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Opis wynalazku

Przedmiot wynalazku stanowig analogi peptydomimetykdéw nadajace sie do stosowania w terapii
nowotwordow jako antagonistow lekow opioidowych oraz zastosowanie tych zwiazkéw w terapii nowo-
twordw jelit. Opisane zwiazki wykazuja efekt cytostatyczny i cytotoksyczny w stosunku do komorek no-
wotworow jelit, wykazujg powinowactwo do receptorow i & a dziatajg jako antagonisci lekow opioido-
wych. Przeznaczone sa do podawania przez uktad pokarmowy, w postaci tabletek, wiewdw, zastrzykow
lub implantéw, w leczeniu i wspomaganiu terapii nowotwordw jelit oraz zapewnieniu prawidtowej pery-
staltyki jelit przy przyjmowaniu opioidow.

Stan techniki

Zwiazkami powszechnie stosowanymi w leczeniu raka jelit, jak i innych rodzajow nowotwordw sa
fluoropirymidyny, na czele z 5-fluorouracilem (5-FU). Preparat ten czesto podawany jest z leukoworyna
w postaci iniekcji bolusowej badz w formie ciagtego wlewu dozylnego (Humeniuk R., et. al., 2009).
5-FU czesto stosowany jest w chemoterapii w potaczeniu z innymi lekami, jak oksaliplatyna, ktora osta-
bia replikacje DNA i indukuje apoptoze komorkowa (Raymond E., Faivre S, et. al., 1998; Raymond E.,
Chaney S. G, et. al.,, 1998), czy irynotekan, hamujacy dziatanie topoizomerazy | (Akhtar R., et. al.,
2014). Popularnym zwiazkiem farmakologicznym stosowanym w terapii nowotworow jelita jest tez ka-
pecytabina podawana doustnie i wchianiania przez btone $luzowa przewodu pokarmowego (Penthe-
roudakis G., et. al., 2002).

Bardzo czesto terapiom leczenia nowotwordw towarzysza leki przeciwbdlowe, stosowane we
wszystkich stadiach rozwoju guza o sile rosnacej wraz z zaawansowaniem choroby. W szczegdlnie
ciezkich przypadkach, gdy leczenie operacyjne badz farmakologiczne przestaje by¢ skuteczne lub nie
jest mozliwe, terapia ogranicza sie w zasadzie jedynie do udmierzania bélu w ostatnich dniach zycia
pacjenta. Grupe najsilniejszych lekow opioidowych od lat tworza okreslone zwiazki, wsrod ktorych jedy-
nym z najczesciej stosowanych jest morfina.

Silna aktywnosc¢ przeciwbolowa morfiny sprawia, ze jest to srodek powszechnie stosowany w te-
rapii wszelkiego rodzaju nowotworéw. Srodowiska naukowe podjety jednak nowe tematy badan, anali-
zujac réwniez wptyw morfiny na same nowotwory. Do chwili obecnej wyniki nie sg jasne. Dowiedziono
m.in., ze morfina w dawkach istotnych klinicznie przyspieszata wzrost nowotworu piersi u modeli mysich
(Bimonte S., et. al., 2015; Nguyen J., et. al., 2014); byto to zwiazane z przyspieszonag angiogeneza,
zahamowaniem apoptozy i progresja cyklu komorkowego (Farooqui M., et. al., 2007). Podobne wnioski
wyciagnieto z doswiadczen na mysich modelach miesaka i biataczki (Ishikawa M., et. al., 1993). W ba-
daniach in vitroi in vivo stwierdzono ponadto, ze wzrostowi guza sprzyja¢ moze sporadyczne aplikowa-
nie duzych dawek morfiny lub dtugotrwate jej podawanie w matych dawkach (Zong J., et. al., 2000). Co
wiecej, morfina hamowa¢ moze apoptoze komorek rakowych (Lin X., et. al., 2007) badz indukowac
wzrost guza poprzez zwiekszenie ekspresji cyklooksygenazy-2 (COX-2) (Farooqui M., et. al., 2006; Sa-
lvemini D., et. al., 1993; Arerangaiah R., et. al., 2007; Nédélec E., et. al., 2001) i/lub stymulowanie
angiogenezy za posrednictwem prostaglandyny E2 (Chang S. H., et. al., 2004, Griffin R. J., et. al., 2002;
Salvemini D., et. al., 1994; Leahy K. M., et. al., 2002).

