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Sloudenina a farmaceuticky prostiedek

Oblast techniky
PiedloZeny vynalez je zaméfen na peptidové analogy peptidu-1, ktery je podobny glukagonu,

jejich farmakologicky pfijatelné soli, zplsoby poutiti takovych analogii pro lé¢eni savcu a na
vhodné farmaceutické prostfedky, které tyto analogy obsahuji.

Dosavadni stav techniky

Amid peptidu—1 (7-36), ktery je podobny glukagonu (GLP-1) (SEQID NO: 1) (sekven-
ce ¢islo 1), je syntetizovan ve stfevnich L-buiikdch pomoci tkaiiové specifického posttranslacni-
ho zpracovani glukagonového prekurzoru preproglukagonu (Vamndell, J. M., a kol., J. Histechem
Cytochem, 1985:33:1080--6) a je uvoliiovan do ob&€hu v ramci odpovedi na potravu. Koncentrace
GLP-1 vzristd z Grovné v obdobi hladovéni, ktera je ptiblizné 15 pmol/l, na vrcholnou hladinu
po jidle, ktera je 40 pmol/l. Bylo ukazéano, Ze pro dany vzrist plazmatické koncentrace glukézy je
zvy$eni plazmatického inzulinu pfiblizné tikrat vy38i, kdyZ je glukdza podana oralné, ve srovna-
ni s jejim podanim intravenoznim (Kreymann, B. a kol. Lancet 1987:2, 1300-4). Toto zvySeni
hladiny uvolfiovani inzulinu vlivem potravy, znamé jako efekt na vnitfni sekreci, je primarné
hormonalni a GLP-1 je nyni povaZovan za nejsilngj$i substanci, fyziologicky ovliviiujici vnitini
sekreci u ¢lovéka. Vedle uéinku na inzulin GLP-1 potladuje vylu€ovani glukagonu, zpozd'uje
vyprazdiiovani Zaludku (Wettergren A., Dig Dis Sci 1993:38:665-73) a miZe zvysit mnoZstvi
periferni glukézy, ktera je k dispozici (D’ Alessio, D. A. a kol,, J. Clin Invest 1994:93:2293-6).

V roce 1994 bylo navrzeno schéma ié¢ebného adinku GLP-1 po pozorovani, Ze jedna podkozni
(s/c) davka GLP-1 je schopna kompletné normalizovat hladiny glukézy po jidle u pacientd s dia-
betes mellitus, ktery neni zavisiy na inzulinu (NIDDM) (Gutniak, M. K., a kol., Diabetes Care
1994:17:1039—44). Mé&lo se za to, Ze tento U¢inek je zprostfedkovan jak zvySenym uvolfiovanim
inzulinu, tak sniZenim vylu&ovani glukagonu. Dale bylo ukézano, Ze intravendzni infuze GLP-1
zpozduje vyprazdiiovani Zaludku u pacientii s NIDDM (Williams, B., a kol., J. Clin Endo Metab
1996:81:327-32).

Na rozdil od sulfonyluredz, inzulinotropni piisobeni GLP-1 je zavislé na koncentraci glukdzy
v plazmé (Holz, G. G. 4. a kol., Nature 1993:361:362--5). Tedy nepfitomnost uvoltiovani inzuli-
nu, zprostfedkované GLP-1 pii nizké koncentraci glukozy v plazmé, chrani proti prudkému nas-
tupu hypoglykémie. Tato kombinace uéinkd davd GLP-1 jedinedny potencial lé¢ebnych vyhod
oproti jinym &inidliim, nyni bézné pouzivanych pro léeni NIDDM.

Potetné studie ukazaly, Ze pfi podéni zdravym pacientim GLP-1 silné ovliviiuje Grovné glyke-
mie a rovnéZ koncentrace inzulinu a glukagonu (Orskov, C, Diabetologia 35:701-711, 1992;
Holst, J. J. a kol., Moznosti uplatnéni GLP-1 v zvladnuti diabetu v Glukagon III, P¥irucka expe-
rimentalni farmakologie, Lefevbre PJ, vyd. Berlin, Springer Verlag, 1996, str. 311 az 326),
jejichZ uéinky jsou zavislé na glukdze (Keynmann, B., a kol., Lancet ii: 1300-1304, Weir, G. C,,
a kol., Diabetes 38:338-342, 1989). Dile je také G&¢inny u pacientil s diabetem (Gutniak, M., N.
Engl J Med 226:1316-1322, 1992; Nathan, D. M., a kol., Diabetes Care 15:270-276, 1992} tim,
?e normalizuje hladiny glukézy v krvi u pacientl s diabetem typu 2 (Nauck, M. A. a kol., Diag-
betologia 36:741-744, 1993) a zlep$uje kontrolu glykémie u pacientii sdiabetem typu 1
(Creutzfeld, W. Q., a kol., Diabetes care 19:580-586, 1996), coZ zvyiuje moznost jeho pouZiti
jako terapeutického ¢inidla.

Aviak GLP-1 je metabolicky nestabilni, jeho poloas v plazmé (t,2) je in vivo pouze 1 az 2
minuty. Aplikovany GLP-1 je také rychle degradovéan (Deacon, C. D., a kol., Diabetes 44:1126-
1131, 1995). Tato metabolickd nestabilita omezuje terapeuticky potencidl pfirozen¢ho GLP-1.
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Existuje tedy poticba analogi GLP-1. které jsou aktivnéjsi a jsou metabolicky stabilngisi nez
ptirozeny GLP-1.

Podstata vynalezu

Vynalez se tyka slouceniny obecného vzoree |,

2

AT_AH_A‘)_AH)_AI I—AIZ—AI3—AI-'iAIS—AI‘]—_'A”—AJH—AI{)—AZO—AZI—AH—A23—A_4—A15—A26—/\27—
AZS*AJQﬁAJO—A}I—A"Z—A"J—AJ-‘_—A ‘J——A}G—AJ?—R],

kde
A'f'
AS
A‘)
AID

(1)

Jje Hppa. coz je 3—(p-hydroxyfenyl)}propionova kyselina;

Jje Ala, D-Ala, Aib, Acc, N-Me-Ala, N-Me-D-Ala, Arg nebo N-Me—Gly:
Jje Glu, N-Me—Glu, N—Me-Asp nebo Asp;

je Gly, Acc, Ala, D-Ala, Phe nebo Aib;

je Thr nebo Ser,;

je Phe, Acc, Aic, Aib, 3-Pal, 4-Pal, B—Nal, Cha, Trp nebo X'—Phe:

* je Thr nebo Ser:;

je Ser, Thr, Ala nebo Aib:

> je Asp, Ala, D-Asp nebo Glu;

je Val, D-Val, Ace, Aib, Leu, lle, Tle, Nle, Abu, Ala, D-Ala, Tba nebo Cha;
je Ser, Ala, D-Ala, Aib, Acc nebo Thr;

je Ser, Ala, D—Ala, Aib, Acc nebo Thr;

je Tyr, D-Tyr, Cha, Phe, 3—Pal, 4-Pal, Acc, f—Nal, Amp nebo X'-Phe;

je Leu, Ala, Acc, Aib, Nle, lle, Cha, Tle, Val, Phe nebo X'—Phe;

Je Glu, Ala nebo Asp;

je Gly, Acc, Ala, D-Ala, B-Ala nebo Aib;

* je Gln, Asp, Ala, D—-Ala, Aib, Acc, Asn nebo Glu;

je Alab, Aib, Val, Abu, Tle nebo Acc;

je Ala, Aib, Val, Abu, Tle, Acc, Lys, Arg, hArg, Om, HN—CH({CH,),—NR''R'"))-C(0)
nebo HN-CH({(CH,).—X"}-C(O);

je Lys, Ala, 3-Pal, 4-Pal, Arg, hArg, Om, Amp, HN-CH((CH,),~NR'’R"')~C(O) nebo
HN-CH({CH,)—X")-C(O);

je Glu, Ala, D-Ala nebo Asp;

je Phe, Ala, Pal, B-Nal, X'-Phe, Aic, Acc, Aib, Cha nebo Trp;

je lle, Acc, Aib, Leu, Nle, Cha, Tle, Val, Abu, Ala, Tba nebo Phe:

je Ala, Aib, Acc nebo chybi;

Je Trp, B-Nal, 3-Pal, 4-Pal, Phe, Acc, Aib, Cha, Amp nebo chybi;

je Leu, Ala, Acc, Aib, Nle, lle, Cha, Tle, Phe, X'—Phe, Ala nebo chybi;

" je Val, Acc, Aib, Leu, lle, Tle, Nle, Cha, Ala, Phe, Abu, X'-Phe, Tba, Gaba nebo chybi;

je Lys, Arg, hArg, O, Amp, Gaba, HN-CH((CH,):~NR"R"")) C(O), HN-CH((CH,)~
X*}-C(O) nebo chybi;

je Gly nebo chybi;
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A je L— nebo D-Arg, D- nebo L-Lys, D~ nebo L-hArg, D- nebo L-Orn, Amp, HN-
CH((CH»)—NR''R'")-C(0), HN—CH((CH,)~X")»-C(O) nebo chybi;

