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Peptid se sekvenci aminokyselin
a jeho pouziti pro vyrobu
farmaceutického prostiedku

Anotace:

Popisuje se peptid se sekvenci aminokyselin obecné-
ho vzorce I, ve kterém xxx = D-Pal/3/, D-Phe/4-Cl/,
D-Trp, yyy = D-cit, D-Lys/R/, D-Arg, D-Hci, kde R byl
vybran ze skupiny, sestavajici z /C1-Cs/-acylu a
/C1-C10/-alkylu, zzz = L-Leu, Nle, Nva, t-LeuaA =
Ser, Ser/cukr/, pricemz zbytek cukru byl vybran ze
skupiny, sestavajici z glukozy, galaktézy, allozy,
altrézy, manézy, guldzy, idézy, talézy, B = Tyr,
Lys/Nic/, Mop a C = Pro, Ala a jeho farmaceuticky
prijatelné soli. Popisuje se rovnéz farmaceuticky
prostredek pro potirani AIDS a ARC, ktery obsahuje
nejméné jeden popisovany peptid nebo jeho sil a
koneéné se popisuje i pouziti uvedenych peptida pro
potirani AIDS a/nebo ARC.

Ac-D-Nal/2/-D-Phe/4-Cl/-xxx~A-B-yyy-222~-Arg-C-D-

—Ala-NHz
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Peptid se sekvenci aminokyselin a jeho pouZiti pro vyrobu farmaceutického prostiedku

Oblast techniky

Pfedmétem vynélezu je peptid se sekvenci kyselin, zejména nonapeptid a dekapeptid, a jeho
pouziti pro vyrobu 1é&iv pro potirani AIDS.

Dosavadni stav techniky

Od roku 1981 byly u homosexuélnich muzi v New Yorku a v San Francisku pozorovany ve
velké mife az dosud vzicné neléitelné infekce. U viech pacientii se nasly té7ké defekty imunitni
obrany. Brzy potom byl Luc Montagnierem v Pasteurové dstavu objeven novy vir, humanni vir
imunitniho oslabeni (human immunodeficiency virus HIV).

Pro léeni AIDS se dnes pripousti pouze didesoxynukleosidovy analog 3’-azido—3’-
desoxythymidinu (AZT) nebo zidovudinu (INN). Tento je schopen mirnit symptomy nemoci a
prodlouZit primérnou dobu preZiti pacienti nemocnych AIDS. Pfi 1é¢eni AZT dochazi k
vytvofeni rezistentnich kmend virl s gravirujicim vedlej$im Gcinkem a kostni dfefi. Dal3i léky
Jsou klinicky zkouSeny. Tak popisuje DE-OS 39 35 580 pouziti 1-oktadecyl-2—-methyl—glycero—
3~fosfocholinu pro vyrobu Ié€iv pro boj proti infekcim HIV. EP~A-493 popisuje pouZiti 2°-3’~
deoxyguanosinu nebo monofosfati nebo trifosfati 2°~3’—dodeoxyguanosinu pro stejny tgel.

Vsechny tyto latky jsou jesté v klinickém vyvoji a dosud nejsou zralé pro trh.

Léciva, pouZivana v oblasti protivirové chemoterapie, nejsou dnes dostate&né selektivni. Existuje
tedy velka potieba dobfe snesitelnych, vysoce u¢innych 1é€iv, ktera by nejen zpomalila priibéh
nemoci, nybrz ktera by také zabranila zmnoZeni virii a kromé toho by byla schopna stabilizovat i
oslabeny imunitni systém pacienta.

S prekvapenim bylo nyni zjiSténo, Ze pfi screeningovém AIDS pokusu na CEM-IW-buiikich

maji LHRH-analogové dekapeptidy podle vzorct II az VIII anti-HIV G&inek a kromé& toho
ucinek, stimulujici rist buné¢nych kultur.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynélezu je peptid se sekvenci aminokyselin a jeho pouZiti pro vyrobu lé&iva na bazi
peptidickych LHRH-antagonistii. Slouceniny samy jsou i pfi maximalnich pouZitych davkach
jen malo toxické.
Sekvence aminokyseliny LHRH je:

LHRH = p-Glu'-His’-Trp’~Ser*-Tyr’~Gly*~Leu’-Arg*-Pro’~Gly'°~NH,
Nasledujici vzorec popisuje peptid se sekvenci aminokyseliny podle vynélezu:

Ac-D-Nal/2/-D-Phe/4-Cl/-xxx~A~-B-yyy-zzz—-Arg-C-D-Ala-NH,

pfi¢emz plati

xxx = D-Pal/3/, D-Phe/4-Cl/, D-Trp,
yyy = D-Cit, D-Lys/R/, D-Arg, D-Hci,
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pfi¢emz R byl vybran ze skupiny, sestavajici z /C,—Cs/—acylu a /C,~C,¢/—alkylu,

zzz = L-ley, Vic, Nva, t-Leu,
A = Ser, Ser/cukr/,

pfi¢emZ zbytek cukru byl vybrdn ze skupiny, sestavajici z glukézy, galaktozy, silozy, altrozy,
manozy, guldzy, idozy a talozy,

B = Tyr, Lys/Nic/, Mop,
C =Pro, Ala.

Pouzité zkratky pro aminokyseliny, peptidy a jejich derivaty jsou doporu¢eny IUPAC-IUB-
Commision fiir biochemische Nomenklatur.

/European J. Biochem. 1984, 138, 9-37/.

Zkratky pro méné pouzivané aminokyseliny:

Dpa znamena 2,3—diaminopropionovou kyselinu,

Nal znamena 3—/2—naftyl/~alanin,

Thl znamena B—-2’-thienylalanin,

Tpl znamena 2,3,4,9-tetrahydro—1H-pyrido—/3,4-b/~indol-3-karboxylovou kyselinu,
Nic znamena nicotinoyl,

Mop znamena 4—/morfolinomethyl/—fenylalanin.

Dale plati, Zze Ac je acetyl a t-Leu je terciarni leucin.

Zejména vyhodné peptidy obecného vzorce I predstavuji peptidy s nasledujicimi sekvencemi
aminokyselin:

vzorce I = Ac-D-Nal/2/'-D-Phe/4—Cl/~-D-Pal/3/-Ser"-Tyr'-D-Cit*-Nle’-Arg®Pro’~-D-Ala'

,
nebo farmaceuticky pfijatelna sil takovéhoto peptidu,

vzorce Il = Ac-D-Nal/2/'~D-Phe/4—Cl/>-D-Pal/3/*~Tyr’~D-Cit*~Nva'-Arg®~Pro’~-D-Ala"

My,

nebo farmaceuticky snesitelna stil takovéhoto peptidu,

vzorce IV = Ac—-D-Nal/2/'-D-Phe/4—Cl/*-D-Trp’~Ser’~Tyr’-D-Cit*~Leu’-Arg*~Pro°-A—-Ala'"’,
v/,

nebo farmaceuticky pfijatelna sil peptidu,

vzorce V = Ac-D-Nal/2/'-D-Phe/4—Cl/*~D-Pal/3/*~Ser*~Tyr-D-Cit*-Leu’-Arg*~Pro’-D—

Ala

IAY/A
nebo farmaceuticky pfijatelna sl takovéhoto peptidu,
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vzorce VI = Ac-D-Nal/2/'-D-Phe/4-Cl/~D-Pal/3/’~Ser*~Tyr’-D-HCi’~Leu’-Arg?~Pro’~D-
Ala"
VY,

nebo farmaceuticky pfijatelna siil takovéhoto peptidu,

vzorce VII = Ac—D—Nal/2/'—D—Phe/4—Cl/z—D—Pal/3/3—Ser4—Tyr5—D—Cit6—t—Leu7—Arg8—Pro9—D—
Ala"
IVII/.

nebo farmaceuticky pfijatelna siil takovéhoto peptidu,

vzorce VIII = Ac—D—Nal/Z/'—D—Phe/4—Cl/z—D—Pa1/3/3—-Ser4—Tyr5—D—Citﬁ—Leu7—Arg8—Alag—D—
Ala"

nebo farmaceuticky pfijatelna siil takovéhoto peptidu.