Celem wynalazku jest dostarczenie nowych zwiazkéw nadajacych sie do leczenia i zapobiegania
nowotworu jelit i jednoczesnie wypierajace opioidy z receptorow opioidowych w przewodzie pokarmo-
wym i przywracajace/utrzymujace motoryke jelit podczas podawania morfiny.

Szczegodlnym celem wynalazku byto jednoczesne zniwelowanie negatywnych efektow towarzy-
szacych u chorych przyjmujacych morfine w ramach terapii przeciwbdlowej podczas leczenia antyno-
wotworowego a takze leczenia nowotworow w obszarze jelit. W przypadku tych choréb okoto 75% pa-
cjentdw wymaga statego leczenia przeciwbdlowego. Ponadto, leczenie bdlu przewlekiego zwigzane jest
z szybkim rozwojem tolerancji na lek, co powoduje konieczno$¢ zwiekszania dawek analgetykow, a to
z kolei moze powodowac nasilenie sie skutkéw ubocznych ich stosowania [Hiliger M. Wspodtczesna on-
kologia 2001; 5(4): 168—174]. Niektdére analgetyki opioidowe, tj. morfina, wykazuja takze dziatanie sty-
mulujace proliferacje nowotworow [Farooqui M, Li Y, Rogers T et al., British Journal of Cancer 2007,
97(11): 1523-1531] co obniza skutecznos¢ stosowanej terapii antynowotworowe;.
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Istota wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zwiazek wybrany sposrod:

tyrozylo-D-alanylo-glicylo-fenyloalanylo-cynamylopiperayzyny (TyrDAlaGlyPheCyn),

tyrozylo-D-alanylo-glicylo-tryptofylo-cynamylopieparyzyny (TyrDAlIaGly TrpCyn),
tyrozylo-D-treonylo-glicylo-fenyloalanylo-cynamylopiperayzyny (TyrDThrGlyPheCyn),
tyrozylo-D-treonylo-glicylo-tryptofylo-cynamylopieparyzyny (TyrDThrGlyTrpCyn),

lub ich farmaceutycznie dopuszczalnych soli.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zwigzek okreslony powyzej do stosowania w leczeniu lub
zapobieganiu nowotworu jelita.

Korzystnie, zwigzek do stosowania wedtug wynalazku jest stosowany w postaci przeznaczone;j
do podawania doustnego, iniekcyjnego lub dozylnego. Korzystnie, w postaci doustnej tabletki do poda-
wania bezposrednio do uktadu pokarmowego lub wlewu dozylnego do podawania obwodowego lub za-
strzyku do iniekcji guza i jego okolic.

Korzystnie, zwigzek do stosowania wedtug wynalazku jest stosowany w postaci wielolekowej
kompozycji farmaceutycznej, zwtaszcza zawierajacej dodatkowo opioid o dziataniu przeciwbolowym
i/lub lek przeciwnowotworowy.

Korzystnie, zwigzek do stosowania wedtug wynalazku jest przeznaczony do stosowania w kla-
sycznej chemioterapii raka jelit prowadzonej przedoperacyjnie (terapia neo-adiuwantowa) lub poopera-
cyjnie (terapia adiuwantowa) lub w chemioterapii nieoperacyjnego raka jelita lub w jej wspomaganiu lub
jest przeznaczony do stosowania w leczeniu innych nowotworéw do zabezpieczania jelit przed przerzu-
tem do nich nowotworu pierwotnie pochodzacego z innej tkanki.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zwiazek okreslony powyzej do stosowania w terapii prze-
ciwbodlowej jako antagonista lekdw opioidowych.

