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Nazev vynélezu:

Analogy karboxytermindlniho
oktapeptidu (B23-B30) B-fetézce lidského
insulinu a zpusob jejich pfipravy

Anotace:

Analogy karboxytermindlnfho oktapeptidu (B-
23, B-30) B tetézce lidského insulinu s alternac{
aminokyselin v posici B-24 a/nebo B-25 fetézce
a s e-aminoskupinou lysinu v posici B-29 retéz-
ce chréanénou enzymové od$tépitelnou fenylace-
tylovou skupinou obecného vzorce I

Gly - X -Y - Tyr - Thr - Pro - Lys(Pac) - Thr
23 24 25 26 27 28 29 30 (M

kde X a Y jsou zbytky aminokyselin ze skupiny
zahrnujici L a D-fenylalanin, L a D-p-methylfe-
nylalanin, L a D-p-ethylfenylalanin a Pac je fe-
nylacetylova skupina, a zptisob jejich ptipravy.
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Analogy karboxyterminalniho oktapeptidu (B23-B30) B-retézce 1lid-
ského inzulinu
Oblast techniky

Predmétem reseni jsou nové analogy karboxytermindlni sekven-
ce B-retézce lidského inzulinu.

Dosavadni stav techniky

Pro pripravu novych analogi lidského inzulinu je kromé orga-
nické syntézy peptidi stdle vice vyuZivana metoda enzymové semi-
syntézy. Semisynteticka metoda aplikovand na analogy inzulinu je
podminéna vhodnosti primdrni sekvence dané peptidové oblasti.
V pripadé inzulinu je to karboxytermindlni oblast B-retézce inzu-
linu, ktera predurc¢uje trypsin a jemu podobné enzymy k modifika-
ci, a to jak karboxytermindlni aminokyseliny nachdzejici se za
lysinem v pozici 29, tak k inzerci modifikovaného peptidu nacha-
zejiciho se v pozicich 23 az 30 za argininem B-22. Syntéza pepti-
dové vazby mezi desoktapeptidinzulinem a poZadovanym peptidem
obsahujicim chréanény lysin Jje katalyzovana trypsinem, vyZzZaduje
véak chranéni e-aminoskupiny 1lysinu vhodnou skupinou, tak, aby
nedochazelo k tvorbé peptidové vazby mezi desoktapeptidinzulinem
a pozadovanym oktapeptidem via e-aminoskupinou lysinu namisto
s primdarni skupinou glycinu v poloze B-23.

K chranéni e-aminoskupiny lysinu byla fenylacetylova skupina
pouzita pri pripravé /8-L-lysin/ deaminovasopresinu ( ¢&s. autor-
ské osvédéeni ¢&. 218 777). Vyhodnost pouziti této skupiny je dano
mirnymi podminkami jeji eliminace penicilinamidohydrolazou.

Charakter aminokyselin v pozicich B-24 a B-25 je wurcujici
pro biologickou aktivitu v analozich lidského inzulinu, a to pre-
devsim u nezkraceného inzulinu.

(H. Kobayashi et al. BBRC 107, 329 aZ 336, 1982 a R. G. Mir-
mira et al., J. Biol. Chem. 266, 1428 aZ 1436, 1991).

Podstata vynalezu

Predmétem vyndlezu jsou analogy karboxytermindlni sekvence
B-retézce 1lidského inzulinu s alternaci aminokyselin v pozici
B-24 a/nebo B-25 retézce a s e-aminoskupinou 1lysinu v pozici
B-29 retézce chranénou enzymové odstépitelnou fenylacetylovou
skupinou obecného vzorce I

Gly - X - Y - Tyr - Thr - Pro - Lys(Pac) - Thr
23 24 25 26 27 28 29 30 (1)

kde, X a Y Jjsou zbytky aminokyselin =ze skupiny zahrnujici
L a D-fenylalanin, L a D-p-methylfenylalanin, L a D-p-ethylfenyl-
alanin a Pac je fenylacetylova skupina.

