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Jsou popsany peptidové derivaty, které obsahuji jeden nebo
vice substituentil, obecného vzorce II, kde jednotlivé symboly
maji specificky vyznam, které jsou oddélené napojeny
amidovou, aminovou nebo sulfonamidovou vazbou na
aminovou skupinu bud’ N-konce nebo postranniho fetézce
biologicky aktivni peptidové &asti. Tyto peptidové derivaty
maji relativné zvysenou biologickou aktivitu pfi srovnani

s odpovidajicim samotnym peptidem.

R,;-0-CH,
Ry =0=CH,=C=(CH;) ~Rys~Ryp= (CH,) ~R,q (I1)

R,s~0-CH,



15

20

25

30

3

40

45

CZ 289590 B6

Somatostatinovy nebo bombesinovy derivat a jejich pouZiti

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka terapeutickych peptidovych derivati a zpisobu jejich pouZiti.

Dosavadni stav techniky

Byly délany pokusy prodlouZit aktivitu biologicky aktivnich peptidl. Peptidy byly napfiklad
modifikovany chemicky syntetickym p¥idanim cukernych skupin, aby se zvysila doba, béhem niz
jsou vpeptidy aktivni (Sandoz: spis WO 88/02 756, Sandoz: spis WO 89/09 786,
DE patent 3 910 667 Al, evropska patentova piihlaska EP &islo 0 374 089 A2 (1990) a Breipohl:
US patent €. 4 861 755 (1989)). Pro zvySeni Zivotnosti peptidu se pouzivd také pridani
kationtovych zakotveni (evropskd patentova piihlaska EP 0363 589 A2 (1990)) a lipidnich
skupin (Whittaker: spis WO 91/09 837, Jung: US patent. ¢. 4 837 303 (1989)).

Podstata vynalezu

Obecné tento vynalez poskytuje derivaty biologicky aktivnich peptidi, které obsahuji jeden nebo
vice substituentli oddélené navdzanych na aminovou skupinu umisténou na N-konci nebo na
postrannim fetézci peptidové skupiny. V této modifikované formé maji tyto derivaty vy3si

a prodlouZené;jsi biologickou aktivitu pfi srovnéni s odpovidajicimi nemodifikovanymi peptidy.

Peptidové derivaty jsou vyhodné v tom, Ze nejsou drahé, jsou vysoce biokompatibilni, chybi jim
§kodlivé vedlejsi Gginky a jsou sluditelné s riznymi formami terapeutického podavani. Zvlaste
pak mnoha derivati, které maji jako peptidovou Cast somatostatin, maji znaCné zlepSenou
uginnost a selektivitu pfi srovnani s nemodifikovanym somatostatinem.

V jednom aspektu se tento vynalez tyka peptidového derivétu, ktery obsahuje biologicky aktivni

peptidovou &ast a alespoii jeden substituent pfipojeny na peptidovou skupinu, pfi€emZ tento
substituent je slouCepina obecného vzorce 11

R,;O~$Hz
Ru'O_CHfC'(an)-'Ru'Rn'(CH:)-'Ru - (1,
|
Ru'O'CHz

v némz

Ri3, R4 a Rys nezavisle na sob& znamenaji atom vodiku nebo acylovou skupinu se 2 aZ 24 atomy
uhliku,

R;¢ znamena skupinu NH nebo neni ptitomen,
R;7; znamena skupinu CO, atom kysliku nebo neni pfitomen,
— Ryg— znamena skupinu CO, CH,, SO, nebo neni pfitomen,

m znamena &islo od 1 do 5 v&etné, a
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n  znamena &islo od 1 do 5 véetng, a

ve slouCenin€ obecného vzorce Il je peptidova &ast pripojena ke kaZzdému substituentu vazbou
CO-N, CH,-N nebo SO,~N mezi substituentem a atomem dusiku N—konce nebo postranniho
fet€zce uvedené peptidové skupiny.

Ve vyhodnych provedenich R,; znamena alkylovou skupinu s 1 aZ 6 atomy uhliku, R;; znamena
atom dusiku, atom uhliku nebo skupinu CH a R, znamena atom uhliku. Nebo R;; znamena atom
kysliku, Ry, Ry, Ra; @ Ry3 nejsou pfitomny a souget m + n znamena &islo 3, 4 nebo 5.

Substituentem miZze byt také sloudenina obecného vzorce II, v tomto pfipadé —R;s— znamena
s vyhodou skupinu CH, nebo skupinu SO,, Ry3, Ri4 a Rys znamenaji atom vodiku a Ry; neni
pfitomen. Ve zvlast¢ vyhodnych provedenich substituent znamena skupinu (HOCH,);C-NH~
(CH)>-SO; nebo skupinu (HOCH,);C—-CH..

Peptidova skupina je s vyhodou vybrina ze skupiny sestavajici ze somatostatinu, bombesinu,
kalcitoninu, peptidu souvisejiciho s kalcitoninovym genem (CRGP), amylinu, parathyroidniho
hormonu (PTH), peptidu uvoliiujiciho gastrin (GRP), hormonu stimulujiciho melanocyty (MSH),
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), peptidu souvisejiciho s pfititnym t&liskem (PTHrP),
hormonu uvoliiujiciho luteinizaéni hormon (LHRH), faktoru uvolfujiciho ristovy hormon
(GHRF), peptidu uvoliiujictho riistovy hormon (GHRP), cholecystokininu (CCK), glukagonu,
bradykininu, peptidu podobného glukagonu (GLP), gastrinu, enkefalinu, neuromedini, endo-
thelinu, latky P, neuropeptidu Y (NPY), peptidu YY (PYY), vazoaktivniho intestinalniho peptidu
(VIP), guanylinu, polypeptidu aktivujiciho hypofyzovou adenylcyklazu (PACAP), beta-
bun&&ného tropinu, adrenomedulinu a jejich derivati, fragmenti a analogy.

Peptidova skupina s vyhodou znamena somatostatin nebo jeho derivat, fragment nebo analog.
Nejvyhodnéj3im somatostatinovym analogem je jedna z nésledujicich slou€enin:

H-D-Phe—[Cys—Tyr—D-Trp-Lys—Abu—Cys]-Thr—NH,,
H-D-—Phe—[Cys—Tyr~D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Nal-NH, a
H-D-Nal—<[Cys-Tyr-D-Trp-Lys—Val-Cys]-Thr—NH,. Peptidovym zbytkem je s vyhodou také
bombesin nebo jeho derivat, fragment nebo analog.

V jiném aspektu tento vynalez poskytuje dimerni peptidovy derivat obsahujici dvé biologicky
aktivni peptidové skupiny a alespoit jeden substituent napojeny na kazdou peptidovou skupinu.

Pojem ,,biologicky aktivni“ tak, jak se zde pouZiva, znamena pfirozené se vyskytujici, rekombi-
nantni a synteticky peptid, ktery ma fyziologickou nebo terapeutickou aktivitu. Obecné tento
pojem zahrnuje vSechny derivaty, fragmenty a analogy biologicky aktivnich peptidi, které
vykazuji kvalitativné podobny nebo opaény uéinek pfi srovnani s i¢inkem nemodifikovaného
peptidu.

Obrazek 1 je graf dvou riistovych kiivek bunék AR42J v ptitomnosti riznych somatostatinovych
derivatd.

V dal3i €asti tohoto spisu budou popsana vyhodné provedeni. Nejdfive budou popsany peptidové
derivaty.