A" je Gly nebo chybi;
X' je pro kazdy ptipad nezavisle vybran ze skupiny zahrnujici (C,—Cy)alkyl, OH a halo;

R' je OH, NH,, (C,—Cso)alkoxy, nebo NH-X’-CHZ', kde X* je (C,—C 1)uhlovodikovy zbytek
a Z’ je H, OH, CO,H nebo CONHo;

X je
XN N~—{CH,), -CH,

nebo —C(O}NHR'?, kde X* je pro kazdy ptipad nezavisle —C(O)—, -NH-C(O)- nebo —CH,—. a
kde f je pro kazdy piipad nezavisle celé &islo v rozmezi 1 az 29 vietné; a

e je pro kazdy pfipad nezavisle celé &islo v rozmezi | az 4;
n je pro kazdy pfipad nezavisle celé Cislo v rozmezi 1 aZ §; a

kazdy zR'" a R'' je pro kazdy piipad nezavisle H, (C,—Cso)alkyl, (C;-Csodacyl, (C—Crp)alkyl-
sulfonyl, ~C((NH)(NH,)) nebo

/N

-C{OFCHN N-—(CH_),-CH,

./

za ptedpokladu, 7e kdyz R'® je (C,—Cao)acyl,

/N

-C{0}-CH;—N N=={CH,)-CH,

_/

(C—Cjp)alkyisulfonyl, ~-C((NH)}NH,)), tak
R'" je H nebo (C,—Csp)alkyl; a
R"7 je (C—Cap)alkyl,

neho jeii farmacenticky piijateina siil.
Dale jsou popsany slouceniny obecného vzorce [,
ATAP A AT AT A A B A _ATS_AV_ AV AIB A9 A0 AZ1_ p22 425 AM_ 25 A% A2

AB_AD_AN_ASI_pA32 233 A3 a5 436 A3 pl
()

kde

A’ je Ura, Paa, Pta nebo Hppa

Al Jje Ala, D-Ala, Aib, Acc, N-Me-Ala, N-Me--D--Ala, Arg nebo N-Me-Gly;
A’ je Glu, N-Me—Glu, N-Me—Asp nebo Asp;

A' je Gly, Acc, Ala, D-Ala, Phe nebo Aib:

Al je Thr nebo Ser;

A" je Phe, Acc, Aic, Aib, 3—Pal, 4—Pal, B-Nal, Cha, Trp ncbo X'-Phe;
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AP Je Thr nebo Ser;

A" je Ser, Thr, Ala nebo Aib:

A" je Asp, Ala, D-Asp nebo Glu;

A"} eVal D-Val, Acc. Aib, Leu, lle, Tle, Nle, Abu, Ala, D-Ala, Tha nebo Cha:
A" je Ser, Ala, D-Ala, Aib, Acc nebo Thr;

A" je Ser, Ala, D-Ala, Aib, Acc nebo Thr;

A" je Tyr, D-Tyr, Cha, Phe, 3-Pal, 4-Pal, Acc, B-Nal, Amp nebo X'—Phe;
A” je Leu, Ala, Acc, Aib, Nle, lle, Cha, Tle, Val, Phe nebo X'—Phe:

Je Glu, Ala nebo Asp;

A je Gly, Acc, Ala, D-Ala, [3—Ala nebo Aib:

Je Gln, Asp, Ala, D-Ala, Aib, Acc, Asn nebo Glu;

A je Alab, Aib, Val, Abu, Tle nebo Acc;

A” je Ala, Aib, Val, Abu, Tle, Acc, Lys, Arg, hArg, Om, HN-CH((CH,),~NR'"°R'")-C(0)
nebo HN-CH((CH,).—X*}-C(OY;

A™ je Lys, Ala, 3-Pal, 4-Pal, Arg, hArg, Om, Amp, HN-CH((CH;),~NR'""R'"))~C(O) nebo
HN—CH((CH,)—X*)-C(0);

A" je Glu, Ala, D-Ala nebo Asp,

A* je Phe, Ala, Pal, B-Nal, X'-Phe, Aic, Acc, Aib, Cha nebo Trp;

Jje lle, Acc, Aib, Leu, Nle, Cha, Tle, Val, Abu, Ala, Tba nebo Phe:

A™ je Ala, Aib, Acc nebo chybi:

A" je Trp, B-Nal, 3-Pal, 4-Pal, Phe, Acc. Aib, Cha, Amp nebo chybi;

A¥ je Leu, Ala, Acc, Aib, Nle, Ile, Cha, Tle, Phe, X'—Phe, Ala nebo chybi;

A" je Val, Acc, Aib, Leu, lle, Tle, Nle, Cha, Ala, Phe, Abu, X'-Phe, Tba, Gaba nebo chybi;

A" je Lys, Arg, hArg, Om, Amp, Gaba, HN-CH((CH,),~NR "°R""))-C(O), HN-CH((CH,).—
XY-C(O) nebo chybi;

A” je Gly nebo chybi;

A* je L- nebo D—Arg, D- nebo L-Lys, D- nebo L-hArg, D- nebo L-Om, Amp, HN-
CH((CH,)~NR'"'R""}~C(0), HN-CH((CH,)—X*}—C(O) nebo chybi;

A" je Gly nebo chybi;

X' je pro kaxdy pripad nezavisle vybran ze skupiny zahrnujici (C,—Cs)alkyl, OH a halo;

R' je OH, NH,, (C,—Cn)alkoxy, nebo NH-X’-CH,-Z", kde X* je (C;—C;,)uhlovodikovy zbytek
a Z" je H, OH, CO,H nebo CONH,;

X' je

Xx'—N N=—{(CH,), -CH,

nebo ~C(O)}-NHR", kde X" je pro kazdy pipad nezivisle —C(O)-, - NH-C(O)- nebo —CH,—, a
kde f je pro kazdy piipad nezavisle celé &islo v rozmezi 1 az 29 vietné;

e  Je pro kazdy piipad nezavisle celé islo v rozmezi | a¥ 4;
n  je pro kazdy pripad nezavisle celé &islo v rozmezi | az 5; a

kazdy zR'® a R" je pro kazdy ptipad nezavisle H, (C—Csalkyl, (C,—Cao)acyl, (C1—Cap)alkyl-
sulfonyl, —“C((NH)NH,)) nebo
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)

-C({0)-CH;—N N—(CH,)-CH,

(

za predpokladu, 7e kdyz R'? je (C\—Cxo)acyl,

)

-C{O)-CHy—N N=—{CH,}-CH,

(

(C,—C)alkylsulfonyl, —-C((NHXNH.)), tak
R'" je H nebo (C~Cxalkyl; a
RY je (C—Cagalkyl,

nebo jeji farmaceuticky pfijatelna sil.

Vyhodna slouéenina, ktera spliiuje podminky pravé uvedeného obecného vzoree 1 je takova, kde
A" je Thr; A” je Thr; A™ je Ser, Aib nebo Ala; A'7 je Ser, Ala, Aib nebo D-Ala; A" je Ser, Ala,
Aib nebo D—Ala; A% je Glu nebo Ala; A™ je Gln, Glu nebo Ala; a A" je Glu nebo Ala; nebo jeji
farmaceuticky piijatelna sil.

Vyhodna sloucenina, ktera spliiuje podminkzy pravé uvedeného obecného vzorce | je takova, kde
A’ je Glu, N-Me—Glu nebo N-Me—Asp; Al je Phe, Acc nebo Aic; Al je Val, D-Val, Acc, Aib,
Ala, Tle nebo D-Ala; A" je Tyr, 3—Pal, 4-Pal nebo D-Tyr; A™ je Leu, Acc, Cha, Ala nebo Tle;
A% je Ala, Aib nebo Acc; A% je Ala, Aib, Acc, Lys, Arg, hArg, Om, HN-CH((CH,),-NH-R""}-
C(0); AZ je Phe nebo Ala; A® je Iie, Acc nebo Tle; A” je Ala, Aib nebo chybi; A™ je Pr, Ala,
3—Pal, 4—Pal nebo chybi; A je Leu, Acc, Cha, Ala nebo chybi; A¥ je Val, Acc, Ala, Gaba, Tle
nebo chybi; nebo jeji farmaceuticky piijatelna sal.

Vyhodna slouéenina, ktera sphiuje podminky pravé uvedeného obecného vzorce | je takova, kde
At je Ala, D-Ala, Aib, A6c, ASc, N-Me-Ala, N-Me-D-Ala nebo N-Me-Gly; A" je Gly, Ala,
D--Ala nebo Phe; A'zje Phe, A6c nebo ASc; A'® je Val, Ala, Tle, A6c, ASc nebo D-Val; A” je
Leu, A6c, ASc, Cha, Ala nebo Tle; A% je Gly, Aib, B-Ala, L-Ala nebo D-Ala; A™! je Ala nebo
Aib; Aije Leu, A6c, ASc nebo Tle; A32je Leu, A6c, ASc, Cha, Ala nebo chybi: A" je Val, A6,

30

ASsc., Ala, Gaba, Tle nebo chybi; nebo jeji farmaceuticky ptijatelna sill.
Vyhodna slouéenina, ktera spliiuje podminky pravé uvedencho obeeného vzorce I je takova, kde
R je OH nebo NHy; nebo jeji farmaceuticky piijatelna sal.

