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(57)Anotace:

Derivaty cyklického peptidu obecného vzorce I, kde znamena
X! Ser, Gly nebo Thr; X2 Leu. Ile, Nle, Val nebo Phe; X* Asp,
Glu, Lys nebo Phe; X* Gly, Ala nebo Ser; X Leu, Ile, Nle,
Val nebo Phe; X® Arg, Har nebo Lys; R! chybi nebo znamena
jeden nebo nékolik zbytkd aminokarboxylové kyseliny,
pficemz zbytek aminokarboaminokarboxylové kyseliny ma
délku 500 az 2500 pm, pfi¢emZ uvedené aminokyseliny
mohou byt derivatizovany, véetné D a L forem a opticky
aktivnich aminokyselinovych zbytkil a jejich fyziologicky
prijatelné soli a solvaty, jsou jakoZto ligandy o, B, biologicky
iginné a proto vhodné pro vyrobu lé¢iva k o3etfovani nemoci,
které jsou zaloZeny na expresi a patologické funkei o B¢
integrinovych receptort.

Cyklo (Arg-X'-Asp-X*-X*-X*-X*-X*-R")
)
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Derivaty cyklického peptidu jako inhibitory integrinu avBe

Oblast techniky

kde

Xi

X2

X3

X4

XS

X6

R1

Vyndlez se tykd novych peptidd obecného vzorce I

cyklo(Arg- X1-Asp-X2-X3-X4-X5-%X6-RY)

Znamena

Ser, Gly nebo Thr,
Leu, Ile, HNle, Val
Asp, Glu, Lys nebo
Gly, Ala nebo Ser,
Leu, Ile, Nle, Val
Arg, Har nebo Lys,

nebo

Phe,

nebo

Phe,

Phe,

chybi nebo znamend jeden nebo né&kolik zbytk

xylové kyseliny,
l1iny ma délku 500 az 2500 pm,

(D

3 aminokarbo-

pri&emz =bytek w-aminokarboxylové kyse-

pri&emZ uvedené aminokyseliny mohou byt také derivatizovany,

véetnd D a L forem a opticky aktivnich aminokyselinovych zbyt-

kd

a jejich fyziologicky prijatelnych soli a solvata.

Vynalez je zaloZen na cbjevu novych sloudenin, které ma-

ji{ hodnotné vlastnosti a mohou byt pouZity pro vyrobu 1éciv.

Zjistilo se, Ze slou&eniny podle vynilezu a jejich soli
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maji velmi hodnotné farmakologickeé vlastnosti spolu s dobrou

snasSenlivosti.
Peptidy podle vynalezu se mohou pouZivat jako u&inne
inhibitory ovBe integrinového receptoru a tim k oSetrovani

riznych nemoci a patologickych nalez=l.

Dosavadni stav techniky

Jiné inhibitory integrinu avBe Jjsou popsany v né&meckémn
patentovém spise ¢islo DE 19858857 a jiné takové typy také
popsal S. Kraft a kol. (J. Biol. Chem. 274, str. 1979 az 1985,
1999) . Slou&eniny podle vynalezu l=ze povazZovat =za vybé&rovy

vynidlez se zretelem na shora uvedenou literaturu.

Integriny pat¥i do rodiny heterodimerni t¥ridy I - trans-
membranovych receptori, které maji vyznamnou ulohu v &etnych
adheznich procesech buifika-matrice popiripadé& burika-burika (Tuck-
well a kol., 1996, Symp. Soc. EX. Biol. 47) . Zhruba se mohou
d3lit do t¥i t¥rid: pgi-integriny, kiteré predstavuii receptory
pro extracelularni matrici, gz-integriny, které jsou aktivova-
telné na leukocytech, a jsou spoustény pri zanétlivych proce-
sech, jakoZ také av-integriny, které ovliviiuji bund&nou odezvu
pri hojeni ran a pri jinych patologickych procesech (Marshall

a Hart, Semin. Cancer Biol. 7, str. 191, 1996).

Integriny asB1i, «IIbB3, «sB1, avBi, «vB3, avBs, avbs a
avBe se vSechny vazZi na Arg-Gly-Asp (RGD) peptidovou sekvenci
v prirodnich ligandech, jako jsou napriklad f ibronektin nebo
vitronektin. Rozpustné RGD-obsahujici peptidy jisou schopny in-
hibovat interakaci kaZdého tohoto integrinu s odpovidajicimi
prirodnimi ligandy. Integrin avBe je pom&rnd vzacny integrin
(Busk a kol., J. Biol. Chem. 267(9), str. 5790, 1992), ktery
se pri procesech opravy epitelovych tkani ve vétsim mnozZstvi

vytvari a prednostné vaze prirozené matricové molekuly fibro-
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nektin a tenascin (Want a kol., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol.
15(5), str. 664, 1996). Fyziologické a patologické funkce avBe
nejsou dosud dokonale znamy, je v3ak domn&nka, Ze tento integ-
rin ma daleZitou ulohu pri fyziologickych pochodech a nemocech
(napriklad =zanéty, hojeni ran, nadory), na kterych se podilf{
epitelové buiiky. Tak se avBé expresuje na keratinocytech v-ra-
nich (Haapasalmi a kol., J. Invest. Dermatol. 106(1), str. 42,
1996), = &ehoz l=z=e usuzovat, Ze agonisty a antagonisty tohoto
integrinu jsou ovliviiovany vedle procesi hojeni ran a =zanéta i
jiné patologické jevy kaZe, jako napriklad lupénka. Kromé& t.oho
ma avBe vyznam v epitelu dychacich cest (Weinacker a kol., Am.
J. Respir. Cell Mol. Biol. 12(5), str. 547, 1995), takZe by'se
mohly tsp&3n& nasazovat odpovidajict agonisty/antagonisty to-
hoto integrinu pri onemocnéni dychacich cest, jako jsou bron-
chitida, astma, plicni fibrédza a nadory dychacich cest. Je
také znamo, Ze avBe maji vyznam pro strevni epitel, takze by
bylo moZno pouzivat odpovidajici integrinové agonisty/antago-
nisty pri oSetfovani z4ndtG, nadord a poranénfi zalude&niho a

strevniho traktu.

Zziavislost vytvareni angiogeneze na vzadjemném plasobeni
vaskuldrnich integrint a extraceluldarnich matricovych proteinl
popsal P.C. Brooks, R.A. Clark a D.A. Cheresh (Science 264,
str. 569 az 571, 1994).

Ukolem vynalezu je proto pridavngd k jiZ znamym prirodnim
vysokomolekuldrnim ligandim a prot.ilatkéam, se kterymi se tera-
peuticky a diagnosticky obtiZné& prcuje, nalézt mocné, speci-
fické a selektivni nizkomolekuldarni ligandy pro avBe, S vy ho-
dou pept.idy, které by se mohly pouzivat pro uvedené terapeu-

tické -oblasti av3ak také jako dignostickd nebo reaként &inidla.

Podstata vyndlez=zu

Zjistilo se, Ze shora charakterizované peptidové slou-

&eniny podle vyndlezu a jejich soli jakoZto rozpustné moleku-
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1y phsobi na buiiky, které maji uvedeny receptor nebo kdy2 se
vad2{ na povrchy, pPedstavuiji um&lé ligandy pro avfe zprostred-
kovavané ulpivani bunék. PredeviZim pasobi jako inhibitory avBe
integrinu, pridemz predevsim brzdi vzajemné piusobeni receptoru
s jinymi ligandy, napriklad vazbu fibronektinu. Toto pisobeni
1ze doloZit naprfiklad =zplsoben, ktery popsal J. W. Smith a
kol. (J. Biol. Chem. 265, str. 12267 aZ 12271, 1990) .

Krom& toho se z=jistilo, Ze nové sloudeniny maji velmi
hodnotné farmakologické vlastnosti spolu s dobrou snasenlivos-
ti a mohou se pouZzivat jakoZto 1é&iva. Tato skute&nost bude

jestd presnéji popsana.

Peptidické slou&eniny podle vyndlezu se kromé toho
mohou pouZzivat jakoZto diagnostika pro detekci a lokalizaci
patologickych stavl v epitelovém systému in vivo a in vitro,
pokud jsou vybaveny vhodnymi markery (naptiklad biotinylovynm

zbytkem) podle stavu techniky.

Vynalez =zahrnuije také kombinace s alespon jednou jinou
G&innou slou&eninou a/nebo konjugdty s jinymi a&innymi latka-
mi, jako Jjsou cytotoxicky a&inné latky, jakoz také konjugdaty
s radioznadenim pro rentgenovou terapii nebo pro PET diagnodzu
nebo také fuzni proteiny s proteinovymi markervy, jako jsou GEP

nebo protilatky, nebo terapeutické proteiny, jako je IL-2.