Peptidové derivaty podle vynalezu obecné obsahuji dvé oddélené slozky:
1) biologicky aktivni peptid a 2) alespofi jeden substituent, ktery mé strukturu sloudeniny

obecného vzorce II. Peptidové derivaty vyrobené podle zplsobl zde popsanych zahrnuji
nasledujici tfi skupiny sloudenin:
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Derivéty odvozené od sloudeniny obecného vzorce

R -O-CH,
|
R -0-CH-C(CH) -R -R -(CH)-R -NH-P'
|
R -O-CH,

v némz R;3, Ryg, Rys, Rys, Ry7, Rig, m, n a NH-P’ znamenaji jak shora uvedeno.

Peptidové derivaty podle vynalezu jsou derivaty biologicky aktivnich peptidd, které jsou vybrany
ze skupiny sestavajici ze somatostatinu, bombesinu, kalcitoninu, peptidu souvisejiciho
s kalcitoninovym genem (CRGP), amylinu, parathyroidniho hormonu (PTH), peptidu
uvoliiyjiciho gastrin (GPR), hormonu stimulujiciho melanocyty (MSH), adrenokortikotropniho
hormonu (ACTH), peptidu souvisejiciho s ptistitnym téliskem (PTHrP), hormonu uvoliujiciho
luteinizaéni hormon (LHRH), faktoru uvoliujiciho rustovy hormon (GHRF), peptidu
uvoliiujiciho ristovy hormon (GHRP), cholecystokininu (CCK), glukagonu, bradykininu, peptidu
podobného glukagonu (GLP), gastrinu, enkefalinu, neuromedini, endothelinu, latky P, neuro-
peptidu Y (NPY), peptidu YY (PYY), vazoaktivniho intestindlniho peptidu (VIP), guanylinu,
polypeptidu aktivujiciho hypofyzovou adenylcyklazu (PACAP), betabunécného tropinu,
adrenomedulinu a jejich derivatu, fragmentt a analog.

Ve zviadté vyhodnych provedenich peptidovd skupina znamend somatostatin nebo derivat,
fragment nebo analog somatostatinu. Mezi somatostatinova analogy, které se mohou pouzivat
podie tohoto vynélezu, patfi, ale nejsou na n& omezena, nasledujici slouceniny:

