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BIOLOGIAILAG AKTIV VAZOPRESSZIN-SZARMAZEKOK

-Bsjelents: FERRING B.V,, Hoofddorp, Hollandia
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KIVONAT

A talslméany bioldgiailag aktiv vazopresszin-szarmazékokra és ilyen vegyiileteket
tartalmazé, példul orélisan, nazalisan vagy intravéndsan beadhatd, elsGsorban
antidiuretikus hatast gyégyaszati készitményekre vonatkozik. Ezekkel a készitményekkel
elényosen diabetes insipidus vagy bevizelés kezelhetS. A taldlmény szerinti vazopresszin-
szarmazékok (I) dltalanos képletében

X jelentése (S)-2-amino-2-metil-vajsav (CaMeAbu) vagy valin (Val),

Y jelentése tienil-alanin (Thi)

vagy metionin (Met),
zZ jelentése D-fenil-alanin (D-Phe),
vagy D-tienil-alanin (Thi)
vagy D-tirozin (D-Tyr),
és
Asn  jelentése aszparagin,
Hyp jelentése transz-4-hidroxi-prolin,
D-Arg jelentése D-arginin, és

Gly jelentése glicin.
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A taladlméany 4j, bioldgiailag aktiv vazopresszin-szarmazékokra vonatkozik. Koze-
lebbrédl a talalmany olyan vazopresszin-szarmazékokra vonatkozik, amelyeknek specifikus
antidiuretikus hatasuk van és biolégiai hozzaférhet8ségik joval kedvez6bb, mint a jelenleg
széles korben haszndalatos, antidiuretikus hatdsu 1-dezamino-8-D-arginin-vazopressziné,
mely vegyiilet ismeretes desmopressin vagy DDAVP név alatt is.

A DDAVP imméaron korilbelil 20 éve kereskedelmi forgalomban van, mint
antidiuretikus hatast gyogyaszati készitmény. ElGszor els6sorban diabetes insipidus beteg-
ségben szenvedd betegek kezelésére alkalmaztik, azonban néhény éve mar bevizelés, kii-
16nosen éjszakai bevizelés kezelésére is hasznositjdk. Sikerrel alkalmazték tovabbd A
tipusi vérszegénység, von Willebrand-megbetegedés és ismeretlen okokra visszavezethetd,
megnovekedett idejii vérzés esetében.

A vegyiilet legjobb bioldgiai hasznosithatdésagit a DDAVP intravénas beadasaval le-
het elérni, ez azonban otthoni hasznélatra nehézkes. Ezért a DDAVP bead4sénak szokasos
médja az intranazalis beadas. Ebben az esetben azonban a vegyiilet biol6giai hozzaférhetd-
sége mintegy tizszeresen csokken. A DDAVP vegyiiletet be lehet adni ordlisan is, miként
ez ismeretes a 163 723 sz. eurdpai szabadalmi leirasbol. Ilyenkor azonban a bioldgiai hoz-
zaférhet6ség csdkkenése még nagyobb, mint az orrnyalkahartyén 4t torténd beadés esetén.

Az utébbi id6kben a kutatdsi tevékenység elsGsorban javitott DDAVP-analégok
megtalalaséara irdnyult. Szamos DDAVP-szarmazékot llitottak el és vizsgaltdk bioldgiai
hozzaférhetdségiiket olyan vegyliletek kutatdsaban, amelyeknek specifikus antidiuretikus
aktivitasuk van, ugyanakkor az orrnyalkahartyan és az intesztinalis nyalkahartyan at ab>
szorbealhatosaguk fokozott mértéki.

Felismertiik, hogy az 0j (I) 4ltalanos képletii vazopresszin-szirmazékok ezeknek a
célkitiizéseknek megfelelnek. Az (I) altalanos képletben

X jelentése (S)-2-amino-2-metil-vajsav (CatMeAbu) vagy valin (Val),

Y jelentése tienil-alanin (Thi)

vagy metionin (Met),

V4 jelentése D-fenil-alanin (D-Phe),

vagy D-tienil-alanin (Thi)
vagy D-tirozin (D-Tyr),



és
Asn  jelentése aszparagin,
Hyp jelentése transz-4-hidroxi-prolin,
D-Arg jelentése D-arginin, és
Gly jelentése glicin.

Miként az a késGbbiekben ismertetésre keriil§ biologiai kisérleti részbdl egyértelmi-
en kideriil, a talalmany szerinti 4 vegyiileteknek kivalo antidiuretikus aktivitisuk mellett a
gasztrointesztinilis abszorbealhatésaga mintegy 12 - 25-sz6rds mértékben nagyobb, mint 2
DDAVP-é, és intranazalis abszorbealhatosidga 2 - 5-szor nagyobb. A taldlmany szerinti
vegyiiletek véralvaszté hatdsit még nem vizsgiltuk, azonban feltételezziik, hogy az analdg
a DDAVP megfeleld hatésaval, igy a taldlmany szerinti vegyiileteket is fel lehet hasznélni
A tipust vérszegénység, von Willebrand-megbetegedés és ismeretlen okokbol jelentkezo
megndvekedett idejd vérzés esetében.