Obzvl 45t& u&inné jsou sloudeniny obecného vzorce I, ve
kterych je oktapeptidova sekvence cyklo(Arg- X1-Asp-X2-X3-X4-
XS-X6) a kde X2, X3, X4, X% a X6 maji shora uvedeny vyznam,
roz&irena skupinou R1. V1liv expanze kruhu je ukdazan na obr. 1
na prikladu cyklo(Arg-Gly-Asp-Leu-D-Asp-Ala-Leu-Arg) [EMD
2715881. JakoZto srovnivaci sloudenina se uvadi Ac-Arg-Thr-
-Asp-Leu-Asp-Ser-Leu-Arg-NHz [EMD 2712931. N&které cyklo(Arg-
-Gly-Asp-Leu-D—Asp-Ala-Leu-Arg-R‘)peptidy maji v=zdalenost od
Rt (vypod&tenou) a hodnotu Q (ICsol[sloudeninyl/ICso [EMD
2712931 a -log Q uvedenou v tabulce.
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R} Distance [pm] o) -log Q
0 0 47 -1,672
Gly 370 2!1' -0,322
Abu 617 0,028 1,553
Gly-Gly 740 0,05 1,301
Aha 870 0,036 1,444
Aee 1078 0,038 1,420
Gly-Gly-Gly 1110 0,03 1,523
Abu-Abu | 1235 0,03 1,523
Gly-Gly-Gly-Gly 1480 0,033 1,481
Aha-Aha 1740 0,036 1,444
Gly—Gly—Gly—Gly—Gly 1850 05046 1,337
Gly- (Gly)4-Gly 2220 0,05 1,301

Grafické znazornd&n{ je zFejmé = obr. 1. Obzvlasté ak-
tivni sloudeniny se ziskaji pravé kdyZ délka mezerniku R! do-
sidhne pribliZn& S00 pm.

Obzv14ast& vyhodnymi jsou sloud&eniny obecného vzorce I,
kde R! znamend jeden nebo n&kolik =bytkl w-aminokarboxylové

kyseliny, pri&emZ zbytek wtaminokarboxylové kyseliny ma délku
600 azZ 2000 pm

Zbytky -aminokarboxylové kyseliny se min{f zbytky ja-
kékoliv -aminokarboxylové kyseliny, pPi&emZ obzvlasté vyhod-
né aminokyseliny se vol{ ze souboru zahrnujfciho Ala, Asn,
Asp, Arg, Cys, Gln, Glu, Hcy, His, Hse, Ile, Leu, Lys, HMet,
Pen, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, Val a HzN-(CHz2CH20)m-
-(CH2)n-COOH, kde =znamen&

m, n v3dy na sob& nezivisle O, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, nebo 12, =za podminky, 2Ze m+n je vét3{ nez 0.
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Vyndlez se tedy tyka z=vlasté derivatt peptidld obecného

vzorce 1

cyklo(Arg- X1-Asp-X2-X3-X4-X5-X6-R1) (I

kde znamena

X1 Ser, Gly nebo Thr,

X2 Leu, Ile, Nle, Val nebo Phe,

X3 Asp, Glu, Lys nebo Phe,

X4 Gly, Ala nebo Ser,

X5 Leu, Ile, Nle, Val nebo Phe,

X® Arg, Har nebo Lys,

R1 chybi nebo znamend 1 az 10 aminokyselin volenych ze soubo-

ru =zahrnujiciho Ala, Asn, Asp, Arg, Cys, Gln, Glu, Hcy,

His, Hse, Ile, Leu, Lys, Met, Pen, Phe, Pro, Ser, Thr,

Trp, Tyr, Val a HzN- (CH2CH20)m - (CH2)n-COOH, kde zZnamena

m, n v2dy na sob& nezavisle 0o, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, nebo 12, =za podminky, e m+n je véts{i nez O,

pri&em3 uvedené aminokyseliny mohou byt takeé derivatizovany,
v&etnd D a L forem a opticky aktivnich aminokysel inovych zbyt-
ka

a jejich fyziologicky prijatelnych soli.

N&kterymi vyhodnymi skupinami sloudenin obecného vzorce
I jsou nasledujici slouceniny podvzorcld Ia aZ Ih, kde zvl1ast
neuvedené symboly majf vyznam uvedeny u obecného vzorce I,

pri&emZ znamend v obecném vzorci



a)

b)

<)

d)

e)

f)

g)

X1

X1
Xz

Xa
x3

Xt
X2
X3
X4

Xt
X2
X3
X4
X5

X1
Xa
X3
X4
X5
X6

X1
X2
X3
X4
X5
X6
R

Gly nebo

Gly nebo

Leu,

Gly nebo
Leu,

Asp nebo

Gly nebo
Leu,

Asp nebo
Gly nebo

Gly nebo
Leu,

Asp nebo
Gly nebo

Leu,

Gly nebo
Leu,
Asp nebo
Gly, Ala
Leu,

Arg,

Gly nebo
Leu,
Asp nebo
Gly, Ala
Leu,

Arg,

Thr,

Thr,

Thr,

D-Asp,

Thr,

D-Asp,
Ala,

Thr,

D-Asp,

Ala,

Thr,

D-Asp,

nebo Ser,

Thr,

D-Asp,

nebo Ser,

0 e

1 a% 10 aminokyselin volenych ze souboru zahrnuji-
Gln,

ciho Ala,

Asn,

Asp,

Glu, Hcy,

His,



Hse, Ile, Leu, Lys, Met, Pen, Phe, Pro, Ser, Thr,

Trp, Tyr, Val a HzN- (CH2CHz20) m- (CH2) n-COOH, kde

znamena

m, n v2dy na sob& nezavisle 0, 1, 2, 3, 4, S5, 6,
7, 8 9, 10, 11 nebo 12, =za podminky, Z2e

m+n je vét3{ neZ O,

h) X1 Gly nebo Thr,
X2 Leu,
X3 Asp nebo D-Asp,
X4 Gly, Ala nebo Ser,
xS Leu,
X6 Arg,
R1 1 a> 6 aminokyselin volenych ze souboru zahrnuijf{-

ciho Gly, p-Ala, Abu nebo Aha,

a jejich soli.

Vynalez se =v1asté tyka peptidovych slou&enin vybranych

=ze souboru zahrnujficiho

cykLo(Arg—Gly—Asp-Leu-Asp-Ala—Leu-Arg-Gly—Gly—Gly),
cyklo(Arg—Gly-Asp—Leu—Asp—Gly—Leu—Arg—Gly—Gly—Gly),
cyklo(Arg-Gly—Asp—Leu—D—Ala—Ala—Leu—Arg—Gly-Gly—Gly),
cyklo(Arg—Thr-Asp—Leu-D—Asp—Ala—Leu—Arg—Gly—Gly—Gly),
cyklo(Arg—Gly—Asp—Leu—D-Asp—Ala—Leu—Arg—Abu—Abu),
cyklo(Arg—Gly—Asp—Leu—D—Asp—Ala—Leu—Arg—Aha—Aha),
cyklo(Arg—Gly—Asp—Leu—D—Asp—Ala—Leu-Arg—Aha),
cy&lo(Arg—Gly—Asp—Leu—D—Asp—Ala—Leu—Arg-Aee),
cyklo(Arg—Thr—Asp—Leu-D—Asp—Ala—Leu—Arg—Abu-Abu),
cyklo(Arg—Thr—Asp—Leu—D-Asp—Ala4Leu—Arg—B—Ala),
cyklo(Arg—Gly—Asp—Leu—D—Asp—Ala—Leu-Arg-B-Ala),

a jejich fyziologicky prijatelné soli.

Uvadéné zkratky zbytkl aminokyselin znamenajf zbytky néa-
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sledujicich aminokyselin:

Abu
Aee
Aha
Aib
Ala
Asn
Asp
Arg
Bgl
Cys
Dab
Dap
Gln
Glp
Glu
Gly
Har
Hey
His
homo-Phe
Hse
Ile
Leu
Lys
Met
Nal
Nle
Orn
Pen
Phe
Phg
4-Hal-Phe
Pro

Ser

4-aminomdselnd kyselina
HzN- (CHzCHz0) 2 - CHz - COOH
6-aminohexanova kyselina, 6-aminokapronova kyselina
«-aminoisomaselna kyselina
alanin

asparagin

asparagovd kyselina
arginin
C-alfa-terc-butylglycin
cystein

2,4-diaminomiselnd kyselina
2,3-diaminopropionové kyselina
glutamin

pyroglutamova kyselina
glutamova kyselina

glycin

homoarginin

homocystein

histidin

homo-fenylalanin
homo-serin

isoleucin

leucin

lysin

methionin

naft-2-ylalanin

norleucin

ornitin

penicilamin

fenylalanin

fenylglycin
4-halogenfenylalanin
prolin

serin
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Thr threonin

TIS Lriisopropylsilan [sicl
Trp tryptofan

Tyr tyrosin

Val valin

Krom& toho se jesté uvadéif zkratky, které maiji nasledu-

jici vyznam:

Ac
BOC
BSA
CBZ nebo Z
DCC1
DCM
DIEA
DMF
EDC1
Et
FCA
FITC
Fmoc
FTH
HOBt
HONSu
Me
MBHA
Mtr
OBut
Oct
OMe
OEt
Pbf
Pmc
POA
Sal

acetyl

terc-butoxykarbonyl

albumin hov&ziho séra
benzyloxykarbonyl
dicyklohexylkarbodiimid
dichlormethan

diethylamin

dimethylformamid
N-ethyl—N,Nl—(dimethylaminopropyl)karbodiimid,
ethyl

fluoresceinkarboxylovd kyselina
fluoresceinisothiokyanat
9—fluorenylmethoxykarbonyl
fluoresceinthiomo&ovina
1-hydroxybenzotriazol
N-hydroxysukcinimid

methyl

4-methylbenzhydrylamin
4-methoxy-2,3, 6-trimethylfenylsulfonyl
terc-butylester

oktanoyl

methylester

ethylester

2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-S—sulfonyl

2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl
fenoxyacetyl

salicyloyl
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TBS++ tris pufrovand solanka s dvoumocnym kationtem

TBSA TBS + BSA

TBTU 2-(1H—benzotriazol-1-yl)-1,1,3—tetramethyl-
uroniumtetraf luorborat

TFA trifluoroctovid kyselina

Trt trityl (trifenylmethyl).