35
Nejvyhodnéjsi slougeninou obecného vzorce I je [Hppa']hGLP-1(7-36)-NH, (SEQ ID NO:87);
nebo jeji farmaceuticky pfijatelnd sal.
Jinou nejvyhodnéjsi stouceninou obecného vzorce 1 je [Ura’lhGLP-1(7-36)-NH, (SEQ ID NO:

10 125); [Paa’lhGLP-1(7-36)-NH; (SEQ ID NO: 126); [Pta’ThGLP-1(7-36)-NH, (SEQ ID
NO: 127); nebo jeji farmaceuticky pfijatelna sil.
V jiném provedeni je popsan farmaceuticky prostfedek, ktery obsahuje G¢inné mnoZstvi slouce-
niny obecného vzorce I, ktera je zde vyse definovana nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sal a

as  farmaceuticky piijatelny nosi¢ nebo fedidlo.

-5-
- __ ——




]

20

30

33

16

CZ 303120 B6

V jesté jiném provedeni je popsano pouziti slougeniny vzorce I jak definovana vyse, nebo jeji
farmaceuticky piijateiné soli pro pFipravu léciva pro vyvolani agonistického a&inku u receptoru
GLP-1 u pacienta, ktery to vyzaduje.

V dalsim provedeni je popsano pouziti slougeniny vzorce 1 jak definovana vyse, nebo jeji farma-
ceuticky pfijatelné soli pro ptipravu léciva pro léceni nemoci vybrané ze skupiny obsahujici dia-
betes typu I, diabetes typu 1, obezitu, glukagonom, vylucovaci potize u dychacich cest, metabo-
lické poruchy, artritidu, osteopordzu, nemoc centralniho nervového systému, restenézu, neuro-
degenerativni nemoc, selhani ledvin, méstnavé srde¢ni selhani, nefroticky syndrom, cirhézu,
plicni otok a vysoky tlak u jedince ktery to vyzaduje, kdy lé¢ba spoéiva v tom, Ze jedinci je
podano 0¢inné mnozstvi. Vyhodné onemocnéni, pro které je 1é¢ivo pouzito, je diabetes typu |
nebo diabetes typu 11,

8 vyjimkou N-koncové aminokyseliny, viechny zkratky (napf. Ala) aminokyselin v tomto popi-
su plati pro strukturu -NH-CH{R)}-CO-, kde R je postranni fetézec aminokyseliny (napi. CH,
nebo Ala). Pro N—koncovou aminokyselinu zkratka zastupuje struktury (R*R*)}-N-CH(R}~CO-.
kde R je postranni fetézec aminokyseliny a R* a R’ jsou takové, jak jsou definovany vyse, s tou
vyjimkou, 7e kdyz A’ je Ura, Paa, Pta nebo Hppa, tak v tomto pfipadé R a R chybi, protoZe
Ura, Paa, Pta nebo Hppa jsou zde zamy3leny jako des-aminokyseliny. Zkratky: 3-Nal, Nle, Cha,
Amp, 3-Pal, 4-Pal a Aib jsou zkratky nasledujicich a—aminokyselin: B—2—naftyl)alanin, norleu-
cin, cyklohexylalanin, 4-aminofenylalanin, B—3—pyridinyl)alanin, B«(4—pyridinyl)aianin, res-
pektive kyselina a—aminoizomaselna. Definice jinych aminokyselin jsou: Ura je kyseiina uroka-
nova; Pta je kyselina (4-pyridylthio)octova; Paa je kyselina trans—3—(3—pyridyl)akrylové; Tma—
His je N.N-tetramethylamidinohistidin; N-Me—Ala je N-methylalanin; N-Me-Gly je N-methyl-
glycin; N-Me-Glu je kyselina N—methylglutamova; Tle je ferc—butylglycin; Abu je kyselina a—
aminomaseina; Tha je terc—butylalanin; Orn je ornitin; Aib je kyselina a—aminoizomaselna; p—
Ala je P-alanin, Gaba je kyselina y—aminomaselna; Ava je kyselina 5-aminovalerova a Aic je
kyselina 2—aminoindan—2-karboxylova, Hppa je 3-(p-hydroxyfenyl)propionova kyselina.

Zkratka Acc pFedstavuje aminokyselinu vybranou ze skupiny zahrnujici: |-amino—l—cyklo-
propankarboxylovou (A3c); I-amino—i—cyklobutankarboxylovou {A4c); kyselinu 1-amino—1—
cyklopentankarboxylovou (A5c); kyselinu 1-amino—i—cyklohexankarboxylovou (A6c); kyselinu
I-amino-t-cykloheptankarboxylovou (A7c); kyselinu l-amino-|—cyklooktankarboxylovou
(A8c); a kyselinu [-amino—i—cyklononankarboxylovou (A9c). Ve vy3e uvedeném vzorci, hyd-
roxyalkyl, hydroxyfenylalkyl a hydroxynaftylalkyl mohou obsahovat 1 az 4 hydroxysubstituenty.
COX’ zastupuje -C=0-X’. Piiklady ~C=0-X’ zahrnuji mimo jiné acetyl a fenylpropionyl.

Zkratkou Lys(N,—alkanoyl) je minéna nasledujici obecna struktura:

O

/U\1~¥’/CH3

N
a N

Zkratkou Lys(N,—alkylsuifonyl) je minéna ndsledujici obecna struktura:

N Ay
.3

CH
a‘(vfn

3
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Zkratkou Lys(N.~2—(4-alkyl-1-piperazin)-acetyl)) je minéna nasledujici obecna struktura:

o
S\ CH
AN’(,-;\/\ u/l&m\_/N_Jr/)"
Ho o

Zkratkou Asp(1-(4-alkylpiperazin)) je minéna nasledujici obecna struktura:

N\
A (S v

|
H

O

0O

Zkratkou Asp(1-alkylamino) je minéna nasledujici obecna struktura:

9]
ﬁ"‘(“)ﬁ'CHJ
A,;,
H O

Proménna n v ptedchozich uvedenych strukturich je v rozmezi 1 az 30

Plné ndzvy jinych zkratek, které jsou zde pouZity, jsou nasledujici: Boc pro t-butyloxykarbonyl,
HF pro fluorovodik, Fm pro formyl, Xan pro xanthyl, Bzl pro benzyl, Tos pro tosyl, DPN pro
2,4-dinitrofenyl, DMF pro dimethyiformamid, DCM pro dichlormethan, HBTU pro hexafluor-
fosfat 2—(1H-benzotriazol-1-yl)}-1,1,3,3—tetramethyluronia, DIEA pro diizopropylethylamin;
HOAc pro kyselinu ociovou, TFA pro kyselinu irifluoroctovou, 2CIZ pro 2—chlorbenzyloxy-

karbonyl a OcHex pro O—cyklohexyl.

Peptid tohoto vynalezu je zde také oznafovan jinym formatem zapisu. napf. (AScHhGLP-1(7-
36)-NH, (SEQ ID NO: 130), se substltuovanyml ammokyselmam: z piirozené sekvence, umisté-
nymi v prvni soustavé zavorek (napf. A5c® pro Ala® v hGLP-1). Zkratka GLP-1 znamena gluka-
gonu podobny peptld—l hGLP-1 znamena lidsky glukagonu podobny peptid-1. Cisla umisténa
v zavorce oznaduji podet aminokyselin pfitomnych v peptidu (napf. hGLP-1(7-36) (SEQ 1D NO:
3) znamena aminokyseliny 7 aZ 36 ze sekvence peptidu lidského GLP-1). Sekvence hGLP-1(7-
37) (SEQ ID NO: 4) je uvedena v Mojsov, S., Int. J. Peptide Protein Res., 40, 1992, str. 333 aZ
341. Oznaéeni ,,NH;* v hGLP-1(7-36)NH, (SEQ ID NO: 1) znamen4, ¢ C-konec peptidu je
ukonéen amidovou skupinou. hGLP-1(7-36) (SEQ ID NO: 2) znamena, ?e C-konec je volnd
aminokyselina.

Detailni popis

Peptidy tohoto vynalezu mohou byt ptipraveny pomoci standardni syntézy peptidii na pevné fazi.
Viz Steward, J. M., a kol., Solid Phase Synthesis (Pierce Chemical Co., 2. vyd., 1984).
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Pokud R1 je NH-X*--CH,-CONH, (tj. 2" = CONH,), potom syntéza peptidu zacina pomoci Boc—
NH-X*-CH,~COOH, ktera je pripojena k MBHA pryskyfici. Pokud R' je NH-X,—CH,~COOH
(). Z"= COOH), potom syntéza peptidu zaéina pomoci Boc—HN—X,—CH-—COOH, které je pfi-
pojena k PAM pryskyfici.