Oligopeptidy podle vynilezu se syntetizuji konvenénimi zpiisoby, zndmymi z literatury.
Souhrnny popis zpisobd, které pti tom pfichdzeji v Gvahu, je naptiklad v M. Bodanszky,
Principies of Peptide synthesis, Springer—Verlag, Berlin, Heidleberg, New York, 1984.

Principy syntézy pevnych fazi polypeptidi jsou vysvétleny naptiklad v uéebnici J.H. Stevart und
J.D. Young, Solid phase Peptide Synthesis Pierce Chem. Co., Rockford, II, 1984 /2. vydani/ a v
Ubersichtsartikel von L. Barany et al,, Int. J. Peptide Protein Res., 30, 705-739 /1987/.

Syntézy peptidld podle vzorchi II az VIII se dafily podle blokového diagramu na methylbenz-
hydrylaminové pryskyfici /podavana forma hydrochlorid/ firmy Advanced Chem. tech.
/Louisville/Kentucky/, USA, ktera byla pfed navazanim C-terminalniho Boc—alaninu pievedena
10% triethylaminem v dichlormethanu /obj/obj/ ve volnou bazi.

/Boc = terc. butyloxykarbonylovy zbytek/.

V3echny nésledujici aminokyseliny, chranéné Na-Boc, byly v pribéhu 90 minut kopulovany ve
trojndsobném molarnim pfebytku v pfitomnosti diizopropylkarbodiimidu /DIC/ a 1-hydroxy-
benzotriazolu /HOBt/ v CH,Cl,/DMF, ve smésich dichlormethan/dimethylformamidu sloZeni
80/20 /obj/obj/ pisobenim 50% trifluoroctové kyseliny /TFA/ v dichlormethanu. Zbytky volnych
aminofunkci byly blokovany acetylaci v pétindsobném prebytku acetylimidazolu v
dichlormethanu. Sled reak&nich kroku vystavby peptidu na pryskyfici vyplyva z blokového
diagramu. Pro od3tépeni peptidd, vdzanych na pryskyfici, byl nyni konedny produkt syntézy
pevne faze suSen ve vakuu a zpracovdn v 500nasobném piebytku HF/anisolu 10 : 1 /obj/obj/
béhem 15 az 60 minut pfi 0 °C.

Pfedmétem vyndlezu jsou i farmaceuticky akceptovatelné soli peptidi, jako naptiklad
hydrochlorid, trifluoracetat, acetat, siran, fosfore¢nan, mesylat nebo tosylat.

Po oddestilovani fluorovodiku a anisolu ve vakuu vypadnou vechny surové amidy peptidi
rozmichdnim s bezvodym ethyletherem jako bilé tuhé latky, oddéleni polymerniho nosice, ktery
se vylou¢i soucasné s nimi, se provadélo vymytim 50% /obj/obj/ vodnou kyselinou octovou, ve
vakuu se daly ziskat nyni peptidy jako vysokoviskdzni oleje, které se po pridani absolutniho
etheru za studena preménily v bilé tuhé latky. Surové peptidy se izolovaly, promyly na frits
absolutnim etherem a ususily ve vakuu.

Preparativni vyCiSténi se provadélo pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie /HPLC/ za
uvedenych podminek:
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Parametry preparativni HPLC:

pfistroje: ¢erpadlo Shimadzu LC-BA
detektor Shimadzu SPD-6A
integrator Shimadzu C-R4A
kontrolni pfistroj Shimadzu SCL-6A

¢inidla: acetonitril Lichrosol Merck Art. 30
kyselina trifluoroctova Fluka Nr. 91700

vvvvv

mobilni faze A: 970 ml vody nejcistsi /VE—voda/
+ 30 ml acetonitrilu
+ 1 ml kyseliny trifluoroctové

mobilni faze B: 300 ml vody /nej¢istsi VE—voda/
+ 700 ml acetonitrilu
+ 1 ml kyseliny trifluoroctové

velikost toku 40 ml/min
tlak: 14.10° Pa
prumérna doba chodu preparativniho prib&hu: asi 30 az 40 minut.

Spravna identita vSech syntetizovanych peptidi byla po vy¢isténi HPLC prokazovana analyzou

aminokyselin, hmotnostni spektroskopii a 'H-NMR-spektroskopii.