Peptidy se pripravi syntézou v pevné fazi pf¥i pouziti terc.
butylkarbonyl/benzyl (Boc/Bzl) chranici strategie N-a-primarnich
NH,-skupin z hydroxybenztrirazolovych estert jednotlivych amino-
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kyselin. Postranni funkéni skupiny Jjsou chranény dalsimi chréani-
cimi skupinami, a to hydroxyl tyrosinu skupinou 2,5-dichlorbenzyl-
karbonylovou, hydroxyl threoninu skupinou benzylovou a e-amino-
skupina lysinu skupinou fenylacetylovou. Syntetizované peptidy se
uvolni z nosice kapalnym fluorovodikem v pritomnosti anisolu, kdy
dojde také k odstépeni chranicich skupiny z hydroxylu tyrosinu
a threoninu. Peptidy jsou ddle ¢&istény a izolovany vysokoudinnou
kapalinovou chromatografii.

Pro pripravu jednotlivych latek bylo pouZito obecné schéma,
jez se pro pripojeni jednotlivych aminokyselinovych zbytkd opaku-
je.

Schéma syntetického postupu

Cyklus pripojeni chréanéné aminokyseliny k peptidickému
retézci na nosi¢i lze popsat timto schématem:

1. Odstépeni Boc skupiny 20 ml kyseliny trifluoroctové (TFA) po
dobu 2 min, opakované po 10 min.

2. Promyti dichlormethanem (2x20 ml, 1 promyti 20 sekund).

3. Neutralizace 10% diisopropylethylaminu (20 ml) v dichlormetha-
nu (2x1 min).

4. Promyti dimethylformamidem (DMF) (2x20 ml, cyklus 20 sekund)

5. Priddni hydroxybenztriazolového esteru chranéné aminokyseliny
v DMF do negativniho ninhydrinového testu.

6. Promyti 50% ethanolem (EtOH) (2x20 ml, cyklus 20 sekund)
v dichlormethanu.

Pri pripravé diastereoizomernich smési analogi s D,L-p-ethyl-
fenylalaninem a D,L-p-methylfenylalaninem byl pouZit pouze 1.1
molarni prebytek terc.butyloxykarbonyl-D,L-p-methylfenylalaninu.
V ostatnich pripadech byl pouzZit 3 molarni prebytek.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Priprava Gly-L-Phe-L-Phe-L-Tyr-L-Thr-L-Pro-L-Lys(Pac)-L-Thr

Latka byla pripravena Vv pevné fazi na chlormethylovaném
polystyrenovém nosi¢i sitovaném 1% divinylbenzenu (0,96 mmol
Cl/g). Karboxykoncovy threonin byl pripojen kaliumfluoridovou
metodou (Horiki, K. a spol. Chem. Letters 1979, 165). Obsah nava-
zané Kkyseliny byl stanoven aminokyselinovou analyzou a ¢inil
0,56 mmol/g. K syntéze bylo pouZito 0,54 g (0,3 mmol) esterifiko-
vaného nosice.

Hydroxybenztriazolové estery Boc-chranénych aminokyselin
byly pripraveny pred kopulaé¢ni reakci michanim smési 0,9 mmol
chranéné aminokyseliny, 0,9 mmol hydroxybenztriazolu (HOBt.H,0)
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a 0,9 mmol dicyklobenzylkarbodiimidu (DcCc) v dichlormethanu
(CH2C12). Po 20 minutach pri 20 °C byla odsata vznikla dicyklo-

hexylmocovina a roztok v chladu za vakua zahustén na cca 3 ml
a doplnén na 10 ml DMF. Jednotlivé aminokyseliny byly pripojeny
podle sledu peptidového retézce zplisobem podle shora uvedeného
postupu. Z duavodu urychleni reakce bylo v nékterych pripadech
priddno 50 mg 4-dimethylaminopyridinu. Po 5 minutach byla reakéni
smés odsata, promyta 50 % EtOH a testovdna Kaiserovym testem
(Kaiser, E. a spol., Anal. Biochem. 34, 595, 1970). Po pripojeni
aminokoncového glycinu byla Jjeho Boc skupina odstépena TFA
a reakce dovedena do kroku 4 syntetického postupu. Po promyti
EtOH a pec¢livém vysuseni bylo odstépeni peptidu od pryskyfice
provedeno kapalnym fluorovodikem (HF) s pridavkem 10% anisolu
(20 m1 HF, 1 h, 0 °C) v teflonové aparature. Po vyfoukani HF
a promyti pryskyrice etherem byl vznikly peptid rozpustén
v 100 ml 20% kyseliny octové a lyofilizovan.