A taldlmany tovabba olyan gyégyészaﬁ készitményekre vonatkozik, amelyek hatda-
nyagként valamelyik taldlméany szerinti vazopresszin-szdrmazékot tartalmaznak. Ilyen érte-
lemben a talalmany kiterjed minden olyan hasznosithaté gyégydszati készitményre, amely
hatéanyagként valamelyik talilmény szerinti vazopresszin-szdrmazékot tartalmaz. Ezek a
gyégyészati készitmények elénydsen orélis készitmények, példaul tabletta vagy kapszula,
nazalis készitmények, példaul nazalis permet vagy nazalis cseppek, vagy intravénds ké-
szitmények, példdul injektdlbaté oldatok formajaban lehetnek. A gydgydszati készitmé-
nyek a hatéanyagon kiviil a gyogyszergyartasban szokdsosan hasznalt hordozo- és/vagy
egyéb segédanyagokat tartalmaznak. A gydégydszatilag hasznosithaté hordozéanyagokra,
illetve higitéanyagokra példaképpen megemlithetjiikk az izotonids séoldatot. Ami a tovabbi
hordozé- és segédanyagokat illeti, ezek megtaldlhatok a kiilonbozd gydgyszerkdnyvekben,
példaul az eurdpai vagy az amerikai egyesilt allamokbeli gyégyszerkényvekben, és kiva-
lasztasuk a konkrét esetben alkalmazni kivant beadasi mé6dtol fiiggen torténhet.

A taladlmény kiterjed tovdbba a taldlméany szerinti vazopresszin-szarmazékok gyo-
gyaszati készitményekben val6 alkalmazasdra. Ezek a gyogydszati készitmények elénydsen
antidiuretikus hatdst készitmények. Kilonésen el6nyosen alkalmazhatok ezek a gyogya-

szati készitmények diabetes insipidus kezelésére, tovabba bevizelés, kiilondsen éjszakai



bevizelés kezelésére.

A talalmany szerinti vegyiiletekkel, illetve gyogyaszati készitményekkel tortén6
gybgydszati kezelés soran Gigy jarunk el, hogy a készitménybdl, illetve a vegyiiletbdl
antidiuretikusan hc:tésos mennyiséget juttatunk a kezelend§ beteg szervezetébe.

"A taldlmany szerinti 0ij vazopresszin-szarmazékok a peptidek eldallitdsira szokaso-
san alkalmazott médon allithatok el§, azaz 1épésrdl 1épésre ugy, hogy kialakitjuk a peptid-
kotéseket az egyes aminosav-maradékok vagy modositott amonosav-maradékok kozott és
végiil gylirizarast hajtunk vegre.

A kovetkez8kben ismertetésre kerld példikban elSallitott vegyiileteket kivétel nél-
kiil agynevezett szilard fézisi modszerrel szintetizaltuk. A médszert illet6en utalunk
Stewart, J. M. és Young, J. D. "Solid Phase Peptide Synthesis" cimi konyvére (megjelent
a Pierce Chemical Company gondozésaban 1984-ben), tovibba Atherton, E. és Sheppard,
R. C. "Solid Phase Peptide Synthesis" cimd, 1989-ben megjelent kényvére.

A peptideket forditott fizist kromatografids eljarassal tisztitjuk, mobil fazisként 0,1
% trifluor-ecetsavat tartalmazo acetonitril-viz elegyet hasznositva. A tiszta peptideket azu-
tin acetatsoikka alakitjuk. A peptidek tisztasagét, illetve szerkezetét HPLC, aminosav-
analizis és FAB-tomegspektrum segitségével ellendrizzik.

A kovetkez6 roviditéseket hasznaljuk:

Boc = terc-butoxi-karbonilcsoport

Fmoc . = fluorenil-metoxi-karbonilcsoport

H - CoMeAbu-OH = (S)-2-amino-2-metil-vajsav

Hyp = transz-4-hidroxi-prolin

Thi = 2-tienil-alanin

TBTU = 2-(1H-benztriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametil-

= -urénium-tetrafluoroborit
DMF = dimetil-formamid
TFA = trifluor-ecetsav.
A példikban alkalmazasra keriil§ aminosavakat a Bachem AG svéjci cégtdl szerez-
titkk be, kivéve az (S)-2-amino-2-metil-vajsavat, amely 29.005.02 cikkszadm alatt a Janssen

Chimica belga cégtdl szerezhetS be. A Fmoc-csoportot szokasos médszerekkel vihetjiik be
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[Ten Kortenaar, P. B. W. és munkatarsai: Int. J. Peptide Protein Res., 27, 398 (1986)], mig
az NoFmoc-S-[3-(terc-butoxi-karbonil)-propil]-ciszteint a Prochazka, Z. és munkatirsai
altal a Collect. Czech. Chem. Commun., 57, 1335 (1992) szakirodalmi helyen ismertetett
modon szintetizaltuk.

