20. Adiéni sl slouleniny podle naroku 1 s kyselinou.
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21. Zptsob pro inhibici néddorti u savcd vy znacuijici

s e t im Ze obshauje podani terapeuticky u&inného mnoZstvi
slouceniny podle naroku 1 savci.

22. Zplsob podle ndroku 21 vy znac¢ujici se tim,
Ze terapeuticky udinné mnoZstvi je v rozmezi od pribliZné& 0,001

do p¥ibliZné 100 mg/kg hmotnosti savce.

23. Zplsob podle nadroku 21 vy znac¢ujici se timnm,
Ze sloufenina je podéna savci trpicimu autoimunitnim
onemocn&nim vybranym ze skupiny zahrnujici lupus, roztrouSenou

sklerosu, ARD a artritidu.

24. ZplUsob podle ndroku 23 vy znac¢ujici se tim,
7e onemocnénim je revmatoidni artritida.

25. Zpusob podle ndroku 21 vy znac¢ujici se tim,
Ze savcem je Clovék.

26. Farmaceuticky'prostfedek vyznac¢ujici se tim,

Ze obsahuje slouleninu podle naroku 1 a jednu nebo vice

farmaceutickych prisad.

27. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 26

vyznadujici se tim Ze je ve formé roztoku.

28. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 26

vyznadujici se tim Ze je ve formé tablety.
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