Dile je popsana synteticka metoda pro piipravu peptidu, ktery je predmétem tohoto vynalezu,
kterd je dobfe znama osobam se zkuienosti v oboru. Qsobam se zkuSenosti v oboru jsou také
znamy jiné metody.

Pryskyfice benzhydrylamin-polystyrén (Advanced ChemTech, Inc., Louisville, KY) (0.9 g,
0,3 mmol) ve formé s chloridovymi ionty je umisténa do reak&ni nadoby syntetizatoru peptidii
Advanced ChemTech Peptide Synthetizer Model 200, ktery je naprogramovany tak, aby provadéi
nasledujici reakéni cyklus: a) methylenchlorid; b) 33% kyselina trifluoroctova v methylen-
chloridu (2 kroky po | a 15 minutach kazdy); ¢) methylenchlorid; d) ethanol; ¢) methylenchiorid;
t} 10% diizopropylethylamin v methylenchloridu,

Neutralizovana pryskyfice byla michana s Boc skupinou chranénou aminokyselinou, ktera je C—
koncovou aminokyselinou pozadovaného syntetizovaného peptidu, a diizopropylkarbodiimidem
v methylenchloridu (kazdy 3 mmol) po dobu | hodiny a vysledna pryskyfice s aminokyselinou je
potom cyklovana kroky a) aZ f) ve vyse uvedeném promyvacim programu. Jiné aminokyseliny
(3 mmol) poZadovaného peptidu jsou potom pfipojovany postupné stejnym postupem. Po ukon-
Ceni syntézy byl peptid odstépen z pryskyfice tak, Ze byla smichana s anisolem (5 ml), dithio-
threitolem (100 mg) a bezvodym fluorovodikem (35 ml) pfi teploté 0 °C a michani po dobu
45 minut. Pfebytek fluorovodiku byl rychle odpaten proudem suchého dusiku a uvolnény peptid
byl vysrazen a promyt éterem. Hruby peptid byl potom rozpustén v minimalnim objemu zfedéné
kyseliny octové, nalit na sloupec VYDAC® (2,5x2,5 cm) (kysli¢nik kiemigity s oktadecylsilanem
10mM) a vymyvén linearnim gradientem 20 aZ 60% acetonitrilu v 0,1% kyseliné trifluoroctové
ve vodé po dobu asi | hodiny. Frakce byly testovany pomoci chromatografie na tenké vrstvé a
pomoci analytické HPLC (40 az 70% B pfi 1%/minutu, roztok B je 80% acetonitril ve vodé,
obsahujici 0,1% TFA) a spojeny tak, aby bylo dosaZeno spife maximalni &istoty nez vytézku.
Voda zroztoku byla odstranéna opakovanou lyofilizaci a vytézek byl ziskan ve formé bilého,
nacéechraného prasku.

Ziskany peptid byl analyzovan pomoci HPLC. Aminokyselinova analyza kyselého hydrolyzatu
ziskaného peptidu mize potvrdit sloZeni peptidu. Pro uréeni molekulové hmotnosti peptidu je
pouzita metoda laserové desorbce MS,

Chranéna aminokyselina, kyselina 1-{terc-butoxykarbonyl-amino)-1—cyklohexankarboxylova,
byla syntetizovana nasledujicim zpisobem. 19,1 gramu (0,133 molu) kyseliny |-amino—1—cyk-
lohexankarboxylové (Acros Organics, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) bylo rozpusténo ve
200 ml dioxanu a 100 ml vody. K tomu bylo pfidano 67 mi 2N NaOH. Roztok byl ochlazen
v lazni vody s ledem. K tomuto roztoku bylo ptidano 32,0 g (0,147 molu) di—terc—butyldikarbo-
natu. Reak¢ni smés byla michana pies noc pii teploté mistnosti. Poté byl za snizeného tlaku
odstranén dioxan. Ke zbyvajicimu vodnému roztoku bylo pfidano 200 ml octanu ethylnatého.
Smés byla ochlazena v lazni vody s ledem. pH vodné vrstvy bylo upraveno na asi 3 pomoci pfi-
dani 4N HCI. Organicka vrstva byla oddélena. Vodna vrstva byla extrahovana octanem ethylna-
tym (1x100 mi). Dvé organické vrstvy byly spojeny a promyty vodou (2x!50 ml), suseny nad
bezvodym MgSQ,, filtrovany a za sniZeného tlaku koncentrovany do suchého stavu. Vytézek byl
rekrystalovan ze smési octan ethylnaty/hexany. Bylo ziskano 9,2 g ¢istého produktu. Vytézek byl
29%.

Boc—ASc—OH byla syntetizovana analogickym zpiisobem jako Boc—A6¢c—OH. Ostatni chranéné
Acc aminokyseliny mohou byt pfipraveny analogickym zpiisobem osobou s béznou zkugenosti
v oboru podle popist, uvedenych v pifedlozeném patentu.
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P¥i syntéze peptidi, které jsou predmétem tohoto vynalezu, a které obsahuji ASc, A6c a/nebo
Aib, jsou doby potfebné pro piipojeni téchto zbytki a zbytki, které je bezprostfedné nasleduji,
2 hodiny. Pro syntézu [Tma—His ThGLP-1(7-36)NH; (SEQ ID NO: 117) byly pro reakci s N
koncovou volnou aminoskupinou na komplexu peptid—pryskyfice pfi posledni spojovaci reakci
pouzity HBTU (2 mmol) a DIEA (1,0 ml) v 4 ml DMF, doba pfipojeni je asi 2 hodiny.

Plné nazvy zkratek, které jsou zde pouZity, jsou nasledujici: Boc pro t-butytoxykarbonyl, HF pro
fluorovodik, Fm pro formyl, Xan pro xanthyl, Bzl pro benzyl, Tos pro tosyl, DPN pro 2,4—dinit-
rofenyl, DMF pro dimethylformamid, DCM pro dichlormethan, HBTU pro hexafluorfosfat 2—
{1 H-benzotriazol-1—-yl)-1,1,3,3—tetramethyluronia, DIEA pro diizopropylethylamin, HOAc pro
kyselinu octovou, TFA pro kyselinu trifluoroctovou, 2CIZ pro 2—chlorbenzyloxykarbonyl a
OcHex pro O—cyklohexyl.

U slougeniny. ktera je pfedmétem tohoto vynalezu, mize byt nasledujicim postupem testovana
jeji schopnost vazat se na GLP-1.

Bunééna kultura:

Buiiky RIN 5F pochazejici z krysiho inzulinomu (ATCC#CRL-2058, Americka sbirka typovych
kultur, Manassas, VA). exprimujici GLP-1 receptor, byly kultivovany v Eaglové médiu modifi-
kovaném podle Dulbecca (DMEM), obsahujicim 10 % fetélniho teleciho séra a udrzovany pii
37 °C ve vlhké atmosféte o sloZeni 5% C0,/95% vzduch.

Vazba radioaktivné znaceného ligandu

Membrany pro studia vazby radioaktivné znaceného ligandu byly pfipraveny homogenizaci
bunék RIN ve 20 ml ledového S0mM Tris—HC| pomoci zafizeni Brinkman Polytron (Westbury,
NY) (nastaveni 6, 15 s). Homogenaty byly 2x promyty centrifugaci (39 000 g/10 min) a kone¢né
sedimenty byly resuspendovany v 50mM Tris—HCI, obsahujicim 2,5mM MgCl,, 0,1 mg/ml bacit-
racinu (Sigma Chemical, St. Louis, MO) a 0,1% BSA. Pro testovani byly alikvoty (0,4 ml) inku-
bovany s 0,05nM (' *DGLP-1(7-36) (~2200 Ci/mmol, New England Nuclear, Boston, MA) bud’
s anebo bez 0,05 ml neznadenych kompetujicich testovanych peptidi. Po inkubaci 100 min
(25 °C) byl vazany (‘“*I)GLP-1(7-36) oddélen od volného rychlou filtraci pres filtry GF/S
(Brandel, Gaithersburg, MD), které byly predem naséknuty v 0,5% polyethyleniminu. Filtry byly
potom 3x promyty 5 ml alikvoty ledového 50mM Tris-HCI a vazana radioaktivita, zachycena na
filtrech, byla zméfena spektrometrii gama (Wallac LKB, Gaithersburg, MD). Specifickd vazba
byla definovéna jako celkavy vazany ('ZNGLP-1(7-36) (SEQ ID NO: 151) minus ten, ktery je
véazany v ptitomnosti 1000nM GLP-1(7-36) (SEQ 1D NO: 3) (Bachem, Torrence, CA).