Pokud shora uvedené aminokyseliny mohou byt v n&kolika e-
nantiomernich formach, vichny tyto formy a také jejich smési
(napfiklad DL formy) vynalez zahrnuje. Krom& toho mohou byt a-

minokyseliny chran&ny o sobé znamymi chranicimi skupinami.

Vyndlez se také tyka hydréatt a solvatd, naptiklad alkoho-

14t sloudenin obecného vzorce I.

Slou&eniny podle vynalezu zahrnuji také tak zvané prodro-
gové derivaty, to znamend napriklad alkylovymi nebo acylovynmi
skupinami, cukry nebo oligopeptidy obm&néné slou&eniny obecné-
ho vzorce I, které se v organismu rychle 3tépi na G&inné slou-
&eniny podle vynélezu. Do této skupiny pat¥i také biologicky
odbouratelné polymerni derivaty slou&enin podle vyndlezu po-
psané v literature (naptriklad J. Pharm. 115, str. 61 az 67,
1995) .

Uvedené aminokyseliny nebo aminokysel inové zbytky, napri -
klad skupiny NH nebo koncové amidové skupiny, mohou byt také
derivatizovany, pri&emZ jsou vyhodnymi N-methylové, N-ethylo-

vé, N-propyloveé, N-benzylové nebo Ca-methylové derivaty. Deri-

vaty Asp a Glu jsou zvlasté methyl-, ethyl-, propyl-, butyl-,
terc-butyl, neopentyl- nebo benzylestery postrannich karboxy-
lovych skupin a piridavné& jsou vyhodnymi derivaty Arg, které

mohou byt substituovany na skupin& -NH-C(=NH) -NHz- skupinou a-
cetylovou, benzoylovou, methoxykarbonylovou nebo ethoxykarbo-

nylovou.

Vyndlez =zahrnuje také sloudeniny podle vyndlezu, které



jsou navzajem vazany pept idovym zplsobem prostiednictvim a-a-
minoskupin a «-karboxylovych skupin (vazba hlava- ocas) a jsou
cyklickymi sloudeninami, které maji funk&ni postranni retézec
napriklad skupinu SH a jsou vazany néasledujicim zplisobenm
postranni-postranni napriklad S-S (disulfidickd)
hlava-postranni

postranni-ocas.

Vynadlez zahrnuje také derivaty obsahujici znamé markery,
které detekci peptidid usnadiuji. Jakozto ptriklady takovych
derivdtth se uvaddji radioaktivné znadené, biotinylované nebo

fluorescendnd znadené peptidy.

Fluorescen&nimi barvivovymi skupinami jsou s vyhodou sku-
rina 7-acetoxykumarin-3-ylova, fluorescein-5- (a/nebo 6-)ylo-
va, 2',7'*dichlorfluorescein-s- (a 6-)ylova, dihydrotetramet-
hylrosamin-4-ylova, tetramethylrhodamin-5- (a 6-)ylova, 4, 4-
difluor-S,?-dimethy1—4-bora—3a,4a—diaza-s—indacen-3-ethylové
nebo 4,4-dif1uor-5,7—difeny1-4—bora-3a,4a-diaza-s-indacen—3-

ethylovad skupina.

Vhodné skupiny funkcionalizovanych fluorescend&nich barviv,
které se mohou pouZivat jako reakdni &inidla pri p¥ripraveé
slou&enin obecného vzorce I podle vyndlezu, jsou popsany na-
priklad v publikaci “Handbook of Fluorescent Probes and Re-
search Chemicals", 5. vydani, 1992 a% 1994, R.P. Haughland Mo-

lecular Probes Inc.

Vyndlez =zahrnuje nejen shora charakterizované peptidy,
nybrz také smési a prostiredky, které vedle sloudenin podle vy-
ndlezu obsahuji také Jjiné farmakologicky aktivni sloudeniny
nebo pomocné prisady, které mohou p#iznivé ovliviiovat primarni

farmakologické pusobeni peptidi podle vyndlezu.

Slou&eniny obecného vzorce I a vychozi{ l4tky pro jejich



pripravu se pPipravuji o sobd znamymi zplsoby, kiteré jsou po-
psany v literature (napriklad ve standardnich publikacich jako
Houben-Weyl, Methoden der organischen Chenie, Georg-Thieme
Verlag, Stuttgart), a to =z=a reak&nich podminek, které jsou pro
jmenované reakce znamy a vhodné. Pritom se maZe take pouZzivat

o sob& zndmych, =de bliZe nepopisovanych variant.

S vyhodou se peptidy podle vynélezu pripravuii zplsoben
pouzivajicim pevnou fazi s naslednyn oddé&lenim a <¢&isténim,
jak popsal napriklad Jonczyk a Meienhofer (Peptides, Proc. 8th
Am. Pept. Symp.Eds. V. Hruby a D.H. Rich, Pierce Comp. III,
str. 73 a% 77, 1983; nebo Angew. Chem. 104, str. 375, 1992)
nebo Merrifield (J. Am. Chemn. Soc. 94, str. 3102, 1972).

Peptidy podle vyndlezu se mohou pripravovat na pevné fazi
(ru&né nebo pouZitim automatizovanych syntetizéri) strategii
Fmoc vyuZivajici v kyselém prostiedi l1abilnich postrannich
chrdnicich skupin a <isténim chromatografii RP-HPLC. Pikova
homogenita se miZe mérit chromatografii RP-HPLC a identita

sloud&enin vyuZitim FAb-MS.

Peptidy se také mochou pripravovat o sobé& ondmymi =zplso-
by pripravy aminokyselin a peptidd, které jsou zndmny = litera-
tury (napriklad Novabiochem -1999 Catalog & Peptide Synthesis
Handbook of Calbiochem-Novabiochemn GmbH, D-65796 Bad Soden) a
= &etné standardni literatury a ze zverejinénych patentovych

spish.

Mohou se pouzivat postupné kopulace a kondenzace frag-
mentli. Mohou se pouZzivat razné N-koncové a C-koncové a pPO-
stranni chranici skupiny, které se s vyhodou voli tak, aby by-
1y ortogondlné odstépitelné. Kopulaé&ni stupné se mohou prova-
dét =za pouziti ruznych kondenza&nich &inidel, jako jsou karbo-
diimidy, karbodiimidazoly, &inidla uroniového typu jako TBTU,

pouZitim zplsobl sm&snych anhydridd a halogenidd kyselin nebo



aktivnich estert. Aktivované estery se vyhodn& vytvareif in

situ, napriklad adici{ HOBt nebo N-hydroxysukcinimidu.

Cyklizace linedrni prekurzorové molekuly, majici po-
stranni chranici skupiny, se podobné maZe provadét za pouZiti
kondenzadnich reakci, které jsou popsany v literature (napfik-
lad némecky patentovy spis &islo DE 43 10 643; nebo Houben-
-Heyl, t1.c¢., svazek 15/1I, str. 1 az 806, 1974).

Piri pripravé =z=a pouZiti pevné faze se maZe pouZivat riz-
nych pryskyfic a kotvicich funkef. Prysky?ice mohou byt na-
priklad na bazi polystyrenu nebo polakrylamidu; jakoZto kotvi-
ci funkce pPichazeji v udvahu ¥Wang, o-chlortrityl pro pripravu
peptidovych kyselin, aminoxanthenoxykotvy napriklad pro pri-

pravu peptidovych amidd.

Biotynylované nebo fluorescend&nd znadené peptidy/proteiny
se podobn& mohou pripravovat o sob& znamymi zplsoby (napriklad
E.A. Bayer a M. ¥ilchek, Methods of Biochemical Analysis, sva-
zek 26, The Use of the Avidin-Biotin Complex as a Tool in Mo-
lecular Biology;a "Handbook of Fluorescent Probes and Research
Chemicals", 6. vydani, 1996, R.P. Haugland Molecular Probes
Inc.; nebo svdtovy patentovy spis &islo WO 97/14716) .

Slou&eniny obecného vzorce I se dale mohou pripravovat
uvolndnim ze svych funk&nich derivatl solvolyzou, =z=v1asté hyd-
rolyzou nebo hydrogenolyzou. Pro solvolyzu nebo pro hydroge-
nolyzu jsou jako vychozi latky vhodné sloudeniny, které maji
misto jedné nebo n&kolika volnych aminoskupin a/nebo hydroxy-
lovych skupin odpovidajici chrdnédné aminoskupiny a/nebo hyd-
roxylové skupiny, s vyhodou sloué&eniny, které misto jednoho
H-atomu, ktery je spojen s N-atomem maji skupinu chranfici ami-
noskupinu, nebo které misto atomu vodiku v hydroxylové skupiné
maji skupinu chrédnfici hydroxylovou skupinu. TotéZ plati pro
karboxylové kyseliny, které mohou byt chréné&ny tak, Z2e se na-
hrad{ jejich -CO-OH hydroxylova skupina chranici skupinou na-



priklad esterovou skupinou.