Korzystnie, jest on przeznaczony do podawania doustnego lub obwodowego w celu eliminowania
zapar¢ wywotywanych przez leki opioidowe. Réwnie korzystnie, jest przeznaczony do oddziatywania na
receptory opioidow. Réwnie korzystnie, jest stosowany w postaci doustnej tabletki do podawania bez-
posrednio do uktadu pokarmowego, lub wlewu dozylnego do podawania obwodowego. Réwnie korzyst-
nie, jest stosowany w postaci wielolekowej kompozycji farmaceutycznej, korzystnie zawierajacej opioid
stosowany w terapii przeciwbdlowej. Rownie korzystnie, jest stosowany w postaci kompozycji zawiera-
jacej polimer stanowiacy nosnik substancji aktywne;j.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze zwiazki wedtug wynalazku oprocz wtasciwosci antagonistycznych
wzgledem opioidow wykazuja dziatanie cytostatyczne i cytotoksyczne wzgledem komarek nowotworo-
wych jelit. Wykazano rowniez, ze wykazuja one dziatanie cytostatyczne i cytotoksyczne w stosunku do
komorek nowotworowych jelit, a takze maja powinowactwo do receptoréw opioidowych bedac antago-
nistami lekow opioidowych. Tym samym wynalazek taczy efekt zabezpieczenia jelit przed niekorzyst-
nym odziatywaniem opioidéw na motoryke a takze jest pomocny w terapii ich nowotworéw jelit lub pre-
wencji w ich rozwoju np. w wyniku przerzutu do jelit.

Szczego6towy opis wynalazku

Ogolnie, wynalazek dotyczy peptydomimetykow nadajacych sie do stosowania w leczeniu i pro-
filaktyce nowotwordw jelita.

Podczas poszukiwania nowych peptydomimetykéw opioidow, ktére powinny wykazywac wysokie
powinowactwo do receptorow opioidowych, szczegdlnie receptorow opioidowych mu, a jednoczesnie
dziata¢ jako antagonista wobec lekéw opioidowych, takich jak morfina, fentanyl lub peptydéw opioido-
wych, takich jak enkefalina lub bifalina, nieoczekiwanie okazato sie, ze uzyskane peptydowe analogi
opioidow wykazujg rowniez dziatanie cytotoksyczne w stosunku do komoérek nowotworowych jelit. Dzia-
tanie to przejawia sie zaréwno poprzez efekt cytostatyczny i usmiercanie komorek nowotworowych jak
tez poprzez rozluznienie struktur guza i utatwianie wnikania innych substancji czynnych do wewnatrz
guza.

Ponizsze przyktady ilustrujg efekt cytostatyczny i cytotoksyczny w stosunku do komorek nowo-
tworu jelit wywotywany zgodnie z wynalazkiem. Przedstawiono takze przyktady oddziatywania z recep-
torami opioidowymi.

Peptydomimetyki wedtug wynalazku moga by¢ uzyskane metodami znanymi ze stanu techniki,
w szczegolnosci sposobem opisanym w tresci polskiego zgtoszenia patentowego numer P.402324. Po-
dane ponizej opisy syntezy przyktadowych peptydomimetykdéw moga by¢ tatwo zaadoptowane przez
specjaliste do uzyskiwania dowolnego zwiazku wedtug wynalazku,
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a) chlorowodorek tyrozylo-D-alanylo-glicylo-cynamonylopiperazyny

Trans-1-cynamonylo piperazyne acylowano t-Boc-Tyr-D-Ala-Gly, przy uzyciu N,N-dicykloheksy-
lokarbodiimidu za pomoca metody sprzegania N-hydroksysukcynimidu w roztworze N,N-dimetyloforma-
midu. Po odsaczeniu N, N'-dicykloheksylomocznika, surowy produkt posredni zostat wytracony woda.
Osad przemywano trzy razy woda i wysuszono. T-butyloksykarbonylowa grupe ochronng usunieto
z uzyciem 5% chlorowodoru w octanie etylu. Surowy produkt koncowy w postaci soli (chlorowodorku)
wytracano eterem etylowym. Surowy produkt oczyszczono za pomoca preparatywnej HPLC w uktadzie
gradientu 0,5% kwas solny/etanol.