Opakujici se pracovni postupy syntézy pevnych fazi jsou shrnuty v nasledujicim schématu;
stupné 1 aZ 17 popisuji sled opera¢nich kroki pro pfipojeni vzdy jedné aminokyseliny.

stupné ¢inidla a operace ¢as /min/
1 | boc—-aminokyselina, DIC, HOBt1:1:1 90
2 | barevny test na Uplné zreagovani, fale$né pozitivni, opakovani 1 a 2
3 | MeOH, promyti 1
4 |DIPEA, 10 % v CH,Cl;; neutralizace 2
5 | MeOH; promyti 1
6 | CH,Cl,; promyti, 3krat 2
7 |/CH;CO/,0, imidazol, 1 : 1, acetylace 30
8 | MeOH; promyti, 2krat 1
9 | CH,Cl;; promyti, 3krét 2
10 | TFA, 50 % v CH,Cl,, odstépeni Boc 1
11 | TFA, 50 % v CH,Cl,, odstépeni Boc 30
12 |izopropanol; promyti a odbarveni 2
13 | DIPEA, 10 % v CH,Cl;; neutralizace 3
14 | NaOH; promyti 1
15 |DIPEA, 10 % v CH,Cl,, neutralizace 3
16 |MeOH, promyti 1
17 | CH,Cl,; promyti, 2krat 2

Syntézni produkt podle vyse uvedeného blokového diagramu:

Ac-D—Nal/2/~-D-Phe/4Cl/—xxx—A-B—-yyy-Arg—Pro-D-Ala-NH,

/podle vzorce I/
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Uplnost syntézy byla zkougena chloranilovym testem podle Th. Christensena: Acta Chem.
Scand. B 33, 763 /1979/ a Kaiserovym ninhydrinovym testem podle Stevarta.

Vynalez se tyka také farmaceutického prostfedku pro potirani AIDS a/nebo ARC, ktery obsahuje
nejméné jeden peptid nebo jeho farmaceuticky pfijatelnou stil.

ARC predstavuje zkratku AIDS-related complex; jde o sniZeni imunity, ktera spodiva na
podezfeni, Ze se jedna o AIDS; toto podezfeni se zaklada na obrazu onemocnéni, o jehoz Easové
a medicindlni souvislosti neni zatim dost diikazi. O ARC se mluvi, jestlize existuji nejméné dva
z nasledujicich klinickych symptomi jako je chronické zduteni lymfatickych uzlin /trvajici déle
nez dva mésice/ na dvou nebo nékolika &astech t&la, chronické prijmy /del$i nez 7 dni/, ubytek
hmotnosti /vice nez 10 % t&lesné hmotnosti/, trvajici nebo ve vInach se pI'O_]eVUJlCI zvyseni a
snizeni telesné teploty, no¢ni poceni nebo vieobecné symptomy, jako je Gnava, sni¥eni
vykonnosti atd. V soutasnosti se pozaduje dikaz minimélng& dvou laboratornich néleza,
typickych pro AIDS.

A koneln¢ je pfedmétem vynilezu pouziti peptidu se sekvenci aminokyselin pro vyrobu
farmaceutického prosttedku pro potirdni AIDS a/nebo ARC. Popisuji se peptidy a jejich syntéza,
které se pouzivaji rovné&Z pro terapii virovych onemocnéni.

Peptidy samy o sob& jsou i pfi pouZiti maximélnich davek jen malo toxické. Ve srovnani s
testovanou referenéni slouéeninou a21dothym1dmem se hodnoty EC50 pohybuji pii NCI
pokusech u zkoumanych peptidii mezi 5,9 x 10’ mol/litr a% 2,0 x 10~ mol/litr.

Soucasné uvedena referenéni sloucenina AZT /azidothymidin/ méla napiiklad hodnotu EC50
3,10 x 107 mol/litr.

Vsechny slougeniny byly davkovany v rozmezi od 107 az 10~ mollitr. Obvykle uvadéna
hodnota IC50 /koncentrace inhibitoru, pfi které v neinfikované kultute odumte 50 % bundk/ je
proto v&t3i nez nejvyssi davkovani.