Vyraz "skupina chranici aminoskupinu" je obecn& znam a
jde o skupiny, které jsou vhodné k ochran& (k blokovani) ami-
noskupiny pred chemickymi reakcemi, které jsou vSak snadno od-
stranitelné, kdyZ dje Zadouci chemicka reakce na jiném misté
molekuly provedena. Vyraz "skupina chranici hydroxylovou sku-
pinu* je podobné obecnd zndm a jde o skupiny, které jsou vhod-
né k ochrané& (k blokovani) hydroxylové skupiny pred chemickynmi
reakcemi, které jsou v3ak snadno odstranitelné, kdyZ je Zadou-
ci chemickd reakce na jiném misté molekuly provedena. Uvoliio-
vdni slou&enin obecného vzorce I = jejich funk&nich derivét&
se dari - podle pouzité chranici skupiny - nap¥iklad silnymi
kyselinami, jako je =zv143t& kyselina trifluoroctova a chloris-
tad avsak také jinymi silnymi anorganickymi kyselinami, jako je
kyselina chlorovodikova nebo sirovd, silnymi organickymi kar-
boxylovymi kyselinami, jako Jje trichloroctova kyselina nebo
sul fonovymi kyselinami, jako je kyselina benzensul fonovd nebo
p-toluensul fonova. Hydrogenolyticky odstranitelné chranici
skupiny (naptiklad skupiny CBZ nebo skupina benzylova) se mo-
hou odstépovat napriklad zpracovanim vodikem v pritomnosti ka-
talyzatoru (nap¥riklad katalyzdtoru na bazi uZlechtilého kovu,

jako palladium, G&elné& na nosi&i, jako na uhlfi).

Typické chranici skupiny Ppro N-koncové skupiny a pPro
postranni aminoskupiny jsou skupina Z, BOC, Fmoc, pro koncové
C-skupiny nebo pro Asp nebo Glu postranﬁi retézce jsou
O-prim-alkylové skupiny (napriklad methoxyskupina nebo ethoxy-
skupina), skupiny O-terc-alkylové (napriklad OBut) nebo Oben-
zylova skupina. Pro chré&n&ni guanidinopodilu skulpiny Arg jsou
vhodné& napriklad skupina Z, BOC, NOz, Mtr, Pmc nebo Pbf. Alko-
holové skupiny se mohou chranit terc-alkylovymi nebo tritylo-

vymi skupinami.

Skupina BOC, OBut a Mtr se miZe napriklad s vyhodou od-



St&povat kyselinou trifluoroctovou Vv dichlormethanu nebo pri-
blizn& 3 aZ 5 N kyselinou chlorovodikovou v dioxanu pri teplo-
te 15 az 30 aC, zatimco skupina Fmoc [sicl pribliznd 5 az 50%
roztokem dimethylaminu, diethylaminu nebo piperidinu v dimet-

hylformamidu p¥i teplotd 15 aZ 30 ‘c.

Tritylovd skupina se pouziva ke chrandni aminokyselin
histidin, asparagin, glutamin a cystein. odstdpovani chranici
skupiny se provadi podle s4idouciho kone&ného produktu systémem
Lrifluoroctova kyselina/10 % thiofenolu, pridemz se tritylova
skupina od uvedenych aminokyselin odstépi. Piri pouZiti systému
trifluoroctova kyselina/anisol nebo trifluoroctova kyseliha/
thioanisol se od3tépi pouze tritylovd skupina = histidinu, as-

paraginu a glutaminu, st avad vsak na postrannim retédzci Cys.

Hydrogenolyticky odstranitelné chranici skupiny (na-
priklad skupiny CBZ nebo skupina benzylova) se mohou odstépo-
vat napriklad zpracovanim vodikem v pritomnosti katalyzdtoru
(naptiklad katalyzdtoru na pbazi uZlechtilého kovu, jako palla-
dium, G&eln& na nosici, jako na uhli). Jakozto rozpoustédlo se
hodi shora uvedena rozpoustédla, =zv1ast& napriklad alkoholy,
jako methanol nebo ethanol nebo amidy jako dimethylformamid.
Hydrogenoly=za se zpravidla provadi pri teploté pribliZznéd 0 az
100 °C, za tlaku pribliZnd 0,1 az 20 MPa, s vyhodou pri teplo-
t& 20 az 30 =C, =2a tlaku pribliZné O,1 a2 1 MPa. Hydrogenoly-
—za CBZ skupiny se dav{ napriklad dobre na 5 az 10% palladiu na
uhl{ v methanolu, nebo =za pouZitf amoniumformitu (misto vodi-
kuw) na palladiu na vuhli v systému methanol/dimethylformamid
pti teplotd 20 a% 30 C.

- Jak shora uvedeno, zahrnuji peptidy podle vynadlezu také
své fyziologicky prijatelné soli, které se mohou pPripravovat o
sob& =znamymi =zpasoby. Zasada obecného vzorce I se mi2e kyseli-
nou prevaddt na p¥islusnou adi®&ni stil s kyselinou, napriklad

reakci ekvivalentniho mnoZstvi zdsady a kyseliny v inertnim
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rozpousté&dle, jako je napriklad ethanol a naslednym odpareninm
rozpoustédla. Pro tuto reakci prichazeji v uvahu zv14asté& kyse-
liny, které poskytuji fyziologicky prijatelné soli. MOZe se
pouzivat anorganickych kyselin, jako jsou kyselina sirova, du-
si&na, halogenovodikové kyseliny, jako chlorovodikova nebo
bromovodikova, fosforedné kyseliny, jako kyselina ortofoéfo-
redna, sulfaminova kyselina a ogranické kyseliny, zv1asté ali-
fatické, alicyklické, aralifatické, aromatické nebo heterocyk-
l1ické jednosytné nebo ndkolikasytné karboxylové, sul fonové ne-
bo sirové kyseliny, jako jsou kyselina mravenci, octova, pro-
pionova, pivalova, diethyloctova, malonova, jantarovd, pimelo-
vd, fumarova, maleinova, mlé&na, vinna, jable&na, citronova,
glukonovd, askorbova, nikot inova, isonikotinova, methansulfo-
novd, ethansulfonova, ethandisul fonova, 2-hydroxyethansul fono-
va, benzensulfonova, p—toluensulfonové, naftalenmonosul fonova
a naftalendisulfonovd a laurylsirova kyselina. Soli s fysiolo-
gicky nevhodnymi kyselinani, napiriklad pikrata, se miaZe pouzi-

vat k izolaci a/nebo k &isténi slou&enin obecného vzorce I.

Na druhé strand se kyseliny slou&enin obecného vzorce I
reakci se zasadou mohou prevadé&t na sve fyziologicky prijatel-
né soli kovové nebo amoniové. JakoZto soli prichazeji v uvahu
=v]14&té soli sodneé, draselné, hore&naté, vapenaté a amonioveée,
déle substituované amoniové soli, napriklad dimethylamoniové,
diethylamoniové, di isopropylamoniové, monoethanolamoniové, di-
ethanolamoniové, nebo di isopropylamoniové, cyklohexylamoniové,
dicyklohexylamoniové, dibenzylethylendiamonioVé, dile napifik-

lad soli s argininem nebo s lysinem.

Pept idové sloudeniny podle vynalezu se mohou pouZivat,
jak shora uvedeno, jako farmaceuticky u&inné sloud&eniny v hu-
manni a ve veterindrni mediciné =v143t& pro profylaxi a/nebo
terapii poruch, na kterych se podileji epitelové burnky. Ob-
=zv14sté pro oSetrovani =24n&ta, pro hojeni ran pokoZky, pro
oZetPovani organit respiradniho traktu a pro oSettrovani 2aludku

a stPev, napriklad pro oZetPovani apoplexie, anginy pectoris,
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nador(, osteolytickych nemoci jako osteopordzy, patologickych
angiogennich nemoci, jako napriklad zand&t(, pulmonarn{ fibrod-
zy, oftalmologickych nemoci, diabeticke ret.inopatie, degenera-
tivnich skvrn, myopie, o&ni histoplasmézy, reumatoidni artri-
tidy, ostecartritidy, rubeotického glaukonu, vredovité koliti-
dy, Krohnovy nemoci, atherosklerdzy, lupénky, restendzy po'an-
gioplastii, akutniho selhani ledvin, nefritidy, mikrobialni

infekce a rozptylené sklerdzy.

Vynalez se tyka peptidovych sloudenin shora uvedeného
obecného vzorce I a jejich fyziologicky p¥rijatelnych soli ja-

koZto 1é&iv, diagnostickych a reak&nich ¢inidel.

Vyndlezem jsou zv14%L& odpovidajici l1é&iva jakozZto inhi-
bitory k oSetrovani nemoci, kt.eré jsou bezprostfedné nebo ne-
bezprostirednd zZplsobeny expresi avBe integrinovych receptorq,
=zv145t& patogennich angiogennich nemoci, trombdz, srde&niho
infarktu, korondrnich onemocnéni srdce, arteriosklerdzy, nado-
ri, osteopordézy, =z=anétd, infekci jakoZ takeé k ovlivifiovani pro-

cesti hojeni ran.