Surovy peptid byl vyéigtén na vysoceucéinné kapalinové
chromatografii (HPLC) (Separon C-18) v systému H,0 (0,5% TFA),

methanol (MeOH) s gradientem MeOH 1% - min. poc¢inaje 30% MeOH.
Produkt byl izolovdn a 1lyofilizovan. VytéZek 149 mg (46 %).
Aminokyselinova analyza: Gly 1,09, Phe 1,99, Tyr 0,98, Thr,
2,02, Pro 0,87, Lys 1,04.

Priklad 2
Priprava Gly-D-Phe-L-Phe-L-Tyr-L-Thr-L-Pro-L-Lys(Pac)-L-Thr

Na pryskyfici s navazanym hexapeptidem byl pripojen podle
obecného schématu 1,1 ekvivalent Boc-D-phenylalaninu po 24 h,
a dale jeden ekvivalent chranéné aminokyseliny v pritomnosti
dimethylaminopyridinu po 30 min. Po navazani celého oktapeptidu
na pryskyrici bylo dalsi zpracovani analogické prikladu 1. Surovy
peptid byl vycistén na HPLC (Separon C-18) v systému H,P (0,05%

TFA/MeOH) s gradientem MeOH 1% - min. po¢inaje 30% MeOH. Produkt
byl isolovan a lyofilisovan. VytéZek 187,2 mg. Aminokyselinova
analyza: Gly 0,48, Phe 2,10, Tyr 0,94, Thr 2,11, Lys 1,07, Pro
0,80.

Priklad 3
Priprava Gly-L-Phe-D-Phe-L-Tyr-L-Thr-L-Pro-L-Lys(Pac)-L-Thr

Na pryskyrici s navazanym pentapeptidem byl pripojen
Boc-D-fenylalanin podle schéma v 1,1 ekvivalentu a reagoval
24 h. Potom reagoval jesté s Jednim ekvivalentem v pritomnosti
dimethylaminopyridinu po 30 min. Boc-fenylalanin a Boc-glycin
byly pripojeny podle obecného schéma. Po navazani celého oktapep-
tidu na pryskyrfici bylo provedeno od$tépeni a c¢isténi peptidu
podle pfikladu 1. VytézZek 65 mg. Aminokyselinova analyza: Gly
1,05, Phe 1,78, Tyr 1,17, Thr 1,95, Pro 0,90, Lys 1,10.
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Priklad 4
Priprava Gly-D-Phe-D-Phe-L-Tyr-L-Thr-L-Pro-L-Lys(Pac)-L-Thr

Na pryskyrici - s navazanym pentapeptidem byl pripojen
Boc-D-fenylalanin, podle obecného schéma a postupu uvedeného
v prikladé 3. Dalsi Boc-D-fenylalanin a Boc-glycin byly pfipojeny
podobné jako v prikladu 3. VytézZek peptidu byl 158 mg. Aminokyse-
linova analyza: Gly 1,00, Phe 2,09, Tyr 1,01, Thr 1,88, Pro
0,99, Lys 1,01.