H-D-Nal-Cys—Tyr-D-Trp—Lys-Thr-Cys-Thr-NH,,
H-D-Phe—-Cys—Phe-D-Trp-Lys-Thr—Cys—Nal-NH,,
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp—Lys-Thr—Cys—Nal-NH,,
H-D-Nal-Cys—Phe-D-Trp—Lys-Thr—Cys-Thr-NH,,
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp—Lys-Thr—Pen-Thr-NH,,
H-D-Phe—Cys—Phe-D-Trp-Lys—Thr-Pen-Thr-NH,,
H-D-Phe—Cys—Tyr—D-Trp-Lys-Thr-Pen-Thr,
H-D-Phe—Cys—Phe-D-Trp—Lys—~Thr-Pen-Thr,
H-Gly-Pen-Phe-D-Trp-Lys-Thr—Cys-Thr,
H-Phe-Pen-Tyr-D-Trp-Lys—Thr-Cys-Thr,
H-Phe-Pen—Phe-D-Trp—Lys—Thr—Pen-Thr,
H-D-Phe-Cys—Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-ol,
H-D-Phe-Cys—Phe-D-Trp-Lys-Thr—-Cys-Thr-NHj,
H-D-Trp—Cys-Tyr-D-Trp-Lys—Val-Cys—Thr—NH,,
H-D-Trp—Cys—Phe-D-Trp-Lys-Thr—Cys—Thr—NH,,
H-D-Phe-Cys—Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys—Thr-NH,,
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp—Lys—Val-Cys-Trp-NH,,
H-D-Phe—Cys—Tyr-D-Trp—Lys—Val-Cys-Thr—NH,,
Ac-D-Phe-Lys —Tyr—D-Trp-Lys—Val-Asp-Thr-NH,,
Ac-hArg(Et),-Gly—Cys—Phe-D-Trp—Lys~Thr—Cys-Thr-NH,,
Ac-D-hArg(Et),~Gly—Cys—Phe-D-Trp-Lys—Thr—Cys—Thr-NH,
Ac-D-hArg(Bu)-Gly-Cys—Phe-D-Trp-Lys—Thr—Cys—Thr-NH,,
Ac-D-hArg(Et),-Cys-Phe~D-Trp-Lys-Thr—Cys—-Thr-NH,,
Ac-L-hArg(Et),—Cys—Phe-D-Trp-Lys-Thr—Cys—-Thr-NH,,
Ac—-D-hArg(CH,CF;),~Cys—Phe-D-Trp—Lys—Thr—Cys-Thr-NH,,
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Ac-D-hArg(CH,CF;),-Gly-Cys—-Phe-D-Trp-Lys—Thr-Cys—Thr-NH,,
Ac-D-hArg(CH,CF;),-Gly—Cys—Phe-D-Trp-Lys—Thr-Cys—Phe-NH,,
Ac-D-hArg(CH,CF;),~Gly-Cys—Phe-D-Trp-Lys—Thr—-Cys-Thr-NHEt,
Ac-L-hArg(CH,CF3),~Gly—Cys—Phe-D-Trp-Lys—~Thr-Cys—-Thr-NH,,
Ac-D-hArg(CH,CF;),~Gly-Cys—Phe-D-Trp-Lys(Me)-Thr—Cys-Thr—NH,,
Ac-D-hArg(CH,CF;),~Gly-Cys—Phe-D-Trp-Lys(Me)-Thr—Cys-Thr-NHEt,
Ac~hArg(CHj3, hexyl)}-Gly-Cys—Phe-D-Trp—Lys—Thr-Cys—-Thr-NH,,
H-hArg(hexyl,}-Gly—Cys—Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys~Thr-NH,,
Ac-D-hArg(Et),-Gly—Cys—Phe-D-Trp-Lys~Thr—Cys-Thr-NHEt,
Ac-D-hArg(Et),-Gly—Cys—Phe-D-Trp-Lys-Thr—Cys—Phe-NH,,
propionyl-D-hArg(Et),~Gly—Cys—Phe~D-Trp-Lys(iPr)}-Thr-Cys-Thr-NH,,
Ac-D-Nal-Gly-Cys—Phe-D-Trp-Lys~Thr—Cys—-Gly-hArg(Et),-NH,,
Ac-D-Lys(iPr)-Gly—Cys—Phe-D-Trp—Lys—Thr—Cys—Thr-NH,,
Ac-D-hArg(CH,CH3),-D-hArg(CH,CF;),
-Gly-Cys-Phe-D-Trp-Lys—Thr-Cys—Thr—NH,,
Ac-D-hArg(CH,CF;),-D-hArg(CH,CF3),
~Gly-Cys—Phe-D-Trp—~Lys~Thr-Cys—Phe-NH,,
Ac-D-hArg(Et),-D-hArg(Et),-Gly—Cys—Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys—-Thr-NH,,
Ac—Cys—Lys~Asn-4—-Cl-Phe—Phe-D-Trp-Lys-Thr—Phe-Thr-Ser-D-Cys-NH,,
Bmp-Tyr-D-Trp-Lys—Val-Cys~-Thr—NH,,
Bmp-Tyr-D-Trp-Lys—Val-Cys-Phe-NH,,
Bmp-Tyr-D-Trp-Lys—Val-Cys-p-Cl-Phe-NH,,
Bmp-Tyr-D-Trp-Lys—Val-Cys-Nal-NH,,
H-D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys—Val-Cys—-Thr-NH,,
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp—Lys—Abu—Cys-Thr-NH,,
H-D-Phe—Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Nal-NH,,
H-pentafluor-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys—Val-Cys—Thr-NH,,
Ac-D-Nal-Cys—pentafluor-Phe-D-Trp-Lys—Val-Cys-Thr-NH,,
H-D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys~Val-Cys—Nal-NH,,
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp—Lys—Val-Cys—Nal-NH,,
H-D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu—~Cys~Thr-NH,,
H-D—p-Cl-Phe-Cys—Tyr-D-Trp-Lys-Abu—Cys—Thr-NH,,
Ac-D—p—Cl-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys—Abu-Cys—Thr-NH,,
H-D-Phe-Cys—Nal-D-Trp-Lys—Val-Cys—Thr—NH,,
H-D-Phe-Cys—Tyr-D-Trp—Lys—Cys-Thr-NH,,
cyklo(Pro-Phe-D-Trp—N-Me-Lys-Thr-Phe),
cyklo(Pro-Phe-D-Trp—N-Me-Lys-Thr—Phe),
cyklo(Pro-Phe-D-Trp—Lys-Thr—N-Me—Phe),
cyklo(N-Me-Ala-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Phe),
cyklo(Pro-Tyr—D-Trp-Lys—Thr-Phe),
cyklo(Pro~Phe-D-Trp-Lys—Thr-Phe),
cyklo(Pro—Phe-L~Trp—Lys—Thr—Phe),
cyklo(Pro-Phe-D-Trp(F)-Lys—Thr-Phe),
cyklo(Pro—Phe-Trp(F)-Lys-Thr-Phe),
cyklo(Pro-Phe-D-Trp-Lys—Ser—Phe),
cyklo(Pro—Phe-D-Trp—Lys—Thr—p~Cl-Phe),
cyklo(D-Ala-N-Me-D-Phe-D-Thr-D-Lys—Trp-D-Phe),
cyklo(D-Ala-N-Me-D-Phe-D-Val-Lys—D-Trp—D-Phe),
cyklo(D-Ala-N-Me-D-Phe-D-Thr-Lys—-D-Trp-D-Phe),
cyklo(D-Abu-N-Me-D-Phe-D-Val-Lys—D-Trp—D—Phe),
cyklo(N-Me-Ala—Tyr-D-Trp-Lys—Val-Phe),
cyklo(Pro-Tyr-D-Trp—4~Amphe-Thr—Phe),
cyklo(Pro-Phe-D-Trp—4-Amphe-Thr—Phe),
cyklo(N-Me-Ala-Tyr—D-Trp—4-Amphe-Thr—Phe),
cyklo(Asn-Phe—Phe-D-Trp-Lys—Thr-Phe-Gaba),
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cyklo(Asn—Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gaba—Gaba),
cyklo(Asn—~Phe-D-Trp-Lys—Thr-Phe),
cyklo(Asn—Phe—Phe-D~Trp-Lys-Thr-Phe-NH(CH,),CO,
cyklo(Asn—Phe-Phe-D-Trp-Lys—Thr-Phe-Ala),
cyklo(Asn—Phe-Phe—D-Trp-Lys~Thr-Phe-D-Glu)-OH,
cyklo(Phe—Phe~D-Trp—Lys—Thr-Phe),
cyklo(Phe-Phe-D-Trp—Lys-Thr-Phe-Gly),
cyklo(Phe—Phe-D-Trp—Lys—Thr-Phe—Gaba),
cyklo(Asn—Phe—Phe-D-Trp—Lys—Thr-Phe-Gly),
cyklo(Asn—Phe-Phe-D-Trp(F)-Lys—Thr-Phe-Gaba),
cyklo(Asn—Phe-Phe-D-Trp(NO,)-Lys-Thr-Phe-Gaba),
cyklo(Asn—Phe~Phe~Trp(Br)-Lys—Thr—Phe-Gaba),
cyklo(Asn—Phe—Phe-D-Trp—Lys~Thr-Phe(I)-Gaba),
cyklo(Asn-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Tyr(But)-Gaba),
cyklo(Bmp-Lys—Asn-Phe—Phe-D-Trp—Lys—Thr-Phe-Thr—Pro—Cys)-OH,
cyklo(Bmp-Lys—Asn—Phe—Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr—Pro—Cys)-OH,
cyklo(Bmp-Lys—Asn—Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr—Tpo—-Cys)-OH,
cyklo(Bmp—Lys—Asn—Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-MeLeu—Cys)-OH,
cyclo(Phe~Phe—D-Trp-Lys-Thr-Phe-Phe-Gaba),
cyclo(Phe-Phe-D-Trp-Lys—Thr-Phe-D-Phe-Gaba),
cyclo(Phe—Phe-D-Trp(5F)-Lys—Thr-Phe—Phe-Gaba),
cyclo(Asn—Phe—Phe-D-Trp—Lys(Ac)-Thr—Phe-NH—-(CH,);CO),
cyclo(Lys—Phe—Phe-D-Trp—Lys-Thr—Phe—-Gaba),
cyclo(Lys—Phe—Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe—Gaba) a
cyclo(Orn~Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Gaba),

kde Lys’ znamend amidovy miistek vytvofeny mezi Lys a Asp. Peptidové slougeniny, jejichz
seznam je shora uveden, jsou popsany v nasledujicich odkazech, které jsou zde zahrnuty jako
citace: evropskd patentovad prihlaska P5 164 EU, Van Binst G. a spol.. Peptide
Research 5, 8 (1992), Horvath A. a spol.: Abstrakt ,,Conformations of Somatostatin Analogs
Having Anti-Tumor Activity®, 22. evropské peptidové symposium, 13. az 19. zafi 1992,
Interlaken, Svycarsko, PCT pfihlaska WO 91/09056 (1991), evropskd patentova pFihlaska
EP 0363 589 A2 (1990) a EP 0203031 A2 (1986), US patenty ¢.4904 642, 4871717,
4853371, & 4725577, 4 684 620, 4 650 787, 4 603 120, 4 585 755, &islo 4 522 813, 4 486 415,
4485 101, 4 435 385, 4 395 403, &islo 4 369 179, 4360 516, 4 358 439, 4 328 214, 4 316 890,
islo 4310518, 4291022, 4238481, 4235886, 4224190, &islo 4211 693,4 190 648,
4146612 a4 133 782. v

Kazdy zbytek aminokyseliny shora uvedenych somatostatinovych analogh ma strukturu
obecného vzorce NH-C(R)H-CO-, v némZ R znamené postranni fetézec. Carky mezi zbytky
aminokyselin predstavuji peptidové vazby, které spojuji aminokyseliny. Jestlize je zbytek
aminokyseliny opticky aktivni, ma L-konfiguraci, pokud neni vyslovné uvedena D-—forma.
Jestlize jsou v peptidu pfitomny dva zbytky Cys, tvofi se mezi témito zbytky disulfidovy mustek.
Tato vazba viak neni uvadéna v seznamu zbytki.