Vynilez se také tyka vhodnych farmaceutickych prostred-
ki, které obsahuji alespoii jedno lég&ivo obecného vzorce I a

popripadd nosi& a/nebo excipienty.

Vyndlez se dale také tykd pouZiti peptidovych slou&enin
a/nebo jejich fyziologicky prijatelnych soli podle vynalezu a
navodu pro vyrobu 1é&iv pro léZeni poruch, které jsou nepfimo
nebo p¥rimo =aloZeny na expresi avBe integrinového receptoru,
coZ plati zvl1asté pro patologické angiogenni poruchy, trombd-
zy, srde&ni infarkt, korondrni poruchy srdce, arteriosklerdzu,

nadory, osteopordzu, 24n&t, infekce a pro ovliviiovdni 1lé&eni

ran.

Lé&iva podle vyndlezu poptripadé farmaceutické prosti¥edky,
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které je obsahuji se mohou pouzZivatvat v humanni a ve veteri-
narni medicind. JakoZto noside prichazeji v tvahu anorganické
nebo organické latky, kiteré jsou vhodné pro enterdlni{ (naprik-
lad ordlni) nebo pro parenterdlni nebo topické podavani nebo
Pro podavani ve formé& inhalad&nich sprejld a které nereaguji se
sloudeninami obecného vzorce I, jako jsou napriklad vdda,
rostlinné oleje, benzylalkoholy, alkylenglykoly, polyethylen-
glykoly, glycerintriacetat, Z2elatina, uhlohydraty, jako lakté-
Za nebo Skroby, stearat horednaty, mastek a wvaselina. Pro
oralni pouziti se hodi zvlasté tablety, pilulky, povledené
tablety, kapsle, prasky, granule, sirupy, St avy nebo kapky,
pro rektdalni pouZiti &ipky, pro parenterdln{ pouziti roztoky,
2Zv]145t8 olejové nebo vodné roztoky, dale suspenze, emulze nebo
implantaty, pro topické pouzZiti masti, krémy nebo pudry. Slou-
&eniny podle vyndlezu se také mohou lyofilizovat a ziskanych
lyofilizatth se mGZe napriklad pouzZivat pro pripravu vstriko-
vatelnych prostredki. Prostredky se mohou sterilovat a/ nebo
mohou obsahovat pomocné latky, jako jsou kluzna &inidla, kon-
zervadcéni, stabilizadni &inidla a/nebo smacedla, enmulgatory,
soli k ovlivn&ni osmotického tlaku, pufry, barviva, chutové
prisady a/nebo je3t& jednu dal3i nebo je3té nékolik dalsich G-
&innych latek, jako jsou napriklad vitaminy.

Pro podavani ve form& inhala&nich sprejd se uU¢innd latka
rozpousti nebo suspenduje ve hnacim plynu nebo ve smési hna-
cich plyn (jako jsou napriklad oxid uhli&ity nebo fluorchlo-
rované uhlovodiky). V takovém pripadé se p?itoh pouziva u&in-
né latky v mikronizované formé&, pridemZ se miZe pridavat ales-
pori jedno fyziologické kompatibilni rozpoustédlo, napriklad
ethanol. Inhala&ni roztoky se mohou podavat =za pouZiti o sobé

znamych =zarizeni k tomuto ucelu.

Slou&enin obecného vzorce 1 podle vyndlezu se zpravidla
pouzivd v davkdch podobnych jako obchodn& =namé peptidy,

2zv]145t& obdobn& jako sloudeniny podle amerického patentového
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spisu ¢islo 4 472305, s vyhodou v davce pribliZnd 0,05 az 500
mg, zvlasté 0,5 azZ 100 mg na davkovaci jednotku. Denni davka
je s vyhodou priblizZng& 0,01 az2 20 mg/kg t&lesné hmotnosti.
Ur&itd davka pro kazZdého jednotlivého jedince =avisi na nej-
raznéjsich faktorech, naptriklad na G&innosti urdité pouZité
sloudeniny, na stiri, t&lesné hmotnosti, vSeobecném zdravotﬁim
stavu, pohlavi, stravé, na okamZiku a cest& podani, na rych-
lost.i vyludovani, na kombinaci 1é&iv a na zdvaZnosti urditého

onemocnéni. Vyhodné je parenterdlni podavani.

Vynalez se také tykad sloudenin obecného vzorce I, které
se mohou pouzZivat v analytické biologii a v molekuldrni biolo-
gii. Nové slou&eniny obecného vzorce I, kde znamend X skupinu
fluorescendniho barviva, vazanou prost¥rednictvim -CONH, -COO,
-NH-C(=S)-NH, -NH-C(=0)-NH, -SOzNH nebo -NHCO vazbou, se mohou
rouzZfvat jako diagnostické markery v technice FACS (Fluores-

cence Activated Cell Sorter) a ve fluorescenéni mikroskopii.

PouZiti =zna&d¢enych sloudenin ve fluorescen¢ni mikroskopii
je popsdno v literature (napriklad Y.-L.Wang a D.L. Taylor,
"Fluorescence Microscopy of Living Cells in Culture, d&ast A+B,

Academic Press, Inc. 1989") .

Novych sloudenin podle vyndlezu se také mGZe pouZivat
jakoZto integrinovych ligandl k vyrobé sloupcl pro afinitni
chromatografii k vyrob& <&istych integrint. Komplex Avidinem
derivatizovandho nosi&e, napriklad Sepharose, a novych sloude-
nin obecného vzorce I se vytvari o sobé znamym =zplsobem (jako
ropisuje napriklad E.A. Bayer a M. Wilchek, Methods of Bioche-
mical Analysis, svazek 26, The Use of the Avidin-Biotin Comp-
lex as a Tool in Molecular Biology). JakoZto polymerni nosico-
vé materidly Jjsou pro tento dacel vhodné polymerni pevné faze
zndmé =z chemie pepltidldl s vyhodou s hydrofilnimi vliastnostnmi,
napriklad sesit&né polycukry, jako jsou celuldza, Sepharose

nebo SephadexR, akrylamidy, polymer na polyethylenglykolové

bid=i nebo TentakelpolymeryR.
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Vnalez zahrnuje také rekombinantni DNA-sekvence, které
obsahuj{ useky, které kéduiji oblasti peptidd majicich pepti-

dové strukturdlni motivy podle vynalezu.

Takové DNA se mohou prenaset d&asticemi na bunky, jak po-
pisuje Ch. Andree a kol. (Proc. Natl. Acad. Sci. 91, str.
12188 az 12192, 1994) nebo mohou zvySovat transfer na bunky
jinymi pomocnymi &initeli, jako jsou liposomy (A.I. Aronsohn

a J.A. Hughes, J. Drug Targeting 5, str. 163 az 169, 1997).

Transferu takové DNA by se proto mohlo pouzZit v kvasnicich
prost¥ednictvim Bacculovir(d nebo v buifikdch savel pro produkci

peptidickych latek.

Pokud se infikuje Zivo&iZny nebo lidsky organizmus tako-
vou rekombinantni DNA, mohou se vézat infikovanymi burikami na-

konec vytvorené peptidy podle vyndlezu bezprostrednéd na avle-

integrinovy receptor, napfriklad na nddorové buriky a mohou je
blokovat .
Odpovidajici rekombinantni DNA, kterda se miZ2e pripravit

o0 sob& zndmymi a b&Znymi zplsoby, miZe byt v3ak také napriklad
ve formé& virové DNA, ktera obsahuje useky, které kéduji virovy
obalovy protein. Infekci hostitelského organizmu takovymi re-
kombinantnimi, =zvlastd nepatogennimi viry, se mohou hostitel-
ské buiiky, které expresuji integrin oavBs s vyhodou napadat

(cilovéni).

Vhodnymi viry jsou naptriklad adenoviry, kterych se ¢asto
pouziva jako3to vektorfi pro cizi geny v bufikdch savell. Pro své
%etné vlastnosti se hodi pro genovou terapii, jak uvadi 5.J.
Watkins a kol. (Gene Therapy 4, str. 1004 aZ 1012, 1997) a ta-
ké J. Engelhard a kol. (Hum. Gene Ther. 4, str. 759 az 769,
1993). Jak uvadi A. Fasbender a kol. (J. Clin. Invest. 102,

str. 184 az 193, 1998), je spolednym problémem genové terapie
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virovymi a nevirovymi vektory omezenad G&innost transferu genu.
Shora popsanou pridavnou ligandovou sekvenci pro integrin avfBe
v obalovém proteinu adonovird se miZe dosdhnout zlep3enf
transferu napriklad cysticky fibrdézovy transmembrinovy vodi-
vostni reguldtor (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance

Regulator, CFTR) c<DNA.

Podobné jako popisuje T. Tanaka a kol. (Cancer Research
58, str. 3362 az 3369, 1998) se mohou vyuZit misto DNA pro an-
giostatin také DNA pro sekvence podle vyndlezu pro transfekci

bunék prostrednictvim retrovirovych nebo adenovirovych vekto-

ru.

Peptidy podle vynalezu se mohou pouZivat také v komplexu
liposoml ze systému lipid/peptid/DNA vyrobeném pro transfekci
buné&nych kultur =z 1iposomového komplexu sestdvajiciho ze sys-
tému lipid/DNA (bez peptidu) pro pouZiti v genoveé terapii 1i-
di. Pripravu komplexu liposomi ze systému lipid/DNA/peptid po-
pPsal napriklad S.L. Hart a kol. (Lipid-Mediated Enhancement of
Transfection by a Non-Viral Integrin-Targeting Vector, Human

Gene Therapy 9, str. 575 az 585, 1998).