Jako czysty produkt izolowano chlorowodorek tyrozylo-D-alanylo-glicylo-cynamonylopiperazyny.

b) chlorowodorek tyrozylo-D-treonylo-glicylo-fenyloalanylo-cynamonylopiperazyny

Trans-1-cynamonylo piperazyne acylowano t-Boc-Tyr-D-Thr-Gly-Phe, przy uzyciu N,N-dicyklo-
heksylokarbodiimidu za pomoca metody sprzegania N-hydroksysukcynimidu w roztworze N,N-dimety-
loformamidu. Po odsaczeniu N,N'-dicykloheksylomocznika, surowy produkt posredni zostat wytracony
woda. Osad przemywano trzy razy woda i wysuszono. T-butyloksykarbonylowa grupe ochronng usu-
nieto z uzyciem 5% chlorowodoru w octanie etylu. Surowy produkt koncowy w postaci soli (chlorowo-
dorku) wytracano eterem etylowym. Surowy produkt oczyszczono za pomocg preparatywnej HPLC
w ukiadzie gradientu 0,5% kwas solny/etanol. Jako czysty produkt izolowano chlorowodorek tyrozylo-
D-treonylo-glicylo-fenyloalanylo-cynamonylopiperazyny (okreslanego jako peptydomimetyk 2)

c) dichlorowodorek tyrozylo-D-arginylo-cynamonylopiperazyny

Trans-1-cynamonylopiperazyne acylowano t-Boc-Tyr-D-Arg, przy uzyciu N,N-dicykloheksylokar-
bodiimidu za pomoca metody sprzegania N-hydroksysukcynimidu w roztworze N,N-dimetyloformamidu.
Po odsaczeniu N,N'-dicykloheksylomocznika, surowy produkt posredni zostat wytracony woda. Osad
przemywano trzy razy woda i wysuszono. T-butyloksykarbonylowa grupe ochronna usunieto z uzyciem
5% chlorowodoru w octanie etylu. Surowy produkt koncowy w postaci soli (chlorowodorku) wytracano
eterem etylowym. Surowy produkt oczyszczono za pomocg preparatywnej HPLC w uktadzie gradientu
0,5% kwas solny/etanol. Jako czysty produkt izolowano dichlorowodorek tyrozylo-D-arginylo-cynamo-
nylopiperazyny.

Analogicznie moga by¢ uzyskane szczegdlnie korzystne zwigzki wedtug wynalazku wybrane spo-
8rod:

Korzystnie, zwigzek wedtug wynalazku zostat wybrany z grupy sktadajace;j sie z:

tyrozylo-D-alanylo-glicylo-cynamylopiperazyny,

tyrozylo-D-treonylo-glicylo-fenylo-cynamylopiperazyny,

tyrozylo-D-arginylo-cynamylopiperazyny, i tyrozylo-D-treonylo-cynamylopiperazyny,

L-tyrozylo-D-alanylo-L-fenyloalanylo-cynamylopiperazyny,

L-tyrozylo-D-alanylo-L-tryptofylo-cynamylopiperazyny,

L-tyrozylo-D-treonylo-L-fenyloalanylo-cynamylopiperazyny,

L-tyrozylo-D-treonylo-L-tryptofylo-cynamylopiperazyny,

WyZej wymienione zwiazki otrzymuje sie najpierw poprzez synteze Boc-L-Tyr-D-Ala lub Boc-L-
-Tyr-D-Thr lub Boc-L-Tyr-D-Ala-Gly lub Boc-L-Tyr-D-Thr-Gly przy zastosowaniu zywicy 2-chlorotritylo-
wej, gdzie wykorzystuje sie Fmoc-zabezpieczone aminokwasy i metode HATU/DIPEA w trakcie sprze-
gania oraz 20% piperydyne w DMF w trakcie zdejmowania grup ochronnych. Po zdjeciu z zywicy za
pomoca mieszaniny AcO:TFE:DCM, otrzymane produkty wykorzystuje sie do zacytowania fenylalanylo-
-trans-1-cynamylopiperazyny oraz tryptofylo-trans-1-cynamylopiperazyny wykorzystujagc metode
TBTU/DIPEA. Grupa t-butyloksykarbonylowa usuwana jest za pomoca TFA:DCM.

Aby lepigj zilustrowa¢ aktywnos¢ prezentowanego wynalazku jak zwigzku wykazujacego efekt
cytostatyczny i cytotoksyczny w stosunku do komoérek nowotworowych jelit, ponizej przedstawiono przy-
ktad efektywnego dziatania na liniach komorkowych raka jelit. Przedstawiono takze przyktady oddziaty-
wania z receptorami opioidowymi.