Dal§imi vyhodnymi somatostatinovymi analogy podle vynalezu jsou slouCeniny obecného vzorce

R

l
A-A-AD-Trp-Lys-A-A-AR ,
I
R

2
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v némZ A, znamend D- nebo L-formu —Nal, Trp, —pyridyl-Ala, Phe, substituovaného Phe nebo
Jje vynechéna a A; a A; nezavisle na sob& znamenaji Cys, Asp nebo Lys. Tyto skupiny jsou
navzijem kovalentné svazany disulfidovym mistkem nebo amidovym mustkem. Z dalsich pak
A; znamena —Nal, Phe nebo o—, m— nebo —substituovany X-Phe, kde X znamena atom halogenu,
skupinu OH, NH,, NO, nebo alkylovou skupinu s 1 aZ 3 atomy uhliku, As znamena Val, Thr, Ser,
Ala, Phe, —Nal, Abu, Ile, Nle nebo Nva a Ag znamena Phe, Thr, Tyr, Trp, Ser, —Nal, alkoholovou
skupinu nebo je vynechina, R, a R, nezavisle na sob& znamenaji atom vodiku, niz$i acylovou
nebo nizsi alkylovou skupinu a R; znamené skupinu OH nebo NH, nebo je vynechéna. JestliZe
bud’ A; nebo A; znamena Cys, potom s vyhodou druha skupina znamena také Cys, jestlize Ag
znamena a-aminoalkohol, potom R; je vynechana a jestliZe ani A; ani A; neznamena Cys, potom
A; znamena jinou skupinu nez A,.

Zvlaste vyhodnymi somatostatinovymi analogy podle tohoto provedeni jsou:

Me-D-Phe-Cys-Tyr-Tyr-D-Trp—Lys—Val-Cys—Thr-NH,,
H-D-Nal-Cys—Tyr-D-Trp-Lys-Thr—Cys—Nal-NH,,
H-D-Nal-Cys-Tyr—D-Trp-Lys-Thr—-Cys—Thr-NH,,
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys—Abu—Cys—Thr-NH,,
H-D-Phe—Cys-Tyr-D-Trp—Lys-Thr—Cys~Nal-NH,,
H-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp—Lys—Thr—Cys—Thr—ol.

Ve vyhodnych provedenich maji linedrni somatostatinové analogy podle vynilezu strukturu
obecného vzorce

R,
|

AAA"D-Trp-Lys-A-A-A'R ,
I
R,

v némz

A' znamena D- nebo L—-izomer Ala, Leu, lle, Val, Nle, Thr, Ser, -Nal, —pyridyl-Ala, Trp, Phe,
2,4dichlor-Phe, pentafluor—Phe, p—X-Phe nebo o0-X-Phe, kde X znamenid CH;, atom
chloru, bromu nebo fluoru, skupinu OH, OCHj; nebo NO,,

A’ znamena Ala, Leu, Ile, Val, Nle, Phe, —Nal, pyridyl-Ala, Trp, 2,4-dichlor-Phe, pentafluor—
Phe, 0-X-Phe nebo p-X-Phe, kde X znamena skupinu CHj, atom chloru, bromu nebo
fluoru, skupinu OH, OCH; nebo NO,,

A’ znameni pyridyl-Ala, Trp, Phe, —Nal, 2,4-dichlor-Phe, pentafluor-Phe, 0—X-Phe nebo
p-X-Phe, kde X znamena skupinu CHj, atom chloru, bromu nebo fluoru, skupinu OH,
OCH; nebo NO,,

A% znamena Val, Ala, Leu, Ile, Nle, Thr, Abu nebo Ser,

A7 znamena Ala, Leu, Ile, Val, Nle, Phe, —Nal, pyridyl-Ala, Trp, 2,4-dichlor—Phe, pentafluor—
Phe, 0-X-Phe nebo p—X-Phe, kde X znamena skupinu CHj, atom chloru, bromu nebo
fluoru, skupinu OH, OCH; nebo NO,,

A® znamena D— nebo L—izomer Ala, Leu, Ile, Val, Nle, Thr, Ser, Phe, —Nal, pyridyl-Ala, Trp,
2,4—dichlor—Phe, pentafluor-Phe, p~X—Phe nebo 0-X-Phe,
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kde X znamena skupinu CHj, atom chloru, bromu nebo fluoru, skupinu OH, OCH; nebo NO,,
nebo jeho alkohol a .

R; a R; nezavisle na sob& znamenaji atom vodiku, niZ§i acylovou nebo nizii alkylovou skupinu
a R; znamen4 skupinu OH nebo NH; nebo je vynechan. S vyhodou bud’ A' nebo A® a bud’ A’
nebo A’ musi znamenat aromatickou aminokyselinu a jestlize A® znamena alkohol, potom musi
byt R; vynechan. Dale A!, A%, A7 a A® nemohou souasné viechny znamenat aromatické
aminokyseliny. Mezi zv14$t& vyhodné analogy podle tohoto aspektu patfi:

H-D-Phe—p—chlor—Phe-Tyr-D-Trp-Lys—Thr—Phe-Thr-NH,,
H-D-Phe—p-NO,—Phe-Tyr-D-Trp-Lys—Val-Phe-Thr—NH,,
H-D-Nal-p—chlor-Phe-Tyr-D-Trp-Lys—Val-Phe-Thr-NH,,
H-D-Phe-Phe—Phe-D-Trp—Lys—Thr—Phe-Thr-NH,u
H-D-Phe-Phe-D-Trp—Lys—Val-Phe-Thr—NH,,
H-D-Phe—p—chlor-Phe-Tyr-D-Trp-Lys—-Val-Phe-Thr-NH, a
H-D-Phe-Ala-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Ala-D-Nal-NH,.

V jedt& jinych vyhodnych provedenich peptidovy zbytek znameni bombesin nebo derivat,
fragment nebo analog bombesinu. Mez bombesinové analogy, které se mohou pouZivat podle
predlozeného vynalezu, patfi, ale nejsou na n& omezeny: neuromedin C, neuromedin B, litorin
a peptid uvolitujici gastrin (GRP), ktery maji nasledujici sekvenci aminokyselin:

H-Ala—Pro—Val-Ser-Val-Gly-Gly—Gly-Thr-Val-Leu—Ala-Lys—Met-Tyr—Pro—Arg-Gly—Asn—
His-Trp—Ala—Val-Gly-His-Leu—Met—NH,.