Peptidy které jsou pfedmétem tohoto vynalezu mohou byt poskytnuty ve form¢ farmaceuticky
pfijatelnych soli. Piiklady takovych soli zahrnuji mimo jiné takové, které jsou vytvoreny s orga-
nickymi kyselinami (napf. kyselina octova, kyselina mlé&n4, kyselina maleinov4, kyselina citro-
nova, kyselina jableéna, kyselina askorbova, kyselina jantarova, kyselina benzoova, kyselina
methansulfonova, kyselina toluensulfonova nebo kyselina pamoova), s anorganickymi kyselina-
mi (napf. Kyselina chiorovodikové, kyselina sirovd nebo kyselina fosfore¢nd) a s polymemnimi
kyselinami (napf. tanin, karboxymethylceluléza, kyselina polymléina, kyselina polyglykolova
nebo kopolymery kyselin polymiééna—glykolova). Typicky zplsob pro piipravu soli peptidu,
ktery je pfedmétem tohoto vynalezu, je v oboru dobfe znamy a miZe byt proveden standardnimi
metodami vymény soli. Tedy TFA siil peptidu, ktery je pfedmétem tohoto vynalezu (TFA sil je
vysledkem purifikace peptidu pomoci preparativni HPLC, eluovani pomoci pufri obsahujicich
TFA) mize byt pfevedena na siil jinou, jako je tfeba octan tim, e je peptid rozpuitén v malém
mnozstvi vodného roztoku 0,25N kyseliny octové. Vysledny roztok je nanesen na semiprepara-
tivai HPLC sloupec (Zorbax, 300 SB, C-8). Sloupec je vymyvin (1) roztokem 0,IN octanu
amonného ve vodé po dobu 0,5 hodiny, (2) roztokem 0,25N octanu amonného ve vodé po dobu
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0,5 hodiny a (3) linearnim gradientem (20% az 100% roztok B po dobu vice nez 30 minut) pit
rychlosti pritoku 4 ml/minutu (roztok A je 0,25N kyselina octova ve vodé; roztok B je 0,25N
kyselina octova ve smési acetonitril/voda, 80:20). Frakce obsahujici peptid jsou odebirany a
vysudeny do suchého stavu pomoci lyofilizace.

Jak je dobie znamo osobam se zkuSenosti v oboru, znama a potencialni pouziti GLP—I jsou riizna
a rozmanita (viz Todd J. F. a kol., Clinical Science, 1998, 95, str. 325 a7 329; a Todd J. F. a kol.,
European Journal of Clinical Investigation, 1997, 27, str. 533 az 536). Tedy podani sloucenin,
které jsou pfedmétem tohoto vynilezu za déelem vyvolani, miZe mit tytéz u¢inky a pouziti jako
samotny GLP-1. Tato riznd pouZiti GLP-1 mohou byt shrnuta nastedovné jako lé&eni: diabetu
typu L, diabetu typu i, obezity, glukagonomil, vylu¢ovanych potizi u dychacich cest, metabolic-
kych poruch, artritidy, osteoporézy, nemoci centralniho nervového systému, restendzy, neuro-
degenerativnich nemoci, selhani ledvin, méstnavého srdeéniho selhani, nefrotického syndromu,
cirhozy. plicniho otoku, vysokého tlaku a poruch s odekavanym sniZenim piijmu potravy. Analo-
gy, které jsou predmétem tohoto vyndlezu, které vyvolavaji antagonisticky efekt u jedince,
mohou byt pouZity pro tééeni nasledujicich poruch: hypoglykémie a syndromu Spatného vstieba-
vani, spojeného s chirurgickym odnétim ¢asti Zaludku a operacemi tenkého streva.

Predlozeny vyndlez tedy ve svém ramci zahrnuje farmaceutické prostedky, které obsahuji jako
svoji aktivni slozku, alespon jednu ze slougenin obecného vzorce I ve spojeni s farmaceuticky
pfijatelnym nosi¢em nebo fedidlem.

Davka aktivni sloZky v prostiedcich, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, miZe byt rizna; je
viak nezbytné, aby mnozstvi aktivni slozky bylo takové, aby bylo dosazeno vhodné davky. Vyb-
rand davka zavisi na pozadovaném léEebném icinku, na zplsobu podivani a na dobé trvani
Icéhy Obecné Ocinna davka pro aktlwty které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, je v rozsahu
[x1077 a2 200 mg/kg/den, vyhodng 1x10™* a2 100 mg/kg/den, ktera miZe byt podana jako jedna
davka nebo miZe byt rozdélena do mnoha davek.

Slouceniny, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, mohou byt podavany orilng, parenteralng
(napf. intramuskularni, intraperitonedini, intravenozni nebo podkoZni injekci, nebo pomoci
tmplantatu), nazalné, vaginalné, rektalng, pod jazyk nebo mistnimi zplisoby podavani a mohou
byt pfipraveny s farmaceuticky piijatelnymi nosi¢i tak, aby poskytly davkové formy vhodné pro
kazdy zpuisob podavani.

Pevne davkové formy pro oralni podavéni zahrnuji kapsle, tablety, pilulky, prasky a granule.
V takovych pevnych davkovych formach je aktivni slozka smiSena alespoii s jednim inertnim
farmaceuticky pfijatelnym nosiéem jako je sachar6za, laktéza nebo 3krob. Takové davkové
formy mohou také obsahovat, jako v béZné praxi, dalsi sloueniny, jiné nez takova inertni redid-
la, napf. lubrika¢ni ¢inidia jako je stearan hofegnaty. V pFipad& kapsii, tablet a pilulek mohou
davkové formy také obsahovat pufratni ¢inidla. Tablety a pilulky mohou byt dile pripraveny
s enterickym povlakem.

Tekuté davkové formy pro oralni podévani zahrnuji farmaceuticky pfijatelné emulze, roztoky,
suspenze, sirupy, tinktury obsahujici inertni tedidla, obecné v oboru pouzivana, jako je napf.
voda. Vedle takovych inertnich fedidel mohou také prostiedky zahrnovat adjuvans, jako jsou
zvlh€ovaci ¢inidla. emulgaéni a suspenzni ¢inidla a sladidla, ginidla dodavajici chut a viani.

Prostredky pro parenterdlni podavani, kieré jsou pfedmétem tohoto vynalezu, zahrnuji sterilni
vodné a nevodné roztoky, suspenze nebo emulze. Pfiklady nevodnych rozpoustédel nebo nosidi
jsou propylenglykol, polyethylenglykoi, rostlinné oleje, jako je olivovy olej a kukutiény olgj,
Zelatina a organické estery, které je moZno podavat injekéné, jako je ethylester kyseliny olejové.
Takoveé davkové formy mohou také obsahovat adjuvans, jako jsou konzervaéni, zvlhdovaci,
emulgagni a disperzni Cinidla. Mohou byt sterilizovany napfiklad filtraci pfes filtr zachycujici
bakterie, pfidanim steriliza¢niho ¢&inidla do prostfedkii, ozafenim prostiedki nebo zahtatim pro-
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stredki. Mohou byt také vyrobeny ve formé steriiniho pevného prostfedku, ktery maze byt bez-
prostiedné pied pouZitim rozpustén ve sterilni vodé nebo v néjakém jiném sterilnim injek&nim
mediu.

Prostiedky pro rektalni nebo vaginaini podavani jsou s vyhodou Eipky, které mohou vedle aktivni
slozky obsahovat excipienty, jako jsou maslo z koky nebo vosk na ¢ipky.

Prostfedky pro nazlni podavani nebo pro podavani pod jazyk, jsou také pfipravovany se stan-
dardnimi excipienty, které jsou v oboru dobfe znamé.

Dale miize byt sloucenina, které je predmétem tohoto vynalezu, poddvina pomoci prostfedki pro
trvalé uvolfiovani, jako jsou ty, které jsou popsany v nasledujicich patentech a patentovych pii-
hiagkach. Patent US 5 672 659 popisuje prostfedky pro trvalé uvoliiovani, které obsahuji biolo-
gicky aktivni &inidlo a polyester. Patent US 5 595 760 popisuje prostfedky pro trvale uvoliiovani,
které obsahuji biologicky aktivni &inidlo v gelové form&. Patentova pfihlaska US 08/929 363,
podana 9. zafi 1997. popisuje polymerni prostfedky pro trvalé uvolfiovani, ktere obsahuji biolo-
gicky aktivni &inidio a chitosan. Patentova ptihlaska US 08/740 778, podana 1. listopadu 1996,
popisuje prostiedky pro trvalé uvoliiovani, které obsahuji biologicky aktivni ginidlo a cyklodex-
trin. Patentova prihlagka US 09/015 394, podana 29. ledna 1998, popisuje absorbovatelné pro-
sttedky pro trvalé uvoliiovéni, které obsahuji biologicky aktivni ¢inidlo. Patentova piihlaska US
09/121 653, podana 23. Gervence 1998, popisuje zpisob piipravy mikrotastic, obsahujicich tera-
peutické ¢inidlo jako je peptid, procesem typu olej ve vodé. Patentové piihlaska US 09/131 472,
podana 10. srpna 1998, popisuje komplexy obsahujici terapeutické inidlo jako je peptid a fosfo-
rylovany polymer. Patentova prihlaska US 09/184 412, podana 2. listopadu 1998, popisuje kom-
plexy obsahujici terapeutické &inidlo jako je peptid a polymer obsahujici nepolymerizovateiny
lakton. Obsahy predchozich patentil a patentovych p¥ihlasek jsou zde zahrnuty jako odkazy.