Przyktfad 1

Przeprowadzono ocene hamowania migracji z wykorzystaniem ptytek 24-dotkowych wyposazo-
nych w inserty z membrang PET (polyethylene terephthalate). Doswiadczenie wykonano dla stezen
IC50 badanych zwiazkéw obserwujac hamowanie migracji komaérek, czyli ilosci komorek wedruja-
cych/przechodzacych na dolng strone membrany. Komorki po przejsciu przez membrane byly barwione
fioletem krystalicznym i liczone.
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A) TyrDAlaGlyPheCyn

Fenylalanylo-trans-1-cynamylopiperazyna zostata zacylowana za pomocg t-Boc-Tyr-D-Ala-Gly
wykorzystujac metode TBTU/DIPEA. Produkt reakcji zostat wytracony 10% NaHCOs i oddzielony od
mieszaniny poreakcyjnej za pomoca filtracji. Osad zostat przemyty 3-krotnie wodg do momentu uzyska-
nia neutralnego pH przesaczu. Grupa t-butyloksykarbonylowa usunieta zostata za pomoca TFA:DCM
(1:1). Surowy produkt oczyszczono za pomoca preparatywnego systemu HPLC w ukfadzie gradiento-
wym woda/metanol z dodatkiem 0.1% kwasu trifluorooctowego. Przeciwjon wymieniono na Cl- za po-
mocag zywicy jonowymiennej Dowex. Oczyszczony produkt hydrochlorek tyrozylo-D-alanylo-glicylo-fe-
nyloalanylo-cynamylopiperayzyny zwany dalej TyrDAlaGlyPheCyn. Zwiazek uzyto w badaniach komor-
kowych:

—  Dla komorek HT29 (rak jelita) wyznaczono hamowanie migracji do ok. 70% przy 150 uM.

—  Dla komorek Colo205 (rak jelita) wyznaczono hamowanie migracji do ok. 60% przy 170

umol.

—  Dla komorek SW480 (rak jelita) wyznaczono hamowanie migracji do ok. 62% przy 304 umol

- Dla komérek SW620 (rak jelita)wyznaczono hamowanie migracji do ok. 40% przy 400 umol

B) TyrDAIaGlyTrpCyn

Tryptofylo-Trans-1-cynamylopiperazyna zostata zacylowana za pomoca t-Boc-Tyr-D-Ala-Gly wy-
korzystujac metode TBTU/DIPEA. Produkt reakcji zostat wytracony 10% NaHCOs3 i oddzielony od mie-
szaniny poreakcyjnej za pomoca filtracji. Osad zostat przemyty 3-krotnie woda do momentu uzyskania
neutralnego pH przesaczu. Grupa t-butyloksykarbonylowa usunieta zostata za pomoca TFA:DCM (1:1).
Surowy produkt oczyszczono za pomoca preparatywnego systemu HPLC w uktadzie gradientowym
woda/metanol z dodatkiem 0.1% kwasu trifluorooctowego. Przeciwjon wymieniono na Cl- za pomoca
zywicy jonowymiennej Dowex. Oczyszczony produkt hydrochlorek tyrozylo-D-alanylo-glicylo-tryptofylo-
cynamylopieparyzyny jest zwany dalej TyrDAIaGlyTrpCyn. Zwiazek uzyto w badaniach komorkowych:

—  Dla komorek HT29 (rak jelita) wyznaczono hamowanie migracji do ok. 50% przy 300 uM.

—  Dla komorek Colo205 (rak jelita) wyznaczono hamowanie migracji do ok. 40% przy 280

umol.
—  Dla komorek SW480 (rak jelita) wyznaczono hamowanie migracji do ok. 33% przy 291 umol
—  Dlakomorek SW620 (rak jelita) wyznaczono hamowanie migracji do ok. 28% przy 452 umol