Dalsi bombesinové analogy, které se mohou pouzivat v pfedlozeném vynalezu, zahrnuji
slou¢eniny, které jsou popsany v nasledujicich odkazech, jejichZ obsahy jsou zde uvedeny jako
citace: Coy a spol.: Peptides, Proceedings of the 11" Amer. Peptide Symposium, Rivier a spol.
(red.), ESCOM, str. 65 aZ 67 (1990), Wang a spol.: Journal Biol. Chemistry 265, 15695 (1990).
Mahmoud a spol.: Cancer Research 51, 1798 (1991), Wang a spol.: Biochemistry 29, 616 (1990),
Heimbrook a spol.: ,Synthetic Peptides: Approaches to Biological Problems“, UCLA
Symposium on Mol. and Cell. Biol. New Series, dil 86, Tam a Kaiser (red.), Martinez a spol.:
J. Med. Chem. 28, 1874 (1985), Gargosky a spol.: Biochem. J. 247, 427 (1987), Dubreuil a spol.:
Drug Design Delivery 2, 49, Harwood Academic Publishers, Anglie (1987), Heikkila a spol.:
J. Biol. Chem. 262, 16456 (1987), Caranikas a spol.: J. Med. Chem. 25, 1313 (1982), Saeed
aspol.: Peptides 10, 597 (1989), Rosell a spol.: Trends in Pharmacological Sciences 3,
211(1982), Lundberg a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci. 80, 1120 (1983), Engberg a spol.: Nature
293, 222 (1984), Mizrahi a spol.: Euro. J. Pharm. 82, 101 (1982), Leander a spol.: Nature 294,
467 (1981), Woll a spol.: Biochem. Biophys. Res. Comm. 155, 359 (1988), Rivier a spol.:
Biochem. 17, 1766 (1978), Cuttitta a spol.: Cancer Surveys 4, 707 (1985), Aumelas a spol.. Int.
J. Peptide Res. 30, 596 (1987), Szepeshazi a spol.: Cancer Research 51, 5980 (1991), Jensen
a spol.: Trends Pharmacol. Sci. 12, 13 (1991), US patenty &islo 5 028 692, 4 943 561, 4 207 311,
5068 222,5 081 107 a &islo 5 084 555, evropské patentové prihlasky EP €. 0 315 367 A2 (1989),
0434979 A1 (1991), 0468 497 A2 (1992), 0313 158 A2 (1989) a 0339193 Al (1989),
PCT prihlasky & WO 90/01037 (1990) a 90/02545 (1992) a anglickd pfihlaska
GB 1231 051 A (1990).

Peptidy podle vynilezu se mohou pfipravovat ve form& farmaceuticky pfijatelnych soli. Priklady
vyhodnych soli jsou soli s terapeuticky ptijatelnymi organickymi kyselinami, napf. kyselinou
octovou, mlé¢nou, maleinovou, citronovou, jable&nou, askorbovou, jantarovou, benzoovou,
salicylovou, methansulfonovou, toluensulfonovou nebo pamovou, a také s polymernimi
kyselinami, jako je tanin nebo karboxymethylcelul6za, a soli s anorganickymi kyselinami, jako
jsou halogenovodikové kyseliny v&etné kyseliny chlorovodikové, kyselina sirovd a kyselina
fosfore¢na.
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V dalSi &asti tohoto spisu je popséna syntéza sloudenin obecného vzorce II. P¥i popisu syntéz
slougenin podle pfedloZeného vynalezu se pouZivaji nasledujici zkratky:

Nal znamena naftylalanin (1 nebo 2),

Abu znamena a~aminomaselna kyselina,

D znamena pravotogiva,

L znamena levotogiva,

HOACc znamen4 kyselina octov4,

BOP znamena
benzotriazol-1-yloxytri(dimethylamino)fosfoniumhexafluorfosfat,
BOC znamena terc. butyloxykarbonylové skupina,

DCC znamena dicyklohexylkarbodiimid,

EDC znamené 1-(3—dimethylaminopropyl)-3—ethylkarbodiimid,
DEPC znamena diethylkyanofosfonat,

DMF znamena dimethylformamid,

CH,Cl, znamena dichlormethan,

MeOH znamena methanol,

EtOH znamena ethanol

DIEA znamena N,N—diizopropylethylamin,

HOBT znamené 1-hydroxybenzotriazol,

HBTU znamena

O-benzotriazol-1-yl, N,N,N’,N'~tetramethyluroniumhexafluorfosfat a
TFA znamen trifluoroctova kyselina.

Vychozi materidly a meziprodukty pro sloueniny obecného vzorce II jsou komeréné dostupné.
Vychozi materidly se mohou také snadno ptipravovat zpiisoby, které jsou dobfe znamy
odbornikim a jsou obsaZeny vodborné literatute. Naptiklad chemii derivati souvisejicich
s kyselinou askorbovou je mozno nalézt vJ. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1220 (1974),
Carbohyd. Res. 67, 127 (1978), Yakugaku Zasshi 86, 376 (1966), US patentu &. 4 552 888,
J.Med. Chem. 31, 793 (1988), 34, 2152 (1992) a 35, 1618 (1992), jejichZ obsahy jsou zde
zahmuty jako odkazy. Chemii derivatd souvisejicich s tris Ize nalézt v Arch. Biochem. Biophy.
96, 653 (1962) a Biochem. 5, 467 (1966), jejichz obsahy jsou zde také zahrnuty jako odkazy.

V obecném smyslu lze kondenzaci slou€enin obecného vzorce Il na prislusné volné skupiny
chréan€nych aminokyselin nebo peptidii provadét podle dobfe znamych zptisobii pouzivanych pii
syntéze peptidi (napi. DCC, DCC-HOBT, DIC-HOBT PPA, EDC-HOBT, DEPT, BOP,
HBTU) spouZitim baze (napf. DIEA) v inertnim rozpoustédle (napft. DMF, THF, dichlor-
methanu, ethylacetdtu nebo v jejich kombinacich). Odstranéni chranicich skupin se také miize
provadét dobfe zndmymi zpiisoby (napf. odstranénim skupiny ptidanim kyseliny nebo baze,
TFA, dioxanu s HCI, amoniaku, methoxidu sodného piperidinu). Ve v&tiing ptipadi by se
reakéni teplota méla pohybovat v rozmezi od —30 °C do teploty mistnosti. Prvni stupeti syntézy
obecné zahrnuje reakci mezi epoxidem a volnou aminovou skupinou chranéné aminokyseliny
nebo peptidu. Komplexace a odstranéni chrénicich skupin se dosihne dobfe zndmymi zpiisoby,
Jako jsou ty, které popsal McManus a spol.: Synth. Communications 3, 177 (1973), jejich%
obsahy jsou zde zahrnuty jako odkazy. Nésledujici syntézy, €i3téni meziprodukti a produkti: se
mohou provadét konven¢nimi zpisoby, jako je chromatografie nebo HPLC. Sloudeniny se
identifikuji konven¢nimi technikami, jako je NMR, aminokyselinova analyza a hmotnostni
spektrometrie.

Nasledujici ptiklady ilustruji vyhodné zpiisoby pripravy slougenin podle vynalezu.
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Priklady provedeni vynilezu

Pfiklad 1
D-Nal—<[Cys-Tyr-D-Trp-Lys(BOC)-Val-Cys]-Thr-NH,

Roztok diterc.butyldikarbonatu (0,36 g) v 10 ml DMF se piikape k roztoku acetitu D-Nal-
¢[Cys—Tyr-D-Trp-Lys—Val-Cys]-Thr-NH, (2 g, BIM-23014) ve 45 ml DMF. Po 2 h za teploty
mistnosti se rozpouStédlo za snizeného tlaku odstrani. Ziskd se tak odparek, ktery se
zchromatografuje na silikagelu (150 g), eluce smési chloroformu s methanolem v poméru 9:1.
Prislusné frakce se spoji a rozpoustédlo se za snizeného tlaku odstrani. Ziské se odparek, ktery
obsahuje

D-Nal—[Cys-Tyr-D-Trp-Lys(BOC)-Val-Cys}-Thr-NH, (1,45 g). TLC (silikagel, chloroform
s methanolem v poméru 3:1): R¢=0,52.