Pokud neni definovano jinak, viechny zde pouZivané technické a védecké terminy maji tentyz
vyznam, jak je obygejné chapan osobami s béznou zku3enosti v oboru, do nehoz tento vynalez
spada. Také viechny publikace, patentové pfihlasky, patenty a ostatni odkazy zde zminéné, jsou
zde zahrnuty jako odkaz.

Nasledujici ptiklady popisuji syntetické metody pro piipravu peptidd, které jsou piedmétem
tohoto vynalezu, tyto metody jsou dobfe znamy osobam se zkusenosti v oboru. Osobam se zku-
$enosti v oboru jsou také znamy jiné metody. Ptiklady jsou poskythuty pro ticely ilustrace a
nejsou minény tak, aby v jakémkoli sméru omezovaly rozsah predlozeného vynalezu.

Priklady provedeni vynalezu

Piiklad 1: (D—Ala® Ala'™*%? 3_pal'®"' Gaba™)hGLP-1(7-34)NH,

Pryskyfice benzhydrylamin—polystyrén (Advanced ChemTech, Inc., Louisville, KY) (0.9 g,
0,3 mmol) ve formé s chloridovymi ionty je umisténa do reakéni nadoby syntetizitoru peptidi
Advanced ChemTech Peptide Synthetizer Model 200, ktery je naprogramovany tak, aby provadel
nasledujici reakdni cyklus: a) methylenchiorid; b) 33% kyselina trifluoroctova v methylen-
chloridu (2 kroky po 1 a 15 minutach kazdy); c) methylenchlorid; d) ethanol; e) methylenchlorid:
f) 10% diizopropylethylamin v methylenchloridu.

Neutralizovana pryskyfice byla michana s Boc-Gaba a diizopropylkarbodiimidem v methylen-
chloridu (kazdy 3 mmol) po dobu 1 hodiny a vysledna pryskyfice s aminokyselinou je potom
cyklovana kroky a) az f) ve vy3e uvedeném promyvacim programu. Nasledujici aminokyseliny (3
mmol) byly potom pfipojovany postupng stejnym postupem: Boc—Val, Boc-Leu, Boc—3-Pal,
Boc—Ala, Boc—Ile, Boc-Phe, Boc-Ala, Boe—Lys(2-CI1-Z), Boc—Ala, Boc—Ala, Boc-Ala, Boc—
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Ala, Boc-Glu(Bzl), Boc-Leu, Boc—3—Pal, Boc-Ser(Bzl), Boc—-Ala, Boc-Val, Boc—Asp(Bzl),
Boc-Ser(Bzl), Boc—Thr(Bzl), Boc—Phe, Boc—Thr(Bzl), Boc—Gly, Boc—Glu(Bzl), Boc-D-Ala,
Boc—His(Bom).

Po ukonceni syntézy byl peptid oditépen z pryskyfice tak, Ze byla smichana s anisolem (5 ml),
dithiothreitolem (100 mg) a bezvodym fluorovodikem (35 ml) pii teploté 0 °C a michani po dobu
45 minut. Pfebytek fluorovodiku byl rychle odpaien proudem suchého dusiku a uvolnény peptid
byl vysraZen a promyt éterem. Hruby peptid byl potom rozpuitén v minimalnim objemu zfedéné
kyseliny octové, nalit na sloupec VYDACY (2,5x2,5 cm) {(kysli¢nik kfemigity s oktadecylsilanem
10mM) a vymyvin linearnim gradientem 20 az 60% acetonitrilu v 0,1% kyseling trifluoroctové
ve vodé po dobu asi | hodiny. Frakce byly testovany pomoci chromatografie na tenké vrstvé a
pomoci analytické HPLC (40 az 70% B pfi 1%/minutu, vymyvaci doba 14,1 minuty) a spojeny
tak, aby bylo dosazeno spife maximalni Cistoty nez vytéZku. Voda z roztoku byla odstranéna
opakovanou lyofilizaci a vytézek (49,9 mg) byl ziskan ve formé bilého, nadechraného prasku.

Pomoci HPLC a tlc bylo zjidté€no, Ze produkt je homogenni. Aminokyselinova analyza kyselého
hydrolyzatu potvrdila slozeni peptidu. Laserova desorbce MS uréila molekulovou hmotnost 2880
(vypodtena molekulova hmotnost 2873).

Pfiklad 2: Syntéza nizSich alkylamidovych derivati peptidi

Peptidy jsou sestavovany na O-benzyl-polystyrenové pryskytici (éasto oznadované jako
Merrifieldova pryskyfice) pomoci postupu pro aminokyseliny chranéné skupinou Boc, ktery je
popsan v pfikladu |, stou vyjimkou, Ze karboxylové skupiny na postrannich fetézcich amino-
kyselin Asp a Glu jsou chranény skupinou Fm (fluorenylmethylester). Po ukon&eni syntézy je
komplex peptid—pryskyfice suspendovan v zfedénych roztocich vhodného niziiho alkylamidu
(jako jsou ethylamin, propylamin, fenylethylamin, 1,2—diaminoethan, atd.) v DMF a michény pfi
teploté 60 °C (po dobu asi 18 hodin), nadeZ po filtraci, odstranéni rozpousitédel za snizeného
tlaku a rozetfeni olejovité hmoty odstépencho peptidu s éterem, byl ziskan chranény alkylamido-
vy derivat peptidu v pevné formé. Tento byl potom podroben §tépeni HF, aby byly odstranény
dalsi chranici skupiny na postrannich fetézcich a byla provedena purifikace pomoci HPLC, jak
bylo popsano v piikladu 1.

Priklad 11

Peptid by! pfipraven v podstaté podle postupu popsaného v pfikladu 1 za pouziti vhodnych chra-
nénych aminokyselin. MS byla ziskina pomoci laserové desorbce MS (NA znamena, e neni
dostupné),

Priklad 11: [Hppa'JhGLP-1(7-35)}-NH, (SEQ 1D NO: 87); MS=NA.

Piiklad 12
Piklad 12: (Aib®,A6¢")hGLP-1(7-36)NH, (SEQ ID NO: 114)

Imenovany peptid byl syntetizovan na syntetizatoru peptidi Applied Biosystems (Foster City,
CA) model 430A, ktery byl modifikovn tak, aby provad&] urychienou syntézu peptidi na pevné
fazi za pouziti Boc—chemikalii. Viz Schnolzer a kol., Int. J. Peptide Protein Res., 40:180 (1992).
Byla pouZita pryskyfice MBHA (4-methylbenzhydrylamin) (Peninsula, Belmont, CA) se substi-
tuci 0,91 mmol/g. Byly pouzity Boc aminokyseliny (Bachem, CA, Torrance, CA: Nova
Biochem., Lalolla, CA) s nasledujici ochranou postranniho Fetézce: Boc-Ala—OH. Boc-
Arg(TOS)-OH, Boc-Asp(OcHex)}-OH, Boc-Tyr(2BrZ)-OH, Boc-His(DNP}-OH, Boc—Val—
OH, Boc-Leu-OH, Boc-Gly—OH, Boc-GIn—-OH, Boc-lle—OH, Boc-Lys(2CiZ}-OH, Boc—
Thr(Bzl)-OH, Boc-A6¢c—OH, Ser(Bzl}-OH, Boc—Phe-OH, Boc-Aib—OH, Boc—Glu(OcHex)-OH
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a Boc-Trp(Fm)»-OH. Syntéza byla provedena v mnozstvi 0,20 mmol. Skupiny Boc byly odstra-
nény piisobenim 100% TFA po dobu 2x1 minutu. Boc aminokyseliny (2,5 mmol) byly pfedem
aktivovany pomoci HBTU (2,0 mmol) a DIEA (1,0 ml) v 4 ml DMF a byly pfipojeny bez pied-
chozi neutralizace ke komplexu peptid—pryskyfice ve formé TFA soli. Doby pfipojeni byly asi 5
minut s vyjimkou zbytkii Boc-Aib-OH a Boc-A6c-OH a zbytki nasledujicich. Boc-Trp(Fm)—
OH a Boc—His(DNP}-OH, kde doby pfipojeni byly asi 2 hodiny.

Po ukonéeni syntézy peptidového fetézce bylo na pryskyfici piisobeno roztokem 20% merkapto-
ethanol/10% DIEA v DMF po dobu 2x30 minut, aby doslo k odstranéni DNP skupiny na pos-
trannim Fetézci His. N—koncova Boc skupina byla potom odstranéna pusobenim 100% TFA po
dobu 2x2 minuty. Po neutralizaci komplexu peptid—pryskyfice pomoci 10% DIEA v DMF (1x1
minuta), byla formylova skupina na postrannim fetézci. Trp odstran¢na plsobenim roztoku 15%
ethanolamin/15% voda/70% DMF po dobu 2x30 minut. Komplex peptid—pryskyfice s casteéné
odstranénymi chranicimi skupinami byl promyt DMF a DCM a suSen za sniZen¢ho tlaku. Konec-
né §tépeni bylo provedeno michanim komplexu peptid—pryskyfice v 10 ml HF obsahujici anisol a
dithiothreitol (24 mg) pii teploté 0 °C po dobu 75 minut. HF byl odstranén proudem dusiku.
Vyt&zek byl promyt éterem (6x10 ml) a extrahovan 4N HOAc (6x10 ml).