C) TyrDThrGlyPheCyn

Fenylalanylo-trans-1-cynamylopiperazyna zostata zacylowana za pomoca t-Boc-Tyr-D-Thr-Gly
wykorzystujac metode TBTU/DIPEA. Produkt reakcji zostat wytracony 10% NaHCOs i oddzielony od
mieszaniny poreakcyjnej za pomoca filtracji. Osad zostat przemyty 3-krotnie woda do momentu uzyska-
nia neutralnego pH przesaczu. Grupa t-butyloksykarbonylowa usunieta zostata za pomocg TFA:DCM
(1:1). Surowy produkt oczyszczono za pomoca preparatywnego systemu HPLC w ukfadzie gradiento-
wym woda/metanol z dodatkiem 0.1% kwasu trifluorooctowego. Przeciwjon wymieniono na Cl- za po-
moca zywicy jonowymiennej Dowex. Oczyszczony produkt hydrochlorek tyrozylo-D-treonylo-glicylo-fe-
nyloalanylo-cynamylopiperayzyny zwany dalej TyrDThrGlyPheCyn. Zwiazek uzyto w badaniach komor-
kowych:

—  Dla komorek SW480 (rak jelita) wyznaczono hamowanie migracji do ok. 45% przy 430 umol

D) TyrDThrGlyTrpCyn

Tryptofylo-Trans-1-cynamylopiperazyna zostata zacylowana za pomoca t-Boc-Tyr-D-Thr-Gly wy-
korzystujac metode TBTU/DIPEA. Produkt reakcji zostat wytracony 10% NaHCOs i oddzielony od mie-
szaniny poreakcyjnej za pomoca filtracji. Osad zostat przemyty 3-krotnie woda do momentu uzyskania
neutralnego pH przesaczu. Grupa t-butyloksykarbonylowa usunieta zostata za pomocg TFA:DCM (1:1).
Surowy produkt oczyszczono za pomoca preparatywnego systemu HPLC w uktadzie gradientowym
woda/metanol z dodatkiem 0.1% kwasu trifluorooctowego. Przeciwjon wymieniono na Cl- za pomoca
zywicy jonowymiennej Dowex. Oczyszczony produkt hydrochlorek tyrozylo-D-treonylo-glicylo-tryptofylo-
cynamylopieparyzyny jest zwany dalej TyrDThrGlyTrpCyn. Zwiazek uzyto w badaniach komorkowych:

- Dla komorek SW480 (rak jelita) wyznaczono hamowanie migraciji do ok. 39% przy 426 umol

- Dla komorek SW620 (rak jelita)wyznaczono hamowanie migracji do ok. 33% przy 552 umol

Przyktad 2
Przeprowadzono ocene wptywu badanych zwiazkdéw na wzrost komorek metoda kolorymetryczna

z uzyciem odczynnika MTT lub XTT wyznaczajac IC50. Testy byty oparte na redukcji soli pod wptywem
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mitochondrialnej dehydrogenazy, aktywnych metabolicznie komérek. Barwny produkt redukcji ozna-
czano spektrofotometrycznie i w ten sposéb oznaczano ilo$¢ zywych komorek.

A) TyrDAlaGlyPheCyn (zwiazek otrzymany wedtug schematu pokazanego w przyktadzie 1)
—  Dla komorek HT29 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 150 uM.

- Dla komorek Colo205 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 170 umol.

-  Dla komorek HCT116 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 284 pumol.

- Dla komorek SW480 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 304 umol

- Dla komorek SW620 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 400 umol

B) TyrDAIaGlyTrpCyn (zwiazek otrzymany wedtug schematu pokazanego w przyktadzie 1)
—  Dla komorek HT29 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 300 uM.

- Dla komorek Colo205 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 280 pumol.

- Dla komorek HCT116 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 321 umol.

- Dla komorek SW480 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 291 umol

—  Dla komorek SW620 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 452 umol

C) TyrDThrGlyPheCyn (zwiazek otrzymany wedtug schematu pokazanego w przykiadzie 1)
-  Dla komorek HCT116 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 557 umol.

-  Dla komorek SW480 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 430 umol

- Dla komorek SW620 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 634 umol

D) TyrDThrGlyTrpCyn (zwiazek otrzymany wedtug schematu pokazanego w przyktadzie 1)

—  Dla komorek HT29 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 500 pM.

-  Dla komorek Colo205 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 610 umol.

- Dla komorek HCT116 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 403 pumol.