MOZe se pripravovat 1liposomovy komplex lipid/peptid/DNA
napriklad = ndsledujicich zdsobnich roztokQi: 1 ug/ul lipofek-
tinu (ekvimoldrni smés DOTMA (=N-[1-(2,3-diocleyloxy)propyll-
-N,N,N-trimethylamoniumchlorid) a DOPE (dioleylfosfatidyletha-
nolamin), 10 ug/ul plasmidu DNA a 100 ug/ml péptidu. Za timto
OU&elem se jak DNA tak peptid rozpoustéji v bunéddéném kultivad-

nim prostredi.

Konplex lyposomi se pripravi smisenim t&chto L¥i sloZek
v urditém hmotnostnim poméru (lipid:DNA:peptid napriklad O, 75:
1:4). Komplex lyposomd a DNA je jiZ popsdn pro genovou terapii
lid{ (Caplen N.J. a kol., Liposome-mediated CFTR gene transfer
to the nasal epithelium of patients with cystic fibrosis, Na-

ture Medicine 1, str. 39 aZ 46, 1995),.
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Vyndlez se proto také tykd pouziti odpovidajicim zpliso-
bem modifikované rekombinantni DNA z gen uvolfujicich systéma,
zvlasté ze systému vir-DNA, k oZetrovani nemoci, které dJsou
bezprostfedné& nebo nebezprostfednd zplsobeny expresi avBe in-
tegrinovych receptorl, zv1aztL& patogennich angiogennich nemo-
ci, trombdz, srde&niho infarktu, korondrnich onemocné&ni srdce,
arteriosklerdzy, nadorti, osteopordzy, zanét, infekci jakoZ

také k ovliviiovdni procesti hojeni ran.

Vynalez objasfiuji, nijak vZak neomezujf nasledujici pri-
klady praktického provedeni. Teploty se uvad&ji v3dy ve stup-

nich Celsia

Chromatografickd HPLC analyza (retend&ni doba Rt) se provadi =z=za
pouZiti nasledujicich systémi:
Sloupec S um LichroSpher 60 RP-Select B (250-4) s 50 minutovyn
gradientem od O do 80 % 2-propanolu ve vod&/0,3 % trifluoroc-
tové kyseliny za toku 1 ml/min a za detekce pri 215 nn.
Hmotova spektrometrie (MS): EI (elektronova rda=zova ionizace)
M*+;
FAB (bombardovani rychlymi atonmy)
(M+H) *

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Priprava a &isténi peptidd podle vyndlezu.

\Peptidy rodle vyndlezu se v podstaté pripravuji a &isti
pouéit}m Fmoc-strategie =za chrdanéni ke Kkyselind labilnich
postrannich PYet&zcll na pryskyricich labilnich ke kyselind =a
vyuziti obchodn& dostupnych kontinudlnich (“continuous flow")
syntetizeri peptidid podle popisu Haubnera a kol. (J. Am. Chemnm.
Soc. 118, str. 17703, 1996).
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Cyklo(Arg-Thr-Asp-Leu-D-Asp-Ala-Leu-Arg-Abu-Abu) [EMD 272914]

Suspenduje se I[sic] 2,7 g Fmoc-Abu-OH (Bachem B-1910) ve
[sicl] 150 ml dichlormethanu a rozpusti se do &irosti za pou3i-
ti 10 ml1 dimethylformamidu. P¥rid4d se 5,6 ml diisopropylethyla-
minu. Roztok se nalije na 12,0 g o-chlortritylchloridpolyéty—
renové pryskyrice (1,14 mmol/g, Bachem D-196512) a davka se

prrotrepe pri teploté mistnosti.

Po péti hodindch se pryskyrice odfiltruje =za odsivéani a
promyje se vZ2dy 300 ml DMC/MeOH/DIEA v poméru 17/2/1, DCH,
DMF, DCM a MeOH. Po odstran&ni rozpoustddel se =iskd 14,55 g
Fmoc-aminokyseliny na pryskyPici. Troji Fmoc stanoveni doklada

stredni zatiZeni 541 umol/g Fmoc-Abu-0-0oClTrt-pryskyrici.

Postupné ée rodrobuje 0,7 g Fmoc-Abu-0-0ClTrt-polystyre-
nové pryskyrice kopuladénimu stupni podvojnou kopulaé&ni techni-
kou 2 x v2dy se 0,30 g TBTU, 0,315 ml ethyldiisopropylaminu a
Fmoc-aminokyseliny v 4,1 ml dimethylformamidu za pouZiti ob-
chodné dostupné syntezni aparatury a o sobé& znamym zZplasobem
(aparatura a prirudka Milligen 9050 PepSynthetizerTH, 1987)
v kazdém pripad®& po dobu 30 minut. Promyti se provadi v dimet-
hylformamidu po dobu 10 minut, Stépeni v systému piperidin/di-
methylformamid (objemové 1:4) po dobu S minut a N-koncovd ace-
tylace (uzavreni) se provddi za pouziti systému acetanhydrid/

pPyridin/dimethyl formamid (ocbjemové 2:3:15) po dobu 15 minut.

PouzZivaji se aminokyseliny Fmoc-Arg(Pmc), rak Fmoc-Leu,
rak Fmoc-Ala, pak Fmoc-D-Asp(0OBut), pak Fmoc-Leu, pak Fmoc-
-Asp(0OBut.)), pak Fmoc-Thr(But), pak Fmoc-Arg(Pmc) nakonec pak
Fmoc-ABu. Po odstran&ni chranici skupiny Fmoc ze Fmoc-Abu-Arg-
(Pmc) -Thr(But) - Asp(0But.) -Leu-D-Asp(0OBut) -Ala-Leu-Arg(Pmc¢) -Abu-
-0-0ClTrt-polystyrenové pryskyrice se po promyti dimethylform-
amidem a isopropanolem a nasledném vysusSeni ve vakuu pri tep-

loté mistnosti ziska 0,9 g Abu-Arg(Pmc) -Thr(But) -Asp(OBut) -
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-Leu-D-Asp(OBut) -Ala-Leu-Arg(Pmc) -Abu-0-0ClTrt -polystyrenové

pryskyrice

Zpracovanim této peptidylové pryskyrice 20 ml systému
trifluorethanol/dichlormethan/kyselina octovad (objemové& 2:6:2)
po dobu dvou hodin pri teploté& mistnosti, filtraci, =zkoncen-
trovdnim ve vakuu a trituraci s diethyletherem se ziskd 0,19 g
na postrannim Pret&zci chranéného Abu-Arg(Pmc)-Thr(But)-Asp-
(OBut) -Leu-D-Asp(0OBut) -Ala-Leu-Arg(Pmnc) -Abu-0OH.

Priddvanim po kapkdch roztoku tohoto produktu v dimethyl-
formamidu (100 mg peptidu/1S ml DMF) do michaného roztoku
TBTU/HOBL/DIPEA (10:10:11 ekvivalentd) v 50 ml dimethylforma-
midu/100 mg peptidu v prib&hu 30 minut a dal3im m{chdnim po
dobu jedné hodiny se dosdhne c¢yklizace. Po zkoncentrovadn{ a
vysradZen{ vodou se ziskd 0,15 g surového cyklo(Arg(Pmc)-Thr-
(But) - Asp(0OBut) -Leu-D-Asp(OBut) -Ala-Leu-Arg(Pmc) -Abu-Abu) .
Zpracovavinim systémem trifluoroctovada kyselina/voda/TIS (obije-
movd 94:3:3) po dobu dvou hodin pri telot& mistnosti, =zkoncen-
trovanfm ve vakuu a triturovdnim s diethyletherem se zfské
sraZenina 85 mg cyklo(Arg-Thr-Asp-Leu-D-Asp-Ala-Leu-Arg-Abu-
-Abu) .

Produkt se &istf chromatografii{ RP-HPLC na Lichrosorbu
RP 18 (250 - 25, 7 um, Merck KGaA) ve 0,3% trifluoroctové ky-
selind za pouZitf{ gradientu 4 % a% 24 % 2-propanolu v priubé&hu
jedné hodiny pri priitoku 10 ml/min a eluat se hodnot{ UV pri-
tokem fotometrem pFi 215 a 254 nm. Ziskd se 51 mg produktu;
FAB 1067; Rt [sicl 19,0.

Podobn& se pripravi nadsledujfci{ sloufeniny:

Kod lSekvence Mol. FAB Rt
hmotn. '
(EMD) (g/mol) [sic]
271312 |cyklo(RTDLDSLR) 957,1 958 15,10
271578 |cyklo (RTDLASLR) 957,1 957 17,51




- 26 -

Mol.