Priklad 2,1
(AcO-CH,);~C-NH-CO—~(CH,),
—CO-D-Nal-¢[Cys-Tyr-D-Trp-Lys(BOC)-Val-Cys}-Thr—NH,

0,03 ml DIEA se prfida kledem ochlazenému roztoku diacetatu 2-N—(sukcinyl)amino-2—
(acetoxymethyl)-1,3—-propandiolu (83 mg) a HBTU (92 mg) ve 2 ml DMF. Po 30 minutich
michani pfi 0 az 5 °C se ptida roztok D-Nal-c[Cys-Tyr-D-Trp-Lys(BOC)-Val-Cys]-Thr-NH,
(100 mg) ve 2 ml DMF obsahujici 0,03 ml DIEA. Smés se nejdiive micha 1h pfi 0 az 5 °C,
potom pres noc za teploty mistnosti. Rozpoust&dlo se odstrani za sniZeného tlaku. Ziska se tak
suchy odparek, ktery se roztfepe mezi ethylacetat a vodny nasyceny NaCl, ethylacetitova vrstva
se promyje vodnym 5% (hmotn.) roztokem hydrogenuhligitanu sodného a nakonec vodnym
nasycenym NaCl. Vysledny roztok se vysusi siranem hofenatym. Rozpoustédlo se za sniZzeného
tlaku odpafi. Ziistane odparek, ktery obsahuje (AcO—CH,);~C-NH-CO—-(CH,),

—CO-D-Nal—<[Cys-Tyr-D-Trp-Lys(BOC)-Val-Cys]-Thr—NH, (0,14 g). TLC (silikagel, eluce
smé&si chloroformu s MeOH a AcOH v poméru 4:1:0,1): R¢=0,82.

Piiklad 2,2 Odstranéni skupiny BOC

30 mg shora uvedené slou¢eniny se necha 45 minut reagovat s 50% (hmotn.) TFA v chloroformu
za teploty mistnosti. T&kavé sloudeniny se za snizeného tlaku odstrani. Ziska se tak odparek.
Stopy TFA se nékolikrat odpafi spoledné s ethanolem. Odparek se trituruje etherem a potom se
vysusi. Ziska se tak 30 mg produktu. TLC (silikagel, eluce chloroform s MeOH a AcOH
v poméru 3:1:1): Rf = 0,24.

Priklad 2,3 Jina provedeni

Podobnym zpiisobem se syntetizuji také nasledujici somatostatinové derivaty:

(HO-CH,);—C-NH-CO—HCH;),
—CO-D-Nal—[Cys-Tyr-D-Trp-Lys—Val-Cys]-Thr—NH,
BIM-23158
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(HO-CH,);~C-NH-CO—CH,),
~CO-D-Phe—[Cys-Tyr-D-Trp-Lys—Thr—Cys]-Thr-NH,
BIM-23167

(HO—-CH,);~C-NH-CO—~CH,),
—CO-D-Nal—<[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu—Cys]-Thr-NH,
BIM-23173

(HO-CH,);~C-NH-CH,~CO-D-Phe—c[Cys-Tyr-D-Trp-Lys~Thr—Cys]-Nal-NH,
BIM-23179

(HO-CH,);-C-NH-CH,
—CO-D-Phe—[Cys-Tyr-D-Trp-Lys—Abu—Cys]-Thr-NH,
BIM-23182

Priklad 3
Syntéza BI-23201

Podle tohoto vynalezu se syntetizuje nasledujici somatostatinovy derivat, ktery je ozna&ovén také
jako BIM-23201:

(HO-CH,);~C—CH;-D-Phe—[Cys—Tyr-D-Trp-Lys—Thr—Cys]-Nal-NH,.

Priklad 3,1
(HO-CH,);-C—CH,-D-Phe—[Cys-Tyr-D-Trp—Lys—Thr-Cys]-Nal-NH,

Po davkach se pfidaji 2 g molekulového sita (0,3 nm) a NaCNBH; (36 mg) béhem 15 min
k roztoku

D-Phe—[Cys-Tyr(OBt)-D-Trp—Lys(BOC)-Thr(OBt)-Cys]-Nal-NH, (250 mg) a tris(acetoxy-
methyl)acetaldehydu (120 mg) ziskaného oxidaci triacetyl-pentaerythritolu pyridiniumdi-
chromatem nebo smési DMSO/oxalylchlorid/ /triethylamin) v methanolu (10 ml) obsahujicim
10 % (hmotn.) kyseliny octové. Smés se pak micha 30 minut za teploty mistnosti a zahfiva se 4 h.
Po filtraci se zbytek roztiepe mezi ethylacetat a vodu. Ethylacetatova vrstva se promyje vodou,
potom vodnym hydrogenuhli¢itanem sodnym a vysusi se siranem hofe€natym. Rozpoustédlo se
za snizeného tlaku odpafi. Ziska se odparek (0,4 g), ktery se rozpusti v methanolu (5 ml), necha
se zreagovat s roztokem NaOMe v MeOH (pH 10), micha se 1 h a nakonec se zneutralizuje
IN HClI na pH 5 az 6. Po odpateni rozpoustédla se odparek rozpusti v 90% (hmotn.) vodné TFA
a smés se micha 30 minut. Tékavé podily se za sniZeného tlaku odstrani. Stopy TFA a vody ve
vysledném odparku se odstrani spoleénym odpafovanim s ethanolem (dvakrat). Odparek se
vysudi, ztitruje se etherem a nakonec se vygisti HPLC za podobnych podminek jak shora
popséno. Ziska se 41 mg (HO-CH,);~C—-CH,

~D-Phe—[Cys~Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys]-Nal-NH, jako bezbarvd pevna litka. Hmotnostni
spektrum (m/e): 1262,8.
Ptiklad 3,2 Jina provedeni

Podobnym zptisobem se syntetizuje nasledujici somatostatinovy derivat, ktery je oznatovan také
Jako BIM-23195:

-10-
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(HO—CH,);—C—CHy-D-Phe—c[Cys—Tyr-D-Trp—Lys-Abu—Cys]-Thr-NH,.

Ptiklad 4 Syntéza BIM-23197

Podle tohoto vynélezu se syntetizuje nasledujici somatostatinovy derivat, ktery je oznaovan také
jako BIM-23197:

(HO-CH,),-N N—CH,)»-S0,
-D-Phe—<[Cys—Tyr-D-Trp-Lys—-Abu—Cys]-Thr—NH,.

Piiklad 4,1
2-Bromethansulfonylchlorid

2—Bromethansulfonét sodny (4,0 g) se necha reagovat s PCls (11,8 g) za chlazeni v ledové 14zni.
Po ziskani kapalné faze se roztok zahfiva 1,5 h v oleji na 90 az 120 °C, ochladi se na teplotu
mistnosti, vlije se do 50 g rozdrceného ledu a pak se michd 15 minut. Smés se extrahuje
dichlormethanem (3 x 20 ml) a spojené extrakty se promyji vodou (2 x), 5% (hmotn.) hydrogen-
uhli¢itanem sodnym (2 x) a opét vodou (2 x). VysuSenim nad bezvodym siranem hofe¢natym
a destilaci za snizeného tlaku se ziskd 2-bromethansulfonylchlorid jako bezbarvé kapalina
(1,95 g, 42 az 44 °C/133 Pa).