OSetfend infikovana kultury mé hodnotu EC50 4,5 x 107 mol/litr. Vzhledem k tomu, e hodnoty
pro oSetfenou neinfikovanou kulturu nepoklesnou na hodnotu IC50, miiZe se pro hodnotu IC50
uvadét pouze hodnota pro nejvy3si davkovani, to znamena IC50 vé&tsi nez 3,3 x 10~° mol/litr.
Terapeuticky index /TI50 = IC/50/EC50/ je potom vy3$i nez 7,30.

Popis screeningové metody na anti-HIV-aktivitu

Zpusob je vhodny pro nalezeni d¢innych latek, které jsou G&inné ve viech fazich cyklu
rozmnozovani viru. Princip testu spo€iva na usmrceni T4—lymfocytd virem HIV.

Malé mnoZstvi viru HIV se pfidaji k bunéénym kulturdm. Jsou nezbytné nejméné dva dokonale
viralni reprodukéni cykly, aby se usmrtily T4-lymfocyty a aby se mohly vyhodnotit vysledky.
Utinné latky, které reaguji s viriony /Casticemi podobnymi virim/, bufikami nebo produkty
virdlnich gend, aby tak byly v interakci s viralnimi aktivitami a blokovaly tak pomnoZovani vira,
chrani buiiky pfed smrti a pred lyzi.

Aby bylo mozné prohlédnout velky polet bun&k infikovanych viry, je testovaci systém
zautomatizovan. Slou€eniny, které degeneruji, denaturuji nebo které se rychle metabolizuji, se

ale nemohou na zikladé uspofadani testu bezpeéné objevit.

Jako pozitivni kontrola pro test slouzi AZT /azidothymidin/ a DDC.



10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 285997 B6

Zpiisob testovani

1. T4-lymfocyty /bun&éné linie CEM/ se dopliiuji v pomeéru vir:buiika asi 1:0,05 v
mikrotitranich deskach virem.

2. Latka, kterd se ma testovat, se, kdyZ to neni jinak uvedeno, rozpusti v dimethylsulfoxidu
/DMSO/, potom se da jak na infikované, tak i na neinfikované bunécné kultury.

3. Kultury se inkubuji 6 az 7 dni pti 37 °C v atmosféte 5% CO,.
4. K bun&nym kulturdm se piida tetrazoliova sil XTT a bun&né kultury se dale inkubuji, aby
se prezivajicimi butikami nechala probéhnout formazidnovd barevna reakce kopulaci s

fenazinmethosulfonatem (PMS/.

5. Jednotlivé bunééné kultury se spektroskopicky analyzuji a prezivajici buiiky se zjistuji
mikroskopicky, aby se potvrdil ochranny uéinek.

6. Ogsetfené buiky, infikované virem, se srovnavaji s oSetfenymi neinfikovanymi buiikami.
Dal$i srovnani /neoSetfenych infikovanych bun€k a neoSetienych neinfikovanych bunék,
prohloubenin, obsahujicich u€innou latku, prostych bun€k/ se provadi na stejné desce.

7. Stanovi se i¢innost testované slouceniny.

Dalsi podrobnosti experimentu Ize seznat z Weislow, J. Pat. Canc. Inst. 81 /8/, strana 577 /1989/.
Z tohoto vyplyva, ze peptidy podle vynalezu se hodi pro vyrobu farmaceutickych prostfedkii pro
potirani AIDS a pro potirani nemoci, které jsou spojeny s infekci virem, vyvolavajicim oslabeni
imunity /AIDS related complex, ARC/.

Davkovani

Davka farmaceutického prostfedku podle vynalezu se pohybuje mezi 0,01 mg az 10 mg pii

dennim podavani.

Ptiklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Peptid podle vzorce II
Hmotnostni spektrum: /M + H'/ = 1431

'H-NMR-spektrum /DMSO—ds, 250 MHz/ v ppm: 8,65 - 7,1; mnoho multipleti, aromatické a
NH-signaly; 7,0 a 6,6; 2,1 4H, aromatické H Tyr; 5,95 m, NHCONH,Cit; 4,8 - 4,1, vice
multiplet; C4H; 3,75 a 3,5; multiplety; alifatické H; 3,2 - 2,65, vice multipletii, CBH alifatické a
aromatické aminokyseliny; 2,1- 1,3, vice multipleti, zbytkové alifatické H; 1,780, d 3H,
CH;CO™; 1,20d, 3H, C HAla; 0,80, m, Nle.
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Priklad 2

Peptid podle vzorce III

"H-NMR-spektrum /IMSO—ds, 250 MH2/ § v ppm:

8,65 - 7,1, mnoho multipleti, aromatické a NH-signaly; 7,0 a 6,6 2d, 4H, aromatické H Tyr;
5,9 m, NHCONH,Cit; alifatické H; 3,2 2,65; vice multipleti, CBN alifatické a aromatické
aminokyseliny; 2,1 - 1,25; vice multipletd, zbytkové, alifatické H; 1,70, 5, 3H, CH,CO; 1,20, d,
3H, CBH, Ala; 0,85, m 3H, Nva.

Hmotnostni spektrum: /M + H'/ = 1417

Priklad 3

Peptid podle vzorce IV;

Hmotnostni spektrum: /M + H'/ = 1469

'"H-NMR-spektrum /DMSO-ds, 250 MHZ/ § v ppm:

8,2 - 6,5, mnoho multipletii, aromatické a NH-signaly; 8,2 - 6,5, mnoho multipletii, aromatické a
NH-signaly; 5,8 a 5,4, 2 m 3H, NH-CO-NH, Citrollia, 4,5, 4,3, 4,2 a 4,0, multiplety C4H,
3,8-2,6, vice multipletd, alifatické a aromatické CBH; 2,0 - 1,9, vice multiplett, zbytkové
alifatické protony; 1,6, 5,3 H, CH;CO™; 1,1 d, 2H, CBH Ala; 0,7, d, 6H C8H leu.

Piiklad 4

Peptid podle vzorce V, INN; Cetrorelix

Hmotnostni spektrum (DMSO-ds, 250 MHZ/ & v ppm:

8,7 - 7,2, mnoho multipletli, aromatické a NH-signaly; 7,05 a 6,65, 2d, 4H; aromatické H Tyr;
5,85, m NHCONH,, Cit; 4,8 - 4,1, vice multipletd, CaH; 3,8 a 3,55, 2m, alifatické H; 3,3 - 2,7
CBH alifatické a aromatické aminokyseliny; 2,1 - 1,3, vice multipletii, zbytkové alifatické
signaly; 1,7, 5,3 H, CH;CO"; 1,2 d, 3H, CBH Ala; 0,85 2d, 6H, C8H leu.

Priklad 5

Peptid podle vzorce VI

Hmotnostni spektrum: /M + H'/ = 1444

'"H-NMR-spektrum /DMSO—ds, 250 MHz/ § v ppm:

8,6 - 7,1, mnoho multipletii, aromatické a NH-signaly; 7,0 a 6,6, 2d, 4H, aromatické H Tyr;
4,8 - 4,0, vice multipletii, CaH; 3,7 a 3,5, 2m, 4H; 3,2 - 2,7, vice multipletii, CBH aromatické a

alifatick¢ aminokyseliny; 2,0 - 1,0, vice multipletd, zbytkové alifatické signaly; 1,7, 5, 3H,
CH;CO; 1,2, d 3H, CBH Ala; 0,8, dd, 6H, C8H, leu
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Priklad 6

Peptid podle vzorce VII

Hmotnostn{ spektrum: /M + H'/ = 1431

'H-NMR-spektrum /DMSO-dg, 250 MHz/ § v ppm:

8,6 - 7,1, mnoho multipletd, aromatické a NH-signély; 7,0 a 6,6, 2d, 4H, aromatické¢ H Tyr;
5,9 m NHCONH,, Cit; 4,8 - 4,0, vice multipleti, CaH, 3,85 a 3,5, 2 multiplety, alifatické H;
3,1-2,7, vice multipleti, CBH alifatické a aromatické aminokyseliny; 2,1 - 1,3, vice multipletd,
zbytkové alifatické H; 1,7, 5,3 H, CH;CO™; 1,20, d, 3H, CBH Ala; 5,9 H, t-butyl, Tle.