- Dla komorek SW480 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 426 umol

- Dla komorek SW620 (rak jelita) wyznaczono IC50 dla 552 umol

Przyktad 3

Tryptofylo-Trans-1-cynamylopiperazyna zostata zacylowana za pomoca t-Boc-Tyr-D-Ala-Gly wy-
korzystujac metode TBTU/DIPEA. Produkt reakcji zostat wytracony 10% NaHCOs3 i oddzielony od mie-
szaniny poreakcyjnej za pomoca filtracji. Osad zostat przemyty 3-krotnie woda do momentu uzyskania
neutralnego pH przesaczu. Grupa t-butyloksykarbonylowa usunieta zostata za pomoca TFA:DCM (1:1).
Surowy produkt oczyszczono za pomocg preparatywnego systemu HPLC w uktadzie gradientowym
woda/metanol z dodatkiem 0.1% kwasu trifluorooctowego. Przeciwjon wymieniono na Cl- za pomoca
zywicy jonowymiennej Dowex. Oczyszczony produkt hydrochlorek tyrozylo-D-alanylo-glicylo-tryptofylo-
cynamylopiperyzyny jest zwany dalej TyrDAlIaGlyTrpCyn. Tryptofylo-Trans-1-cynamylopiperazyna zo-
stata zacylowana za pomoca t-Boc-Tyr-D-Thr-Gly wykorzystujac metode TBTU/DIPEA. Produkt reakcji
zostat wytracony 10% NaHCOs i oddzielony od mieszaniny poreakcyjnej za pomoca filtracji. Osad zostat
przemyty 3-krotnie woda do momentu uzyskania neutralnego pH przesaczu. Grupa t-butyloksykarbony-
lowa usunieta zostata za pomoca TFA:DCM (1:1). Surowy produkt oczyszczono za pomoca prepara-
tywnego systemu HPLC w uktadzie gradientowym woda/metanol z dodatkiem 0.1% kwasu trifluorooc-
towego. Przeciwjon wymieniono na Cl- za pomoca zywicy jonowymiennej Dowex. Oczyszczony produkt
hydrochlorek tyrozylo-D-treonylo-glicylo-tryptofylo-cynamylopiperyzyny jest zwany dalej TyrDThr-
GlyTrpCyn. Fenylalanylo-trans-1-cynamylopiperazyna zostata zacylowana za pomoca t-Boc-Tyr-D-Ala-
-Gly wykorzystujac metode TBTU/DIPEA. Produkt reakcji zostat wytracony 10% NaHCOs i oddzielony
od mieszaniny poreakcyjnej za pomoca filtracji. Osad zostat przemyty 3-krotnie woda do momentu uzy-
skania neutralnego pH przesaczu. Grupa t-butyloksykarbonylowa usunieta zostata za pomoca
TFA:DCM (1:1). Surowy produkt oczyszczono za pomocg preparatywnego systemu HPLC w uktadzie
gradientowym woda/metanol z dodatkiem 0.1% kwasu trifluorooctowego. Przeciwjon wymieniono na CI-
za pomoca zywicy jonowymiennej Dowex. Oczyszczony produkt hydrochlorek tyrozylo-D-alanylo-gli-
cylo-fenyloalanylo-cynamylopiperayzyny jest zwany dalej TyrDAlaGlyPheCyn.

Fenylalanylo-trans-1-cynamylopiperazyna zostata zacylowana za pomoca t-Boc-Tyr-D-Thr-Gly
wykorzystujac metode TBTU/DIPEA. Produkt reakcji zostat wytracony 10% NaHCOs i oddzielony od
mieszaniny poreakcyjnej za pomoca filtracji. Osad zostat przemyty 3-krotnie woda do momentu uzyska-
nia neutralnego pH przesaczu. Grupa t-butyloksykarbonylowa usunieta zostata za pomoca TFA:DCM
(1:1). Surowy produkt oczyszczono za pomoca preparatywnego systemu HPLC w ukfadzie gradiento-
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wym woda/metanol z dodatkiem 0.1% kwasu trifluorooctowego. Przeciwjon wymieniono na ClI- za po-
moca zywicy jonowymiennej Dowex. Oczyszczony produkt hydrochlorek tyrozylo-D-treonylo-glicylo-fe-
nyloalanylo-cynamylopiperazyny jest zwany dalej TyrDThrGlyPheCyn.