Kod Sekvence Hmotn. FAB Rt
(EMD) (g/mol) [sic]
271579 |cyklo (RTDLJALR) 941,1 |941 16,64
271586 |cyklo (RGDLDSLR) 913,0 {913 17,95
271587 |cyklo (RGDLASLR) 913,0 |913 17,24
271588 |cyklo (RGDLAALR) 897,0 |897 19,60
271589 |cyklo (RGDLAGLR) 882,9 |883 16,68
271590 |cyklo (RGDLd-B-Ala-LR) 897,0 897 15,47
271591 |cyklo (RGDLJALRG) 954,1 |954 16,79
271592 |cyklo (RGDLAALRGG) 1011,1 [1011 17,83
271593 |cyklo (RGDLAALRGGG) 1068,2 {1068 17.79
271594 |cyklo (RGDLAALRGGGGGG) 1239,3 (1239 17,30
272914 |cyklo (RGDLAALR-Abu-Abu) [1067,2 11067 19,00
272966 |cyklo(RTDLAALRGGG) 1112,2 [1113 17,14
272967 |cyklo (RTDLAGLRGGG) 1098,2 |1099 19,00
272968 |cyklo (RTDLDALRGGG) 1112,2 {1113 17,39
272969 |cyklo (RTDLDGLRGGG) 1098,2 [1099 16,88
272970 |cyklo (RGDLDALRG) 954,1 |955 17,32
272971 |cyklo (RaDLAALRGGG) 1082,2 |1083  [18,26
272972 |cyklo (RGDLaALRGGG) 1082,2 |1083 18;23
272958 |cyklo (RGDLAALR-Aha-Aha) |1123,3 [1123 19,38
272959 |cyklo (RGDLAALR-Aha) 1010,2 |1010 20,63
272960 |cyklo (RGDLJALR-Aee) 1042,2 |1042 18,92
272961 |cyklo (RGDLAALRGGGG) 1125,2 |1125 17,56
272962 |cyklo (RGDLAALRGGGGG) 1182,3 |1182 17,52
272963 |cyklo (RGDLAGLRGGG) 1054,1 [1054 15,59
272964 |cyklo (RGDLDALRGGG) 1068,2 |1069 16,84
272965 |cyklo (RGDLDGLRGGG) 1054,1 |1055 16,03
273028 |cy&lo (RTDLAALR-Aha) 1072,2 |n.d. 19,30
273033 |cyklo (RTDLAALR-Abu) 1044,2 |n.d. 16,72
273035 |cyklo (RGDLAALR-Abu) 1000,1 |n.d. 16,96
273038 |cyklo (RTDLAALR-Aha-Aha) 1185,4 |n.d. 20;46
273040 |cyklo(RTDLAALR-Abu-Abu) [1111,3 in.d. 18,75
X 2 TFA

304219 |cyklo (RTDLAALR-PAla) 1012,1 {1012 19,4
304218 |cyklo (RGDLAALR-BAla) 968,1 |968 18,7
329400 |cyklo(RGDLAALR) 811,9 |812 21,15




- 27 -

od Sekvence Mol . |FAB Rt

(EMD) . (g/mol) {sic]

329412 |cyklo(RTDLAALR-Abu-Abu) |1111,3 1112 20,31

329402 |cyklo(RGDLAALAGGG) 983.1 984 20,48

329399 cyﬂlo(NMeArg— 1038,2 1039 19}66
GDLaALRGGG)

329398 |cyklo(R-NMeGly- 1038,2 1039 19,76
DLaALRGGG)

326397 |cyklo(RGD-NMeLeu- 1038,2 1039 20,22
aALRGGG)

329396 cyklo(RGDL—[D—NMeAla]— 103872 1039 20755
ALRGGG)

329395 |cyklo(RGDLa-NMeAla- 1038/2 1039 21}35
LRGGG)

329394 |cyklo(RGDLaA-NMeLeu- 103872 1039 18,87
RGGG)

329393 |cyklo (RGDLaAL-NMeArg- 1038/2 1039 20/64
GGG)
cyklo (RGDLJAAR)
cyklo (RGDLAAARGGG)

Nomenklatura aminokyselin se ¥{i{df smé&rnici Eur. J. Biochen.
138, str. 9 az 37, 1984.
index = D-aminokyselina

n.d. = nestanoveno

Prfiklad 2
Test. receptorového vazan{ systému avg@e/fibronektin

" Vyrobené peptidy podle vyndlezu se vaz2{ v roztoku spolu
s konkuren&né& plasobicim fibronektinem na imobilizovany avBe
receptor a zjistuje se hodnota Q jakozZto mira selektivity va-
2z4nf testovaného peptidu na avBe. Hodnota Q se vypo&fitivad =ze
kvocientu hodnoty ICsgo testovaného peptidu a standardu. JakoZ-

to standardu se pouZilo linearnfho Ac-RTDLDSLR-NHz (kéd EMD
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271293) (1it./patent srovnej Pytela a kol., Science 231, str.
1559, 1986).

Zkouska vazani se provadi nasledujicim zplsoben:

Imobilizace rozpustného avBe receptoru na mikrotitradnich
destic¢kach probihd po zred&ni proteinového roztoku v TBS++ a
nasledné inkubaci pPFes noc pri teploté 4 BC (100 ul/dalek).
Nespecifickd mista vazani se blcokuji inkubaci (dv@ hodiny p#i
teploté 37 nC) s 3 % (hmotnost/objem) BSA v TBS++ (200 ul/da-
lek). Nadbytek BSA se odstrani trojim promytim TBSA++. Peptidy
se sterilnéd (1:10) v TBSA++ zredi a inkubuji se s imobilizo-
vnym integrinem (50 ul peptidu + 50 ul ligandu na dfilek: dvs
hodiny p#ri teplots 37 uC) spolu s biotinylovanym fibronektinem
2 ug/ml. Nevazany fibronektin a peptidy se odstran{ trojim
pPromyt.im TBSA++. Detekce vazaného fibronektinu se provadi in-
kubaci (jednu hodinu pri teploté 37 °C) s alkalickou fosfata-
zou kopulovanou s antibiotinovou protildtkou (Biorad) (1:20000
v TBSA++; 100 pl/dalek). Po trojim promyti TBSA++ se provadi
kolorimetrické =zjisténi inkubaci (10 aZ 15 minut p¥ri teplotéd
25 °C ve tm&) s roztokem substritu (5 mg nitrofenylfosfatu, 1
ml ethanolaminu, 4 ml vody; 100 puyl/ddlek). Enzymovd rekce se
ukon¢i pridanim 0,4 M roztoku hydroxidu sodného (100 ul/dGlek.
Barevnd intenzita se stanovuje p¥ri 405 nm v méricim =arizeni
ELISA a porovndva se s nulovou hodnotou. JakoZto nulové hodno-
Ly se pouzivd dllk(l nepovledenych receptorem. Jako standardu
se pouZivd Ac-RTDLDSLR-NHz. Hodnoty ICso pro testované peptidy
se odecditajf =2 grafu a =z nich spolu s ICso hodnotou standard-
niho peptidu se =zjistuje hodnota Q peptidu podle vyndlezu.
Hodnotg Q = ICso testovaného peptidu/ICseo standardu.

Hodnota Q se vypod&te jako stred opakovanych testl.

Vysledky popsandho testu jsou v nasledujici tabulce.
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Vysledky avBe/ fibronektinového receptorového testu vazanf{

Kod (EMD) | Sekvence Q hodnota = ICso
testovany peptid/
ICso EMD 271293

271293 Ac-RTDLDSLR-NH, 1,00 (=75 nM)

271586 cyklo (RGDLDSLR) 26

271587 cyklo (RGDLASLR) 88

271588 cyklo (RGDLAALR) 47

271589 cyklo (RGDLAGLR) 19

272970 cyklo (RGDLDALRG) 6,7

272964 cyklo (RGDLDALRGGG) 0,037

272965 cyklo (RGDLDGLRGGG) 0,16

272972 cy¥lo (RGDLaALRGGG) 0,05

271593 cyklo (RGDLAALRGGG) 0,03

272963 cyklo (RGDLAGLRGGG) 0,084

271590 cyklo (RGDLdA-PAla-LR) 233

271591 cyklo (RGDLAALRG) 2,1

271592 cyklo (RGDLAALRGG) 0,05

271594 cyklo (RGDLAALRGGGGGG) 0,05

272914 cyklo (RGDLAALR-Abu-Abu) 0,03

272958 cyklo (RGDLAALR-Aha-Aha) 0,036

272959 cyklo (RGDLAALR-Aha) 0,036

272960 cyklo (RGDLAALR-Aee) 0,038

272961 cyklo (RGDLAALRGGGG) 0,033

272962 cyklo (RGDLAALRGGGGG) 0,046

273035 cyklo (RGDLAALR-Abu) 0,028

271312 cyklo (RTDLDSLR) 8

271578 cyklo (RTDLASLR) 104

271579 cyklo (RTDLAALR) 12

272966 cyklo (RTDLAALR-GGG) 0,05

272967 cyklo (RTDLAGLR-GGG) 0,15

272968 cyklo (RTDLDALR-GGG) 0,14

272969 cyklo (RTDLDGLR-GGG) 0,18




Kéd (EMD) Sekvence Q hodnota = ICso

testovany beptid/
ICso EMD 271293

273028 cyklo (RTDLAALR-Aha) 0,015
273033 cyiklo (RTDLAALR-Abu) 0,043
273038 cyklo (RTDLAALR-Aha-Aha) 0,015
273040 cyklo (RTDLAALR-Abu-Abu) 0,014
272971 cyk lo (RaDLAALR-GGG) 8,2

Nasledujici priklady objasifiuj { farmaceutické prostiredky:

Prfklad A. Injek&nf ampulky

Roztok 100 g cyklo(Arq-Thr—Asp-Leu-D~Asp-Ala—Leu-Arg-Abu-
-Abu) a 5 g dinatriumhydrogenfosfatu ve 3 1 dvakrat destilova-
né vody se nastavi 2n kyselinou chlorovodikovod na hodnotu pH
6,5, sterilné& se =filtruje a plni se do injek&nich ampulek,
lyofilizuje se za sterilnich podminek a sterilnd se ampulky u-

=zavirou. Kazda injekent ampulka obsahuje 5 mg u&inné latky.