Smés peptidu ve vodném extraktu by purifikovan pomoci vysokotlaké kapalinové chromatogra-
fie (HPLC) v reverzni fizi za pomoci sloupce VYDAC® C 5 pro reverzni fazi (Nest Group, Sou-
thborough, MA). Sloupec byl vymyvan linedrnim gradientem (20 az 50% roztok B po dobu
105 minut) pti rychlosti pritoku 10 mI/minutu (roztok A = voda obsahujici 0,1% TFA; roztok B
= acetonitril obsahujici 0.1% TFA). Odebirané frakce byly testovany pomoci analytické HPLC.
Ty frakce, které obsahovaly ¢isty produkt byly spojeny a lyofilizovany do suchého stavu. Na
zakladé analytické HPLC byla cistota >99%. Analyzou pomoci hmotove spektrometrie byla
uréena molekulova hmotnost 3324.2 (vypottend molekulova hmotrost je 3323.7).

Syntéza jingch slougenin, které jsou pfedmétem tohoto vynilezu, mize byt provedena stejnym
zpisobem, jaky je popsan pro syntézu (Aib%, A6c*)hGLP-1(7-36)NH, (SEQ ID NO: 114)
v pikladu 12, aviak za pouziti vhodnych chranénych aminokyselin v zavislosti na poZzadovaném
peptidu.

[(N*~HEPES-His) |hGLP-1(7-36)NH; (SEQ ID NO: 152) {HEPES je kyselina (4—~2-hydroxy-
ethyl)-1-piperazinethansulfonova)} mize byt syntetizovan nasledujicim zptisobem: po sestaveni
dlouhého fetézce peptidu na MBHA pryskyfici (0,20 mmol), je na komplex peptid—pryskyfice
plisobeno 100% TFA (2x2 minuty) a promyt DMF a DCM. Pryskyfice je potom neutralizovana
10% DIEA v DMF po dobu 2 minut. Po promyti DMF a DCM je na pryskyfici piisobeno
0,23 mmol 2—chlor—1—ethansulfonyichloridem a 0.7 mmol DIEA a DMEF po dobu asi | hodiny.
Pryskytice je promyta DMF a DCM a je na ni pisobeno 1,2 mmol 2-hydroxyethylpiperazinem
po dobu 2 hodin. Pryskyfice je promyta DMF a DCM a je na ni plsobeno rliznymi reagenciemi
{(1) 20% merkaptoethanol/ 10% DIEA v DMF a (2) 15% ethanclamin/15% voda 70% DMF),
aby doslo k odstran&ni DNP skupin z postranniho fetézce His a formylové skupiny z postranniho
retézce Trp. jak bylo popséno vyse, to vie pied koneénym $tépenim peptidu z pryskyfice pomoci
HF.

[(N*“-HEPA-His)" ThGLP~1(7-36)NH, (SEQ ID NO: 153) ([(4-(2-hydroxyethyl)-l-piperaza-
cetyl)-His ThGLP-1(7-36)NH,) mizZe byt pipraven v podstaté podle postupu popsaného bezpro-
stfedné vySe pro pfipravu [(N®~HEPES—His) ]ThnGLP-1(7-36)NH; (SEQ ID NO: 152) stou
vyjimkou, Ze na misto 2-chlor—l-ethansulfonylchloridu je pouzit anhydrid kyseliny 2-brom-
octoveé.
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PPtiklady 13 az 15

Byly ptipraveny v podstaté podle pfikladu 12, pouze s pouzitim vhodnych chranénych amino-
kyselin.

Priklad 13: [Ura’ThGLP-1(7-36)-NH, (SEQ ID NO: 125); MS=3279.5; Vypoétena molekulova
hmotnost = 3280,7.

Priklad 14: [Paa’|hGLP-I(7-36)-NH, (SEQ ID NO: 126); M5=3290.9; Vypoétena molekulova
hmotnost = 3291.8.

Piiklad 15: [Pta7]hGLP—](7—36)—NHg (SEQ ID NO: 127); MS=3311.2; Vypodtena molekulova
hmotnost = 3311.8.

Priklad 16: [Aib® ASc™, Lys™(N*~tetradekanoyl)|hGLP-1(7-36)NH, (SEQ 1D NO: 155)
Y

Pouzit¢ Boc aminokyseliny jsou tytéi jako aminokyseliny, které jsou pouzity pii syntéze
[Aib®,A6c*]ThGLP-1(7-36)NH, (SEQ ID NO: 114) (piiklad 12) s tou vyjimkou, Ze pro zbytek
Lys‘“’(N“—tetradekanoyl) Je zde pouzita Fmoc-Lys(Boc)}-OH. Prvni aminokyselinovy zbytek je
k pryskyfici pfipojen manualné na trepagce 2,5 mmol Fmoc—Lys(Boc)-OH je rozpusténo ve 4 ml
0.5N HBTU v DMF. K roztoku je pfidan | ml DIEA. Smés je tiepana asi 2 minuty. Potom je
k roztoku pFidano 0,2 mmol MBHA pryskyfice (substituce = 0,91 mmol/g). Smés je tfepéna po
dobu | hodiny. Pryskyfice je promyta DMF a je na ni piisobeno 100% TFA po dobu 2x2 minuty,
aby doslo k odstranéni chranicich skupin Boc. Pryskyfice je promyta DMF. Kyselina myristylova
(2,5 mmol) je pfedem aktivovana s HBTU (2,0 mmol) a DIEA (1,0 ml) ve 4 ml DMF po dobu 2
minut a je pfipojena ke komplexu Fmoc-Lys—pryskyfice. Doba pouzita pro pfipojeni je 1 hodina.
Pryskyfice je promyta DMF a je na ni piisobeno 25% piperidinem v DMF po dobu 2x20 minut,
aby doslo k odstranéni chrénici skupiny Fmoc. Pryskyfice je promyta DMF a pienesena do
reakéni nadoby syntetizatoru peptidii. Zbytek syntetického a purifikacniho postupu u peptidu jsou
tytéz jako pii syntéze [Aib®,A6¢*JhGLP-1(7-36)NH, (SEQ ID NO: 114).

Syntézy jinych sloudenin obsahujicich zbytek Lys(N°-tetradekanoyl) jsou provedeny analogic-
kym zplsobem, jaky je popsan pro syntézu [Aib®,Aéc” Lys*®(N*—tetradekanoyl)]hGLP-1(7-36)-
NH, (SEQ ID NO: 155). V peptidu je pro zbytek Lys(N*-alkanoyl) pouZita aminokyselina
Froc—Lys(Boc)-OH, zatimco pro zbytek Lys je pouZita aminokyselina Lys(2C1Z)-OH. Pokud
zbytek Lys(N*-alkanoyl) neni na C-konci, je fragment peptidu, nachézejici se bezprostiedné pied
zbytkem Lys(N°-alkanoyl) sestaven napfed na pryskyfici syntetizatoru peptidii.

Priklad 17: [Aib®, Arg™** A6¢™, Lys™((N*tetradekanoyi)lhGLP-1(7-36)-OH (SEQ ID NO:
161)

Pouzité Boc aminokyseliny jsou tytéZ jako aminokyseliny, které jsou pouzity pri syntéze [Aib®,
A6c®, Lys(N*tetradekanoy)J\GLP-1(7-36)NH, (SEQ ID NO: 162) (ptiklad 16). Fmoc—
Lys(Boc)-OH (2.5 mmol) je pfedem aktivovana s HBTU (2.0 mmol), HOBt (2,0 mmol) a DIEA
(2,5 ml) v DMF (4 ml) po dobu 2 minut. Tato aminokyselina je ruéné na tiepaéce ptipojena k
235 mg PAM pryskyfice (Chem—Impex, Wood Dale, IL; substituce = 0,85 mmol/g). Doba pou-
Zita pro pfipojeni je asi 8 hodin. Zbytek syntetického a purifikatniho postupu pii ppravée peptidu
Jsou tyt€z jako jsou popsany v pfikladu 12.
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Syntézy jinych analogh hGLP-1(7-36)-OH (SEQ ID NO: 3) a hGLP-1(7-37}-OH (SEQID
NO: 4). které obsahujici zbytek Lys(N®-tetradekanoyl) jsou provedeny analogickym zpisobem,
jaky je popsan pro syntézu [Aib®, Arg®*** A6c”, Lys™(N°—tetradekanoyl)}hGLP~1(7-36)-OH
(SEQ 1D NO: 161). V peptidu je pro zbytek Lys(N°-alkanoyl) pouZita aminokyselina Fmoc-
Lys(Boc)-OH, zatimco pro zbytek Lys je pouzita aminokyselina Lys(2CIZ)}-OH.