Badanie powinowactwa receptorowego analizowanych zwiazkéw zbadano metoda radioizoto-
powa polegajacg na konkurencyjnym wigzaniu 0.5 nM selektywnego radioaktywnego agonisty receptora
opioidowego p:[3H]DAMGO oraz 8:[3H]DELT w obecnosci rosnacych stezen badanych zwiazkéw w po-
staci nieznakowanej (10-10,5 — 10-6) wykazato wartosci:

TyrDAlaGlyPheCyn — dla receptora p ponizej 1,7 a dla receptora & ponizej 11

TyrDAIaGlyTrpCyn — dla receptora p ponizej 76 a dla receptora & ponizej 250

TyrDThrGlyPheCyn — dla receptora i ponizej 1,7 a dla receptora & ponizej 1,4

TyrDThrGlyTrpCyn — dla receptora p ponizej 4,5 a dla receptora & ponizej 56

Co swiadczy o zdolnosci do wiazania sie badanych zwiazkow do zastosowanych receptorow.

w N

10.

11.

12.

Zastrzezenia patentowe

. Zwiazek wybrany sposréd:

tyrozylo-D-alanylo-glicylo-fenyloalanylo-cynamylopiperazyny (TyrDAlaGlyPheCyn),
tyrozylo-D-alanylo-glicylo-tryptofylo-cynamylopiperyzyny (TyrDAlaGlyTrpCyn),
tyrozylo-D-treonylo-glicylo-fenyloalanylo-cynamylopiperazyny (TyrDThrGlyPheCyn),
tyrozylo-D-treonylo-glicylo-tryptofylo-cynamylopiperazyny (TyrDThrGlyTrpCyn),

lub ich farmaceutycznie dopuszczalnych soli.

Zwiazek okreslony w zastrz. 1 do stosowania w leczeniu lub zapobieganiu nowotworu jelita.
Zwigzek do stosowania wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze jest stosowany w postaci prze-
znaczonej do podawania doustnego, iniekcyjnego lub dozylnego.

Zwigzek do stosowania wedtug zastrz. 2, znamienny tym, Ze jest stosowany w postaci do-
ustnej tabletki do podawania bezposrednio do uktadu pokarmowego lub wlewu dozylnego do
podawania obwodowego lub zastrzyku do iniekcji guza i jego okolic.

Zwigzek do stosowania wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze jest stosowany w postaci wie-
lolekowej kompozycji farmaceutycznej, korzystnie zawierajacej dodatkowo opioid o dziataniu
przeciwbolowym lub/i lek przeciwnowotworowy.

Zwigzek do stosowania wedtug zastrz. 2, znamienny tym, Ze jest przeznaczony do stosowa-
nia w klasycznej chemioterapii raka jelita prowadzonej przedoperacyjnie (terapia neo-adiu-
wantowa) lub pooperacyjnie (terapia adiuwantowa) lub w chemioterapii nieoperacyjnego raka
jelita lub w jej wspomaganiu lub jest przeznaczony do stosowania do zabezpieczania jelit
przed przerzutem do nich nowotworu pochodzacego z innej tkanki.

Zwiazek okredlony w zastrz. 1 do stosowania w terapii przeciwbdlowej jako antagonista lekow
opioidowych.

Zwigzek do stosowania wedtug zastrz. 7, znamienny tym, Ze jest przeznaczony do podawa-
nia doustnego lub obwodowego w celu eliminowania zaparé wywotywanych przez leki opioi-
dowe.

Zwigzek do stosowania wedtug zastrz. 7, znamienny tym, ze jest przeznaczony do oddziaty-
wania na receptory opioidow.

Zwigzek do stosowania wedtug zastrz. 7, znamienny tym, Ze jest stosowany w postaci do-
ustnej tabletki do podawania bezposrednio do uktadu pokarmowego, lub wiewu dozylnego do
podawania obwodowego.

Zwigzek do stosowania wedtug zastrz. 7, znamienny tym, ze jest stosowany w postaci wie-
lolekowej kompozycji farmaceutycznej, korzystnie zawierajacej opioid stosowany w terapii
przeciwbdlowej.

Zwigzek do stosowania wedtug zastrz. 1 albo zastrz. 7, znamienny tym, ze jest stosowany
w postaci kompozycji zawierajacej polimer stanowiacy noénik substancji aktywne;.
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