A referenciavegyiiletként hasznalt DDAVP vegyiiletet ismert modszerrel a Ferring
AB (Malmd, Svédorszag) cég éllitotta el§, miként a 3. példa szerinti referenciavegyiiletet
is. Az utébb emlitett vegyiiletet Zaoral, M. és munkatarsai a "Peptides" cimi kényv 468.
oldalén a 2. tablazatban emlitik [a kényv 1987-ben a Walter de Gruyter and Co. (Berlin,
New York) kiadé gondozasaban jelent meg].

A taldlmanyt kdzelebbrdl a kovetkezd példakkal kivanjuk megvildgitani.

1. példa - (IT) képletii vegyiilet

A peptidet szilard fazisi technikdval szintetizaljuk, éspedig az tGgynevezett
Fmoc/terc-Bu-stratégiat alkalmazzuk, azzal a kiilonbséggel, hogy a 2-helyzet (D-Phe) vo-
natkozasaban szarmazékként Na-Boc-aminosavat (Boc-D-Phe-OH) hasznositunk. Szilard
fazisként 1 g (0,2 mmol/g) TentaGel-S RAM gyantat (a RAPP Polymere cég S 30 023 jel-
zésli terméke) hasznositunk. A peptidet a gyantarol lehasitjuk, majd a véd6esoport eltévoli-
tasa céljabol masfél oran 4t szobah&mérsékleten trifluor-ecetsav, etan-ditiol és anizol 95 :
2,5 : 2,5 térfogatardnyu elegyével kezeljik. A folyékony fazis tilnyomé részét elparolog-
tatjuk, majd a peptidet dietil-éterrel kicsapjuk és ezutin vizbdl fagyasztva széritjuk. Az 1-
és 2-helyzetek kozotti ciklizalast vizmentes dimetil-formamidban 1 - 2 ekvivalens TBTU
és 15 - 20 ekvivalens N-metil-morfolin hasznalatival hajtjuk végre. A peptid koncentricid-
ja 1 mg/ml. A reakci6id§ szobahdmérsékleten 4 o6ra. A reakci6 befejezédése utan az ol-
ddszert elparologtatjuk, majd a peptidet dietil-éterrel kicsapjuk. Tisztitasat forditott fazisa
oszlopon végezziik, eludldszerként acetonitril és viz 0,1 térfogat% trifluor--ecetsavat tar-
talmazo elegyét hasznalva. A megfelel§ tisztasagh frakciokat bepéroljuk, majd a maradé-
kot felvissziik forditott fazisa oszlopra. Az oszlopot 0,2 molos amménium-acetit-oldattal
és vizzel mossuk. A peptidet acetonitril és viz 1 térfogat% ecetsavat tartalmazo elegyével
eludljuk. A megfeleld tisztasagn frakcidkat beparoljuk, majd fagyasztva szaritjuk. A peptid
szerkezetét nagy felbontoképességli folyadékkromatografids vizsgélattal, aminosav-

elemzéssel és FAB tomegspektrumos elemzéssel igazoljuk.



A peptid hozama 36 mg, tisztasaga 99 %.

2. példa - (IID) képletii vegyiilet

A peptidet az 1. példiban ismertetett modon szintetizaljuk és tisztitjuk. Hozama 77
mg, tisztasaga 99 %.

3. példa (referenciapélda) - (IV) képletii vegyiilet

A peptidet az 1. példdban ismertetett médon szintetizaljuk és tisztitjuk. Hozama 23
mg, tisztasaga 99 %.

4. példa - (V) képletii vegyiilet

A peptidet az 1. példaban ismertetett médon szintetizaljuk és tisztitjuk. Hozama 30
mg, tisztasaga 99 %.

5. pél.da - (VI) képletii vegyiilet

A peptidet az 1. példiban ismertetett médon szintetizaljuk és tisztitjuk. Hozama 34
mg, tisztasaga 99 %o.

6. példa - (VII) képletii vegyiilet

A peptidet az 1. példaban ismertetett médon szintetizaljuk és tisztitjuk. Hozama 57
mg, tisztasaga 99 %.