PATENTOVE NAROKY

1. Sloudenina obecného vzorce I,

AT-AS AT A ATA AT AN A AT AT A AT A2 AL A2 AT AM A AN AT
AZE_ AT AT AT A2 AT AM_ATS_ A3 _AY_RI
4y

kde

A’ je Hppa,

Al je Ala, D-Ala, Aib, Acc, N-Me—Ala, N-Me-D-Ala, Arg nebo N-Me—Gly;
A’ je Glu, N-Me-Glu, N-Me—Asp nebo Asp;

A" je Gly, Acc, Ala, D-Ala, Phe nebo Aib;

A'" je Thr nebo Ser:

A’ je Phe, Acc, Aic, Aib, 3—Pal, 4-Pal, B-Nal, Cha, Trp nebo X'-Phe;

A" je Thr nebo Ser;

A" je Ser, Thr, Ala nebo Aib;

A" je Asp, Ala, D-Asp nebo Glu;

A'S je Val, D-Val, Ace, Aib, Leu, lle, Tle, Nle, Abu, Ala, D-Ala, Tba nebo Cha;
A'" je Ser, Ala, D-Ala, Aib, Acc nebo Thr;

A"® je Ser, Ala, D-Ala, Aib, Acc nebo Thr;

A" je Tyr, D-Tyr, Cha, Phe, 3—Pal, 4-Pal, Acc, 3-Nal, Amp nebo X'-Phe;

A™ je Leu, Ala, Acc, Aib, Nle, Ile, Cha, Tle, Val, Phe nebo X'-Phe;

A je Glu, Ala nebo Asp:

A% je Gly, Acc, Ala, D-Ala, B-Ala nebo Aib;

A% je Gln, Asp, Ala, D-Ala, Aib, Acc, Asn nebo Glu;

A™ je Ala, Aib, Val, Abu, Tle nebo Acc;

A® je Ala, Aib, Val, Aby, Tle, Acc, Lys, Arg, hArg, Om, HN-CH((CH,),~NR'"R'"))-C(0)
nebo HN—CH((CH,)e~X")-C(0);

A je Lys. Ala, 3-Pal, 4-Pal, Arg, hArg, Om, Amp, HN-CH((CH:),-NR''R'")-C(O) nebo
HN-CH((CHy).-X")-C(0);

A”" je Glu, Ala, D-Ala nebo Asp;

AT je Phe. Ala, Pal, B—Nal, X'-Phe, Aic, Acc, Aib, Cha nebo Trp;
AP e Ile, Acc, Aib, Leu, Nle, Cha, Tle, Val, Abu, Ala, Tba nebo Phe:
A" je Ala, Aib, Acc nebo chybi;

Al je Trp, Pp—Nal, 3—Pal, 4-Pal, Phe, Acc, Aib, Cha, Amp nebo chybi;

- 15 -




10

20

30

£}

10

CZ 303120 Bs

A Je Leu, Ala, Acc, Aib, Nle, lle, Cha, Tle, Phe, X'-Phe, Ala nebo chybi;
A™ je Val, Acc, Aib, Leu, lle, Tle, Nle, Cha, Ala, Phe, Abu, X'—Phe. Tba, Gaba nebo chybi;
A

™ je Lys, Arg, hArg, O, Amp, Gaba, HN-CH((CH,),~NR'"R'"))~C(0), HN-CH((CH,).~
XY-C(0O) nebo chybi;

A" je Gly nebo chybi;

A" je L- nebo D-Arg, D- nebo L-Lys, D- nebo L~hArg, D- nebo L-Om, Amp, HN-
CH({CHy):NR"R")C(0), HN-CH((CH,)~X*}-C(O) nebo chybi;

A" je Gly nebo chybi;
X' je pro kazdy pfipad nezavisle vybran ze skupiny zahmujici (C,—Cq)alkyl, OH a halo;

R' je OH, NH,, (C—Cs)alkoxy, nebo NH-X>-CH»-Z°, kde XZ je (C,—Cy2) uhlovodikovy
zbytek a Z° je H, OH, CO>H nebo CONH.:

X’ Ie
XN N-—(CH,),-CH,

nebo ~C{O)-NHR'?, kde X* je pro kazdy pripad nezavisle -C(O)—, ~NH—C(O) nebo ~CH,—, a
kde f je pro kazdy ptipad nezavisle celé &islo v rozmezi 1 a 29 véetné:

e  Je pro kazdy pfipad nezavisle celé &islo v rozmezi | az 4:
n  je pro kazdy pfipad nezavisle celé &islo v rozmezi 1 a2 5: a

kazdy zR' a R" jo pro kazdy ptipad nezavisle H, (C,-Cy)alkyl, (Ci1—Cip)acyl, (Ci—Caolalkyl-
sulfonyl, -C(NH)}NH,)) nebo

/N

-C{O)}-CH;N N—(CH,)-CH,

./

za predpokladuy, e kdyz R'® je (C—Cap)acyl,

/N

-C(O)-CH;—N N=—{CH,)-CH,

_/

(Ci—Cao)alkylsulfonyl, —C((NH)(NH,)), tak
R'" je H nebo (C,—Cx)alkyl; a

R" je (C\~Cspalkyl,

nebo jeji farmaceuticky pijateina sil.

2. Slouenina podle naroku 1, nebo jeji farmaceuticky ptijatelna sil, kde A''je Thr; A" je Thr;
A" je Ser, Aib nebo Ala: A" je Ser, Ala, Aib nebo D-Ala; A'® je Ser, Ala, Aib nebo D-Ala: A2
je Glu nebo Ala: A* je GIn, Glu nebo Ala; a A” je Glu nebo Ala.

3. Sloucenina podle naroku 2, nebo jeji farmaceuticky piijatelna siit, kde A’ je Glu, N-Me-Glu
nebo N-Me-Asp; A'zje Phe, Acc nebo Aic; A'® je Val, D--Val, Acc, Aib, Ala, Tle nebo D-Ala;
A" je Tyr, 3-Pal, 4-Pal nebo D-Tyr; A™ je Leu, Acc, Cha, Ala nebo Tle; A% je Ala, Aib nebo
Ace; A™ je Ala, Aib, Acc, Lys, Arg, hArg, O, HN-CH((CH.),-NH-R'"C(0); A* je Phe
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nebo Ala: A” je Ile, Ace nebo Tle; A* je Ala, Aib nebo chybi; A”' je Trp, Ala, 3-Pal, 4-Pal nebo
chybi; A™ je Leu, Acc, Cha, Ala nebo chybi; A¥ je Val, Acc, Ala, Gaba, Tle nebo chybi.

4. Sloucenina podle naroku 3, nebo jeji farmaceuticky piijatelna sdl, kde A% je Ala, D-Ala,
Aib, Abc, ASc, N-Me-Ala, N-Me-D-Ala nebo N-Me—Gly; A" je Gly, Ala, D-Ala nebo Phe;
A'? je Phe. A6c nebo ASc; A'® je Val, Ala, Tle, A6c, ASc nebo D-Val; A™ je Leu, Abc, ASc,
Cha, Ala nebo Tle; AZ je Gly, Aib, B-Ala, L-Ala nebo D-Ala; A™ je Ala nebo Aib; A” je lle,
Aé6c, ASc nebo Tle; Anje Leu, A6c, ASc, Cha, Ala nebo chybi: A'“je Val, A6c, ASc, Ala, Gaba,
Tle nebo chybi.

5. Sloudenina podle naroku 4, nebo jeji farmaceuticky pijatelna sal, kde R' je OH nebo NH,.

6. Sloudenina podle naroku 1, kterou je
[Hppa’ ]hGLP-1(7-36)-NH, (SEQ ID NO: 87);
nebo jeji farmaceuticky pfijateina sul.

7. Farmaceuticky prostiedek, vyznadujici se tim, Z¢ obsahuje 0¢inné mnoZstvi
sloudeniny podle naroku 1 nebo jeji farmaceuticky piijatelné soli a farmaceuticky pijatelny nosié
nebo Fedici latku.

8. Pouziti sloudeniny podle naroku | nebo jeji farmaceuticky ptijateiné soli pro pfipravu léCiva
pro vyvolani agonistického u¢inku receptoru GLP-1 u jedince, ktery to vyZaduje.

9. Pouziti sloudeniny podle naroku 1 nebo jeji farmaceuticky pfijatelné soli pro piipravu léCiva
pro lé¢eni nemoci vybrané ze skupiny zahrnujici diabetes typu [, diabetes typu 11, obezitu, gluka-
gonom, vylu¢ovaci potize u dychacich cest, metabolické potize, artritidu, osteopordzu, nemoci
centralniho nervového systému, restenozu, neurodegenerativni nemoci, selhani ledvin, méstnavé
srdeini selhani, nefroticky syndrom, cirhézu, plicni otok a vysoky tlak u jedince, ktery to vyZa-
duje.

10. Pouziti padle naroku 9, kdy nemoci je diabetes typu | nebo diabetes typu 1L
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