Priklad 5

Priprava Gly-D,L-p-ethyl-Phe-L-Phe-L-Tyr-L-Thr-L-Pro-L-Lys(Pac)-
-L-Thr

Na pryskyrici s navazanym hexapeptidem bylo p¥ipojovano
podle schéma 1,1 ekvivalentu Boc-L,D-p-ethylfenylalaninu 'po 24
hodin a potom jesté jeden ekvivalent v pritomnosti dimethylamino-
pyridinu po 30 min. Po navazani celého oktapeptidu na pryskyrici
bylo dalsi zpracovani analogické prikladu 1. Lyofilizaci bylo
ziskdno 58 mg produktu. Ziskany peptid Jje racemdat a byl proto
rozdélen pomoci kapalinové chromatografie na L- a D-formu. Byla
pouzita modularni sestava firmy Knauer (SRN). Kolona byla naplné-
na Sepharonem SG-X-C18 (10 um, 250x16 mm). Peptid byl nastrikovan
v mnozZstvi 5 mg a vymyvan koncentrac¢nim gradientem MeOH (start
40% MeOH, 1%/1 nmin). Pohyblivost L-formy (11,24 min), D-formy
(12,52) min). L-formy bylo ziskdno 15 mg, D-formy 11 mg.
Aminokyselinova analyza: L-forma Gly, 0,98, EtPhe 0,80, Phe 1,07,
Tyr 0,98, Thr 2,01, Pro 1,08, Lys 1,15
D-forma Gly 1,05, EtPhe 0,86, Phe 1,12, Tyr 0,96, Thr 1,99, Pro
1,04, Lys 0,96.

Priklad 6
Priprava Gly-L,D-p-MePhe-L-Phe-L-Tyr-L-Thr-L-Pro-L-Lys(Pac)-L-Thr

Na pryskyrici s navazanym hexapeptidem byl Boc-L,D-p-methyl-
~fenylalanin pripojen analogicky prikladu 2. Také dals$i zpracova-
ni peptidu bylo obdobné. Pohyblivost L-formy byla vétsi (13,42
min) neZ D-formy (15,42 min) L-derivatu bylo ziskdno 8,2 mg
a D-derivatu 7,1 mg. Aminokyselinovad analyza: L-forma Gly 0,92,
MePhe 0,88, Phe 1,09, Tyr 0,89, Thr 2,05, Pro 1,12, Lys 1,02.

Priklad 7
Priprava Gly-L-Phe-L,D-p-MePhe-L-Tyr-L-Thr-L-Pro-L-Lys(Pac)-L-Thr

Na pryskyrici s navazanym pentapeptidem byl Boc-L,D-p-methyl-
-fenylalanin pripojen analogicky prikladu 2. Také dalsi zpracova-
ni peptidu bylo obdobné. Pohyblivost L-formy byla vétsi (14,20
min) nezZ D-formy (16,28 min). L-derivatu bylo ziskdno 7,1 mg
a D-derivatu 5,6 mg. Aminokyselinova analyza: L-forma Gly 0,98,
MePhe 0,91, Phe 1,13, Tyr 0,91, Thr 2,13, Pro 0,94, Lys 0,89.
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PATENTOVE NAROKY

1. Analogy karboxytermindlniho oktapeptidu (B-23, B-30) B retézce
lidského inzulinu s alternaci aminokyselin v pozici B-24
a/nebo B-25 retézce a s e-aminoskupinou 1lysinu v pozici B-29
fetézce chranénou enzymové odstépitelnou fenylacetylovou sku-
pinou obecného vzorce I

Gly - X - Y - Tyr - Thr - Pro - Lys(Pac) - Thr
23 24 25 26 27 28 29 30 (1)

kde X a Y Jjsou zbytky aminokyselin ze skupiny zahrnujici
L a D-fenylalanin, L a D-p-methylfenylalanin, L a D-p-ethyl-
fenylalanin a Pac je fenylacetylova skupina.

2. Zpusob pripravy analogi vzorce I podle naroku 1 syntézou na
pevném nosiéi, vy znacéeny tim, Ze se N-termindlni
aminové skupiny z hydroxybenztriazolovych esterl jednotlivych
aminokyselin chridni pomoci kombinace Boc/Bzl chranicich sku-
pin, priéemZ aminokyseliny s postrannimi funkénimi skupinami
se chrani dalsimi chranicimi skupinami, a to hydroxyl tyrosinu
skupinou 2,5-dichlorbenzyloxykarbonylovou, hydroxyl threoninu
skupinou benzylovou a e€-aminoskupina lysinu skupinou fenyl-
acetylovou, potom se hotové analogy po vystavbé v pevné fazi
uvolni kapalnym fluorovodikem za pritomnosti anisolu, a pepti-
dy se dale ¢&isti a izoluji, zejména vysoce uc¢innou kapalinovou
chromatografii.
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