Priklad 4,2
BI’—-(CHz)z—SOz

—D-Phe—[Cys~Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Boc)-Abu—~Cys]-Thr(tBu}-NH(1-cyklopropyl-1-m-
ethyl)—ethyl

Roztok 2-bromethansulfonylchloridu (30 mg) v DMF (1 ml) se pfikape k roztoku

H-D-Phe—c[Cys-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Boc)-Abu—Cys}-Thr(tBu}{1-cyklopropyl-1-methyl)-
ethylu (150 mg) a DIEA (55 mg) v DMF (2 ml) pod dusikem pfi 0 °C. Reakéni smés se micha
3 h pfi 0 a2 5 °C, rozpoustédlo se odstrani za snizeného tlaku, odparek se rozpusti v ethylacetatu
a promyje se 5% (hmotn.) kyselinou citronovou (2 x), 5 % (hmotn.) hydrogenuhli€itanu sodnym
(2 x) a solnym roztokem (2 x). Roztok se pak vysusi nad bezvodym siranem hofe&natym, zfiltruje
a za snizeného tlaku se zahusti dosucha. Produkt se dale pfe€isti na kratké kolon€ silikagelu,
eluce ethylacetatem. Frakce, které obsahuji produkt, se spoji a rozpoustédlo se za snizeného tlaku
odstrani. Ziska se tak 105 mg Br—(CH,),-SO

—D-Phe—[Cys—-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Boc)-Abu—Cys]-Thr(tBu)}-NH(1-cyklopropyl-1-
methyl)-ethylu jako svétle Zlutd pevna latka. TLC (silikagel, chloroform/ /MeOH/HOAc
v poméru 9:1:0,1): Rf = 0,36.

Priklad 6 Vazebné testy
Pro demonstrovani vazebné afinity somatostatinovych (SRIF) analogl na somatostatinovy
receptor se shora popsané vy¢isténé sloueniny testuji v testu navazani somatostatinu zahrnujicim

méfeni in vitro inhibice navazani ['*I-Tyr''|SRIF-14 na krysi AR42J pankreasové membrany.
Jak je uvedeno v tabulce I, vy¢isténé somatostatinové analogy podle tohoto vynilezu vykazuji

-11-
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vysoké vazebné afinity na tyto receptory. V tabulce je pro kazdy somatostatinovy derivat
uvedena molekulova hmotnost, stanovena hmotnostni spektrometrii a vypotena .z molekularni
struktury. Podobn& byl vtestu navazani bombesinu testovan vy&itény shora popsany
bombesinovy analog. Test navazani spolival vméfenich in vitro inhibice navazani
['®I-Tyr''Jbombesinu na krysi AR42J pankreasové membrany. V tomto testu byla stanovena
vazebna afinita bombesinového analogu na GRP receptor kolem 21 nM.

Priklad 7 Test inhibice ristového hormonu (GH)

Skupiné 5 krysich samci Sprague Dawley (kaZdy o hmotnosti mezi 250 a 300 g) byl injek&né s.c.
podan somatostatinovy derivat nebo solny roztok. Ticet minut pred zvolenou dobou po podéni
lé¢ivého pripravku uvedené vtabulceIl (2h, 4h, 6h, 8h) byly krysy anestetizovany
Nembutalem (i.p., 50 mg/kg). 15 minut po anestezi byl odebran podil krve kardialnim vpichem
pfes heparin, aby se zméfil zdkladni GH. Dale byla podana s.c. injekce D-Ala’~GRF (10 pg/kg).
Po 15 minutich byla odebrana krev, aby byl kvantitativné stanoven stimulovany GH, ktery se
méii v plazmé radioimunoanalytickym testem dodanym NIADDKD. Ze ziskanych rozdila mezi
zdkladni a stimulovanou hodnotou GH se vypoéte inhibice GH. Tabulka IT ukazuje Gginek
riznych vy¢idténych somatostatinovych analogi jako funkci &asu. Uginnost D-Phe—c[Cys-Tyr—
D-Trp-Lys-Thr-Cys ]-Nal-NH, (BIM-23060) na inhibovani ristového hormonu u krys je
srovnana s jinymi somatostatinovymi derivaty (BIM-23167, BIM~23179 a BIM-23181) podle
vynalezu. V3echny derivity vykazuji pfekvapujici prodlouzené trvani pisobeni, které kles4
v zavislosti na €asu.

Pro stanoveni EDs (tj. koncentrace kazdé sloudeniny potfebné pro inhibovéani 50 % uvoln&ného
ristového hormonu po pfislusné dobg) pfislusné slougeniny byly provedeny dalsi pokusy se
somatostatinovym analogem D~Phe—c[Cys—Tyr-Trp—Lys~Abu~Cys]-Thr-NH, a s BIM-23190,
BIM-23195 a BIM-23197. Pokusy byly providény vdavkovém rozmezi mezi 25 ug/kg
a0,25 pg/kg. Tabulkalll ukazuje pfekvapujici zlepSeni somatostatinovych derivati proti
nemodifikovanému peptidu v riiznych &asovych intervalech, coz ukazuje na to, Ze inhibice
uvolnéni stimulovaného GH slougeninami podle vynélezu zavisi na &ase.

Ptiklad 8 Antiprolifera¢ni test

Shora popsané vy¢isténé somatostatinové analogy byly testovany také na aktivitu proti rychle
proliferujicim butikim. Tabulka IV popisuje ginek t&chto peptidi na riist AR42J nadorovych
bun€k krysiho pankreasu. Na rozdil od pfirodniho somatostatinu vykazuji derivity podle
vyndlezu podstatnou anti—proliferatni aktivitu. Na obrazku 1 je viddt, Ze jak BIM-23041C
(somatostatinovy analog) tak BIM-23118 (derivat slougeniny BIM—~23014) inhibuji rist AR42J
nadorovych bunék krysiho pankreasu v zavislosti na koncentraci, pfic¢emz BIM-23118 je z t&chto
dvou slougenin aktivn&jsi. Ob& slou€eniny inhibuji riist nidorovych bunék ve vét$im rozsahu nez
nemodifikované somatostatinové analogy v ekvivalentnich koncentracich.

Priklad 9 Test pfijmu thymidinu

V tomto testu se zasobni kultury $vycarskych 3T3 bun&k pé&stuji v Dulbeccem modifikovaném
Eaglesové médiu (DMEM) doplnéném 10 % plodového teleciho séra ve vlhké atmosféte
s 10 % hmotn. CO, a 90 % hmotn. vzduchu pfi 37 °C. Buiiky se pak vyseji do klastrovych misek
s 24 jamkami a pouZiji se 4 dny po posledni zm&n& média. Aby se buiiky zachovaly ve fazi
G1/G0 bunééného cyklu, DMEM médium bez séra se pouzije 24 h pted testem ptijmu thymidinu.
Buiiky se pak dvakrat promyji 1 ml podily DMEM (bez séra, 0,5 uM) a [methyl-"H]thymidinu
(20 Ci/mmol, New England Nuclear). Bombesinové derivaty se nejdfive testuji pfi koncentraci
0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100 a 100 nM. Po 28 h pfi 37 °C se testuje inkorporace [methyl—
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*H]thymidinu v podilech nerozpustnych v kyseling. Buiiky se nejdfive dvakrat promyji ledem
ochlazenym 0,9% NaCl (Iml podily). Radioaktivita rozpustnd v kyselin& se. pak odstrani
30 minutovou inkubaci pti 40 °C s 5% (hmotn.) trichloroctovou kyselinou (TCA). Kultury se pak
jednou promyji (1 ml) 95 % (hmotn.) ethanolem a solubilizuji se 30 minutovou inkubaci s 1 ml
0,1N NaOH. Solubilizovany material se pfenese do ban&k obsahujicich 10 ml ScintA (Packard).
Radioaktivita se stanovi kapalinovou scintilaéni spektrometrii. Tento test ukazuje schopnost
bombesinovych derivati stimulovat ptijem thymidinu do bun&k. Vypottend ECs, byla 0,48 nm,
coz ukazuje, Ze bombesinové derivaty podle vynélezu jsou UCinnymi stimulatory pfijmu
thymidinu.