Priklad 7

Peptid podle vzorce VIII

Hmotnostni spektrum: /M + H'/ = 1405

'H-NMR-spektrum /DMSO-ds, 250 MHz/ § v ppm:

9,1 - 7,3, vice multipletti, aromatické a NH-signély; 7,21, dd, 4H, aromatické H p—l-Phe; 7,0 a
6,6, 2d, 4H, aromatické H Tyr; 5,9 a 5,4, 2m, 3H, NHCONH, Cit; 4,7 - 4,1, vice multipletd,
CaH; 3,55-2,8, vice multipleti; C H alifatické a aromatické aminokyseliny; 1,70, 5, 3H,
CH;CO7; 1,55 a 1,45, 2m alifatické signaly Arg a leu; 0,80, dd, 6H, C3H leu.

Vysledky u€innosti peptidu podle pfikladi 1 az 7

Peptidy podle pfikladi 1 az 7 byly zkoumany screeningovym zplisobem a byla zjiStovana jejich
anti-HIV—aktivita /NCI/. Vsechny peptidy byly bud’ ucinné nebo omezené ucinné. EC50

hodnoty, odpovidajici nalezenym aktivitdm, jsou v rozmezi 4 - 15 uM. Dale uvedené tabulka
shrnuje vysledky.

Piiklad &. Vzorec ¢islo vzorku udinnost *
1 I D-21072 aktivni
2 11 D-21073 aktivni
3 v D-20454 omezené aktivni
4 A" D-20761 aktivni
5 VI D-20455 omezené aktivni
6 Vi D-21071 omezené aktivni
7 Vil D-21740 aktivni

*  ECS50-hodnoty, odpovidajici G&innostem ,.aktivni“ az ,,omezené aktivni®, jsou v rozmezi
4-15puM.
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PATENTOVE NAROKY

1. Peptid se sekvenci aminokyselin obecného vzorce I
Ac-D-Nal/2/-D-Phe/4-Cl/-xxx—A-B-yyy-zzz—Arg-C-D-Ala-NH,
pfi¢emz plati

xxx = D-Pal/3/, D-Phe/4-Cl/, D-Trp,
yyy = D-Cit, D-Lys/R/, D-Arg, A-Hci,

pfi¢emzZ R byl vybran ze skupiny, sestavajici z /C;—Cy/~acylu a /C;—C,¢/-alkylu,

zzz =L-Leu, Vic, Nva, t-Leu,
A = Ser, Ser/cukr/,

pficemz zbytek cukru byl vybran ze skupiny, sestavajici z glukdzy, galaktézy, allézy, altrézy,
citrdzy, mandzy, guldzy, idozy a taldézy

B = Tyr, Lys/Nic/, Mop,
C = Pro, Ala,

nebo jejich farmaceuticky snesitelna siil, jako napfiklad hydrochlorid, trifluoracetat, acetat, siran,
fosforecnan, mesylat, tosylat, vyjma nasledujicich peptidi

Ac-D-Nal/2/'-D-Phe/4-C1/>~D-Pal/3/ nebo D-Trp/*~Ser’*~Tyr’-D—Cit nebo D-Hci/*~Leu’—
Arg’~Pro’-D—Ala'>-NH,.

2. Peptid podle naroku 1 se sekvenci aminokyselin
Ac-D-Nal/2/'-D-Phe/4-C1/*-D-Pal/3/~Ser*~Tyr’~D-Cit*~Nle’-Arg*-Pro’~D-Ala"
nebo jeho farmaceuticky pfijatelna sil.
3. Peptid podle naroku 1 se sekvenci aminokyselin
Ac-D-Nal/2/'-D-Phe/4—Cl/’~-D-Pal/3/-Ser*~Tyr’-D-Cit*~t-Leu’—Arg’~Pro’~D-Ala"°
nebo jeho farmaceuticky pfijatelna sil.
4. Peptid podle naroku 1 se sekvenci aminokyselin
Ac-D-Nal/2/'-D-Phe/4-C1/*~D-Pal/3/-Ser*-Tyr’-D-Cit’~t-Leu’~Arg*~Pro’~D-Ala"
nebo jeho farmaceuticky pfijatelna sal.
5. Peptid podle naroku 1 se sekvenci aminokyselin
Ac-D-Nal/2/'-D-Phe/4-Cl/*~D-Pal/3/~Ser*-Tyr’~-D-Cit*~Leu’~Arg’~Pro’~D-Ala"’

nebo jeho farmaceuticky pfijatelna sul.
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6. Farmaceuticky prostfedek pro potirani AIDS a/nebo ARC, vyznacujici se tim,
Zze obsahuje nejméné jeden peptid, uvedeny v narocich 1 aZz 5 nebo jeho farmaceuticky
pfijatelnou sul.