Piriklad B. Cipky

Roztavi se smés 20 g cyklo(Arg—Thr-Asp-Leu-D-Asp-Ala-
Leu-Arg-Abu-Abu) se 100 g sojového lecitinu a 1400 g kakového
masla, vlije se do formi&ek a necha se vychladnout. KaZdy & -
pek obsahuje 20 mg u&inné latky.

Prfklad C. Roztok

Pripravi se roztok 1 g cyklo(Arg-Thr-Asp-Leu-D-Asp—Ala-
-Leu-Arg-Abu-Abuw), 9,38 g dihydratu natriumdihydrogenfosfatu,
28,48 g dinatriumhydrogenfosfatu se 12 molekulami vody a 0,1 g
penzalkonium-chloridu v 940 ml dvakrat destilované vody. Hod-

nota pH roztoku se upravi na 6,8, dopln{ se na Jjeden litr a
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steriluje se ozarenim. Tohoto roztoku je moZno pouzivat jakoz=-

to o&nich kapek.

Priklad D. Mast

Smisi se 500 mg cyklo(Arg-Thr-Asp-Leu-D-Asp-A1a~Leu-Arg-
-Abu-Abu) s 99,5 g vazeliny =za aseptickych podminek.

Priklad E. Tablety

Ze smési 1 kg cyklo(Arg-Thr-Asp-Leu-D—Asp-Ala-Leu-Arg—Abu-
-Abu), 4 kg laktézy, 1,2 kg bramborového Zkrobu, 0,2 kg mastku
a 0,1 kg stearatu hote&natého se obvyklyn zplsobem vylisuji

tablety, tak, Ze kaZda tableta obsahuje 10 mg u&inné latky.

Priklad F. Povle&ené tablety

Obdobn& jako podle piikladu E se vylisuji{ tablety, které
se pak obvyklym =zplhsobem povléknou povlakem ze sacharoézy,

bramborového Skrobu, mastku, tragantu a barviva.

Priklad G. Kapsle

0 sob& =znamym zpusobem se plni do kapsli = tvrdé Zela-
tiny 2 kg cyklo(Arg-Thr-Asp—Leu-D—Asp-Ala—Leu—Arg-Abu-Abu)

tak, 2e kazda kapsle obsahuje 20 mg G&inné latky.

Priklad H. Ampule

Roztok 1 kg cyklo(Arg-Thr-Asp—Leu-D-Asp—Ala-Leu-Arg—Abu—
-Abu) v 60 1 dvakrat destilované vody se steriln& =filtruje a
plni se do ampuli, lyofilizuje se =za sterilnich podminek a
sterilnd se ampule uzaviou. Kazda ampule obsahuje 10 mg G&inné

latky.



Priklad I. Inhala&ni sprej

Rozpusti se 14 g cyklo(Arg—Thr-Asp-Leu-D—Asp-Ala—Leu—
Arg-Abu-Abu) v 10 1 isotonického roztoku chloridu sodného a
plni se do bé&znych obchodnich nadob pro stiikani s pumpovymn
mechanizmem. Roztok se miZe st¥ikat do ust nebo do nosu. Kaz-

dy st¥rik (priblizné 0,1 ml) odpovida davce pribliZné 0,14 mg.

Pramyslovd vyuZitelnost

Peptidické sloudeniny, které JjakoZto ligand integrinu av@e
jsou vhodné pro vyrobu farmaceut ickych prostredki k oZet¥ova-
ni nemoci =zaloZenych na expresi a na patologické funkci avBe

integrinovych receptori.
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Derivaty cyklického pepltidu obecného vzorce 1

cyklo(Arg-

zZnamena

Ser,

Leu,

Asp,

Gly,

Leu,

Arg,

Gly nebo Thr,

Ile, Nle, Val

Glu, Lys nebo

Ala nebo Ser,

Ile, Nle, Val

Har nebo Lys,

chybi nebo znamena

X1-Asp-X2-X3-%X4-%X5-X5-R1) (I

nebo Phe,

Phe,

nebo Phe,

jednu nebo nékolik zbytkli W-aminokarbo-

L&}"
xylové kyseliny, pricemz zbytekyaminokarboaminokarboxylové

kyseliny ma délku S00 az 23500 pm,

pri&emZ uvedené aminokyseliny mohou byt také derivatizovany,

v&etnd D a L forem a opticky aktivnich aminokysel inovych zbyt-

ki

a jejich fyziologicky prijatelné soli a solvaty.

Derivaty cyklického peptidu obecného vzorce I

cyklo(Arg-

kde zZnamena

x1

Ser,

Gly nebo Thr,

X1-Asp-X2-X3-X4-X5-X6-R1) (D



X2 Leu, Ile, Nle, Val nebo Phe,
X3 Asp, Glu, Lys nebo Phe,

X4 Gly, Ala nebo Ser,

X5 Leu, Ile, Nle, Val nebo Phe,
X® Arg, Har nebo Lys,

Rt chybf{ nebo znamend 1 a2 10 aminokyselin volenych ze soubo-
ru =zahrnujiciho Ala, Asn, Asp, Arg, Cys, Gln, Glu, qu,
His, Hse, Ile, Leu, Lys, Met, Pen, Phe, Pro, Ser, Thr,
Trp, Tyr, Val a HzN-(CHzCHzO0)m-(CHz2)n-COOH, kde znamené&
m, n v&dy na sob& nezavisle O, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, nebo 12, =za podminky, Ze m+n je véts{ nez O,

pri&emZ uvedené aminokyseliny mohou byt také derivatizovany,
v&etnd D a L forem a opticky aktivnich aminokyselinovych zbyt-
kt

a jejich fyziologicky prijatelné soli a solvaty.

3. Derivaty cyklického peptidu podle naroku 1 nebo 2 =ze
souboru zahrnujiciho
cyklo(Arg-Gly—Asp-Leu—Asp—Ala—Leu—Arg—Gly-Gly—
Gly),
cyklo(Arg—Gly—Asp—Leu—Asp-Gly—Leu-Arg-Gly-Gly~
Gly) .,
cyklo(Arg—Gly—Asp—Leu—D—Ala-Ala—Leu-Arg—Gly-Gly—
Gly),
cyklo(Arg—Thr—Asp—Leu~D—Asp-Ala—Leu-Arg—Gly-Gly—
Gly) .
cyklo(Arg-Gly-Asp—Leu—D—Asp—Ala—Leu—Arg-Abu—Abu),
cyklo(Arg-Gly—Asp—Leu—D—Asp-Ala-Leu—Arg—Aha-Aha),
cyklo (Arg-Gly-Asp-Leu-D-Asp-Ala-Leu-Arg-Aha),
cyklo (Arg-Gly-Asp-Leu-D-Asp-Ala-Leu-Arg-Aee),
cyklo(Arg-Thr-Asp—Leu—D—Asp—Ala-Leu-Arg-Abu—Abu),
| cyklo(Arg—Thr-Asp-Leu-D—Asp-Ala-Leu—Arg—B—Ala),
cyklo(Arg-Gly-Asp—Leu—D—Asp—Ala—Leu—Arg—B-Ala),
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a jejich fyziologicky p¥ijatelné soli.

4, Derivaty cyklického peptidu obecného vzorce 1 podle
narocku 1 a 2 a sloudeniny podle ndroku 3 a jejich fyziologicky

prijatelné soli a solvaty jakoZ2to l1éciva.

S. Lé&iva podle naroku 4 jakoZto inhibitory pro oSetrovani
nemoci, které jsou z=aloZeny na expresi a na patologické funkci

avBe integrinovych receptori.

6. Lé&iva podle naroku 5 k o3etfovani tromboiz, srdeé&niho
infarktu, korondrnich nemoci srdce, arteriosklerdzy, nador,
osteopordzy, fibroz, zapald, infekeci, lupénky jakoz také k ov-

livnéni hojeni ran.

7. Farmaceuticky prostredek, vy zna & uj i c i s e
t i m, e obsahuje alespofi jedno 1é&ivo podle naroku 5 a 6 a
popripad® nosi& a/nebo pomocnou latku a popripadé jiné G&inné

latky.

8. Pouziti derivatt cyklického peptidu podle naroku 1 az 3
a/nebo jejich fyziologicky prijatelnych soli pro vyrobu lédiva
k oZetPovani nemoci, které jsou =z=aloZeny na expresi a patolo-

gické funkci ovBe integrinovych receptori.

9, Pouziti derivatt cyklického peptidu podle naroku 8 pro
vyrobu 1é&iva k oZetfovani trombdz, srdedniho infarktu, koro-
narnich nemoci srdce, arteriosklerdézy, nadora, osteopordzy,
fibréz, =apalll, infekci, lupénky jakoZ také k ovlivnéni hojeni

ran.
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