Peptidové derivaty podle vynadlezu se mohou podavat savcim, zvlast€ Clovéku, jednim
z tradi€nich zpdsobd podévani (napf. oralng, parenteralng, transdermaln€ nebo transmukozalné),
v prostfedcich s trvalym uvoltiovanim pouZitim biodegradovatelného a bioslu€itelného polymeru
nebo mistnim podavanim (napf. v pfipad® protirakovinovych bombesinovych nebo somato-
statinovych derivati do plic) pomoci micel, gelti nebo liposomi. Davkovani je obvykle stejné
jako b&zné pouzivané davkovani u terapeutickych peptidi u lidi.

Peptidové derivaty podle vynalezu jsou vhodné také pro zlepSené léceni téch onemocnéni, kterd
jsou citliva na léeni odpovidajicim nemodifikovanym peptidem. Zvlasté shora popsané somato-
statinové derivaty jsou vhodné pro léfeni rakoviny, akromegalie, pankreatitidy, proliferace
zplsobené urazem, diabetes, diabetické retinopatie, restendzy po angioplastii, AIDSu, neuro-
genniho zan&tu, artritidy a gastrointestinalnich problému v¢etné diarey.

Tabulka I

In vitro vazebné afinity a molekulové hmotnosti somatostatinovych peptidovych derivati

MWTEST MWVYP 1C5 (HM)
SRIF-14 - - 0,17
SRIF-28 - - 0,23
BIM-23107 1340,4 1340,40 0,30
BIM-23118 1313,5 1313,52 0,30
BIM-23135 1426,2 1426,64 2,52
BIM-23158 1299,6 1299,54 0,33
BIM-23167 1347,6 1347,55 0,09
BIM-23173 1235,5 1235,46 0,11
BIM-23179 1305,9 1305,55 0,12
BIM-23181 1435,0 1434,62 0,25
BIM-23182 1193,8 1193,42 0,12
BIM-23183 1323,0 1322,49 0,22
BIM-23190 1202,8 1202,47 0,20
BIM-23191 1314,9 1314,61 0,08
BIM-23195 1150,8 1150,39 0,08
BIM-23196 1243,7 1243,50 0,09
BIM-23197 1252,7 1252,55 0,29
BIM-23201 1262,8 1262,53 0,14
BIM-23202 1247,0 1246,53 0,18
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Tabulka II

Inhibice uvoliiovani stimulovaného ristového hormonu u krys somatostatinovymi peptidovymi
5 derivaty

Inhibice v % ke kontrole p¥i davce 25 pug/kg:

2h 4h 6h 8h
BIM-23060 86,39 64,96 47,62 38,15
BIM-23167 92,67 79,54 59,72 50,14
BIM-23179 92,79 63,85 67,78 68,26
BIM-23181 99,24 77,07 60,56 56,12

Tabulka III

Inhibice uvoliiovéni stimulovaného ristového hormonu u krys somatostatinovymi peptidovymi
derivaty podavanymi s.c.

EDso (ng/kg)
2h 4h 6h 8h
BIM-23023 0,48 1,11 2,26 4,32
BIM-23190 0,68 0,57 0,76 1.04
BIM-23195 1,19 3,13 2,08 3,23
BIM-23197 1,01 0,59 1,14 1,59

Tabulka IV

Antiproliferatni aktivita somatostatinovych peptidovych derivati

riist bunék (procenta ke kontrole)'

SRIF-14 91,3
SROF-18 98,0
BIM-23014C 74,1
BIM-23107 67,5
BIM-23109 72,1
BIM-23118 61,0
BIM-23135 62,9
BIM-23167 60,2
BIM-23173 67,9
BIM-23181 69,1
BIM-23182 68,7
BIM-23183 69,1
BIM-23195 69,2
BIM-23197 66,4

20
Koncentrace 100 nM, nadorové buiiky AR42J krysiho pankreasu po 8 dnech.
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PATENTOVE NAROKY

1. Somatostatinovy nebo bombesinovy derivat, ktery obsahuje jeho biologicky aktivni
peptidovy podil a alespoii jeden substituent pfipojeny na peptidovy podil, pfi¢emZ timto
substituentem je sloucenina obecného vzorce 11
Ru-o-?i,
R|fo‘CHfC'(CHx)-‘R:6'R|1'(CH1)-'R11 - (m,
|
R‘S-O-CH’

v némz

Ry3, Rys a Rys nezavisle na sob& znamenaji atom vodiku nebo acylovou skupinu se 2 aZ 24 atomy
uhliku,

Ris znamena skupinu NH nebo neni pfitomen,

R,; znamen4 skupinu CO, atom kysliku nebo neni pfitomen,

—R s~ znamena skupinu CO, CH,, SO, nebo neni piitomen,

m  znamena &islo od 1 do 5 véetné a

n znamena &islo od 1 do 5 véetné

pfi¢emz peptidovy podil je pfipojen ke kazdému substituentu vazbou CO-N, CH,~N nebo SO,-N
mezi timto substituentem a atomem dusiku N-konce nebo postranniho fetézce uvedeného

peptidového podilu.

2. Somatostatinovy nebo bombesinovy derivat podle naroku 1, v némZ —R g~ znamena skupinu
CH; nebo SO,.

3. Somatostatinovy nebo bombesinovy derivat podle naroku 1, v némz Rys, R4 a Ry5 znamenaji
atom vodiku a Ry, neni pfitomen.

4. Derivat podle naroku 1, v ném2 peptidovy podil znamenéa somatostatin nebo jeho derivat,
fragment nebo analog. : » .

5. Derivat podle niroku 1, v némZ somatostatinovy analog znamené jednu z nasledujicich
slou€enin:

H-D-Phe—[Cys—Tyr-D-Trp-Lys—Abu-Cys}-Thr—NH,,
H-D—Phe—c[Cys-Tyr-D-Trp—Lys-Thr—Cys]-Nal-NH; a
H-D-Nal—[Cys—Tyr-D-Trp-Lys—Val-Cys]-Thr—NH,.

6. Derivat podle naroku 1, v némz peptidovy podil znamena bombesin nebo jeho derivit,
fragment nebo analog.
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7. Pouziti somatostatinového derivétu podle naroku 1 pro vyrobu 1é&iva pro lééeni onemocnéni
pacienta.

8. PouZiti bombesinového derivatu podle naroku 1, pro vyrobu 1é&iva pro lé&eni onemocnéni
pacienta.

9. Pouziti somatostatinovych nebo bombesinovych derivati podle niroku7 nebo 8, kde
onemocnénim je rakovina.

10. Somatostatinovy derivat podle naroku 1 pro pouZiti jako 1é&iva pro 1éZeni rakoviny.

11. Bombesinovy derivat podle néroku 1 pro pouZiti jako léiva pro 1é€eni rakoviny.

1 vykres
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rast bunek (procenta vzhledem ke kontrole)
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Vliv somatostatinovych analog na proliferaci

ARA42J krysich pankreatickych nadorovych bunek

RN —{}- BIM-23014C
T --O- BIM-23118

Obr. 1 koncentrace (nM)

Konec dokumentu
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