7. Pouziti nejméné jednoho peptidu podle naroku 1 se sekvenci aminokyselin podle obecného
vzorce |

Ac-D-Nal/2/-D—-Phe/4-Cl/—xxx~A-B-yyy-zzz-Arg-C-D~Ala—NH,

pii¢emz plati

xxx = D-Pal/3/, D-Phe/4-Cl/, D-Trp
yyy = D-Cit, D-Lys/R/, D-Arg, A-Hci

pficemz R byl vybran ze skupiny, sestavajici z
/C1—Cy/—acylu a /C,—Co/-alkyluy,

zzz =L-Leu, Vic, Nva, t-Leu,
A = Ser, Ser/cukr/,

pfi¢emz zbytek cukru byl vybran ze skupiny, sestavajici z glukézy, galaktdzy, allézy, manozy,
gulozy, taldzy a idozy,

B = Tyr, Lys/Nic/, Mop,
C =Pro, Ala,

nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli, jako naptiklad hydrochloridu, trifluoracetatu, acetatu,
siranu, fosforeCnanu, mesylatu nebo tosylatu, pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro
potirani AIDS a/nebo ARC.

8. Pouziti peptidu podle naroku 1 se sekvenci aminokyselin

Ac-D-Nal/2/'-D-Phe/4-Cl/*~D-Pal/3/~Ser*~Tyr’-D-Cit*-Nle’-Arg’*~Pro’~D-Ala'’

nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro potirani
AIDS a/nebo ARC.

9. Pouziti peptidu podle naroku 1 se sekvenci aminokyselin
Ac-D-Nal/2/*-D-Phe/4-Cl/>~-D-Pal/3/-Ser*-Tyr’~-D-Cit*-Nva'—Arg’~Pro’-D-Ala"’

nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro potirani
AIDS a/nebo ARC.

10. Pouziti peptidu podle naroku 1 se sekvenci aminokyselin
Ac-D-Nal/2/'-D-Phe/4—CLA-D-Trp/3/-Ser*~Tyr’-D-Cit*~-Leu’-Arg*~Pro’-D-Ala"

nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro potirani
AIDS a/nebo ARC.
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11. Pouziti peptidu podle naroku 1 se sekvenci aminokyselin
Ac-D-Nal/2/'~-D-Phe/4-Cl/*~D-Pal/3/’-Ser*-Tyr’~D-Cit*-Leu’-Arg’~Pro’~D-Ala'"®

nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu farmaceutického prostiedku pro potirani
AIDS a/nebo ARC.

12. PouZiti peptidu podle néroku 1 se sekvenci aminokyselin
Ac-D-Nal/2/'-D-Phe/4~Cl/*~D-Pal/3/*~Ser*~Tyr’~D-Hci’~Leu’~Arg*-Pro’~D-Ala'°

nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu farmaceutického prostredku pro potirani
AIDS a/nebo ARC.

13. Pouziti peptidu podle naroku 1 se sekvenci aminokyselin
Ac-D-Nal/2/'-D-Phe/4-Cl/’~D-Pal/3/’~Ser*-Tyr’~D-Cit*~t-Leu’~Arg*~Pro’-D-Ala"

nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro potirani
AIDS a/nebo ARC.

14. Pouziti peptidu podle naroku 1 se sekvenci aminokyselin
Ac-D-Nal/2/'-D~Phe/4-ClA-D-Pal/3/’-Ser'~Tyr’~D-Cit*~Leu’-Arg*-~Ala’~D-Ala'®

nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro potirani
AIDS a/nebo ARC.

Konec dokumentu
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