A talalmany szerinti vegyiiletek in vivo bioldgiai aktivitasat a kisérletekben vizsgal-
hatjuk.

a) Antidiuretikus aktivitds (AD,,)

A taldlmany szerinti vegyiiletek antidiuretikus aktivitdsat a jolismert patkdny-
-modellel hatarozzuk meg, amely azon alapul, hogy a peptiddel végrehajtott intravénas be-
adas utdn a patkiny altal kivalasztott vizelet vezetSképességét folyamatosan mérjik [J.
Medicinal Chem., 21, 352 - 356 (1978)].

b) Peptidek gasztrointesztinalis abszorpcidja [(Fap).]

A gyomorkaput6l 10 cm tdvolsigra sebészeti uton beiktatott mianyag-csévon at a
bélbe beadagolt peptidek abszorpcidjat gy hatarozzuk meg, hogy a bélen at torténd bea-
dast kovetSen mért antidiuretikus hatast (a gorbe alatti teriilet) 6sszehasonlitjuk az intravé-
nas beadas utani antidiuretikus hatssal. Az antidiuretikus hatast a korabban mar emlitett J.
Medicinal Chem., 21, 352 - 356 (1978) szakirodalmi helyen ismertetett médon hatdrozzuk

meg.
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¢) A peptidek intranazalis abszorpcidja (Fp)in

Sebészeti beavatkozds nélkill 10 mm mélységbe bevezett Hamilton;fecskendc'ih(iz
kapcsolt PE2Q-kaniilon 4t az orriiregbe 30 pl térfogatban beadagolt peptidek abszorpcijat
megilatérozzuk ugy, hogy 6sszehasonlitjuk az intrénazélis beadas utdni antidiuretikus ha-
tist (a gorbe alatti teriilet) az intravénds beadds utdni antidiuretikus hatdssal. Az’
antidiuretikus hatast a korabban mar emlitett J. Medicinal Chem., 21, 352 - 356 (1978)

szakirdtalmi helyen ismertetett médon hatirozzuk meg.

Kisérléti vegyiilet | AD,, - (Fap)y (Fap)in
MUhmely | (%] (%]

1. példa szerimti 631 1,3 42

2. példa szerinti ' 1026 1,2 21

3. példa szerinti 1530 0,4 5

(referencia vegyiilet)

4. példa szerinti

(referencia vegyiilet) 984 2,5 22

5. példa szerinti

(referencia vegyiilet) 911 1,4 17

6. példa szerinti

(referencia vegyiilet) 700 1,6 22

DDAVP (referencia vegyiilet) 1100 0,09 8

A tablazat adatai alapjan nyilvanvald, hogy a DDAV és a 3. példa szerinti referencia-
vegylletek bioldgiai hozzaférhetdsége joval kedvezStlenebb, mint a taldlmény sze-

rinti vegylleteké, azaz az 1., 2., 4., 5. és 6. példak szerinti vegytileteké.



Szabadalmi igénypontok

1. (I) ltalanos képletii vazopresszin-analégok - a képletben
X jelentése (S)-2-amino-2-metil-vajsav (CaMeAbu) vagy valin (Val),
Y jelentése tienil-alanin (Thi)
| vagy metionin (Met),
z jelentése D-fenil-alanin (D-Phe),
vagy D-tienil-alanin (Thi)
vagy D-tirozin (D-Tyr),
és
Asn jelentése aszparagin,
Hyp jelentése transz-4-hidroxi-prolin,
D-Arg jelentése D-érginin, és
Gly  jelentése glicin.
2. Gybgyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy hatéanyagként valamelyik 1.
igénypont szerinti vazopresszin-analégot tartalmaz.
3. A 2. igénypont szerinti gydgyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy orélis bea-
dasra alkalmas formaban van.
4. A 2. igénypont szerinti gyogydszati készitmény, azzal jellemezve, hogy nazélis ké-
szitmény formajaban van.
5. A 2. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy intravénas
beadasra alkalmas formaban van.
6. Az 1. igénypont szerinti vazopresszin-analdg gyégyszerhez valé felhasznalds cél-
jabol.
7. A 6. igénypont vazopresszin-analég antidiuretikus gyogyszerhez vald felhasznalas
céljabol.
8. Az 1. igénypont szerinti vazopresszin-analég alkalmazdsa diabetes insipidus keze-

1ésére alkalmas gydgyaszati készitmény el6allitasaban.



9. Az 1. igénypont szerinti vazopresszin-analog alkalmazasa bevizelés kezelésére al-

kalmas gyogyaszati készitmény eldallitdsdban.

A meghatalmazott:

szabadalmi igyvivd

Aktaszamunk: 82805-521/MR
Ugyintéz6nk: Molnar Imre
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