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(57) Anotace:

Synthetické analogy karboxyterminaln{
sekvence B-fetézce lidského insulinu s obmé-
nou aminokyselin v posici B-24 a/nebo v posi-
ci B-25 obecného vzorce

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

kde

X je D-Phe, Y je D-Phe (latka I)
X je L-Phe, Y je L-p-MePhe (latka II)
X je L-Phe, Y je D-p-MePhe (latka III)
X je L-Phe, Y je L-p-EtPhe (latka IV)
X je L-Phe, Y je D-p-EtPhe (latka V)
X je L-p-MePhe Y je L-Phe (latka VI)
X je D-p-MePhe, Y je L-Phe (latka VII)

X je L-p-EtPhe, Y je L-Phe (latka VIII)
X je D-p-EtPhe, Y je L-Phe (latka IX)

Latky se piipravi synthesou na pevné
fazi pii pouZit{ Boc/Blz chréanici strate-
gle z hydroxybenztriazolovych estert
Jednotlivych aminokyselin, jejichZ ptipadné
postranni hydroxyly jsou chranény, a to
hydroxyl tyrosinu skupinou 2,5-
dichlorbenzyloxikarbonylovou a hydroxyl
threoninu skupinou benzylovou.
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Syntetické analogy oktapeptidickeé karboxytermalni sekvence
B-retézce lidského inzulinu a zpuisob jejich p¥ipravy

Oblast techniky

Predmétem vynalezu jsou syntetické analogy oktapeptidické
karboxytermindlni sekvence B-fetézce lidského inzulinu s obménou
aminokyselin v pozici B-24 a/nebo v pozici B-25 a zpUsob jejich
pripravy.

Dosavadni stav techniky

Metoda enzymové semisyntézy je vyuZivdna v radé pripadu
novych analogu vétsich peptidi. Tato metoda je podminéna primarni
strukturou modifikované oblasti s ohledem na pouZity enzymovy
systém. V pripadé inzulinu se jednd o karboxytermindlni oblast
B-retézce inzulinu, kde se da vyuZit trypsin a trypsinu podobné
enzymy Kk semisyntetickym reakcim. Pripravili Jjsme radu analogu
karboxyterminadlniho oktapeptidu B-retézce inzulinu, ve kterych
byla e-aminoskupina lysinu chranénou fenylacetylovou skupinou (CZ
patent 280 690).

Podstata vynalezu

Predmétem vynadlezu jsou syntetické analogy oktapeptidické
karboxytermindlni sekvence B-retézce 1lidského insulinu s obménou
aminokyselin v pozici B-24 a/nebo v pozici B-25 obecného vzorce I

Gly - X - Y - Tyr - Thr - Pro - Lys - Thr

23 24 25 26 27 28 29 30 (1)

kde podle vynalezu X je D-Phe a Y je D-Phe (latka I)
nebo X je L-Phe a Y je L-p-MePhe (latka II)
nebo X je L-Phe a Y je D-p-MePhe (latka IITI)
nebo X je L-Phe a Y je L-p-EtPhe (latka 1IV)
nebo X je L-Phe a Y je D-p-EtPhe (latka V)
nebo X je L-p-MePhe a Y je L-Phe (latka VI)
nebo X je D-p-MePhe a Y je L-Phe (latka VII)
nebo X je L-p-EtPhe a Y = L-Phe (latka VIII)
nebo X je D-p-EtPhe a Y = L-Phe (latka IX)

Latky se pripravi syntézou na pevné fazi, pri niz se a a
e-primarni NH,-skupiny z hydroxybenztriazolovych esterd chrani

pomoci Boc/Bzl chranicich skupin a postranni hydroxyly jsou chra-
nény u tyrosinu skupinou 2,5-dichlorbenzyloxykarbonylovou a u
threoninu skupinou benzylovou. Dale je vyhodné, jestliZe peptidy
obsahujici racemické aminokyseliny L,D-p-methylfenylalanin nebo
L,D-p-ethylfenylalanin se uvolni z nosic¢e kapalnym fluorovodikem,
jednotlivé se <¢isti a analogy se stereoisomery uvedenych amino-
kyselin se oddéli vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii.

Jiny zpusob pripravy peptidd I-IX vyuZiva pusobeni penicilin
amidohydrolazy, s vyhodou =zakotvené na inertnim nosiéi (AO
218 777), na peptidy s e-aminoskupinou lysinu v pozici 29 chra-
nénou skupinou fenyloctovou, které se pripravi postupem dle nase-
ho vynalezu (CZ patent 280 690).
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Oktapeptidy s volnou e-aminoskupinou lysinu jsme pripravili
pro srovnavaci a metabolické studie. Tyto byly pripraveny jednak
syntézou na pevné fazi, jednak odstépenim chranici fenylacetylové
skupiny z e-aminoskupiny lysinu peptidu, jeZ byly predmétem nasSe-~
ho vynalezu (CZ patent 280 690).

Vysledné peptidy jsou ¢istény a izolovany vysoce u&innou
chromatografii.

Pro syntézu peptidu bylo pouZito obecné schéma pripojeni
chranéné aminokyseliny k peptidickému retézci na nosid.

Schéma syntetického postupu

Cyklus pripojeni chranéné aminokyseliny k peptidickému
retézci na nosic¢i lze popsat timto schématem:

1. Odstépenim Boc-skupiny 20 ml Kkyseliny 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 dichlor-
methanu (2x1 min).

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

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

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

Pri pripravé diastereoizomernich smési analogl s D,L-p-ethyl-
fenylalaninem a D,L-p-methylfenylalaninem byl pouZit pouze 1,1
molarni prebytek terc. butyloxykarbonyl-D,L-p-ethylfenylalaninu,
respektive terc.butyloxykarbonyl-D,L-p-methylfenylalaninu. V osta-
tnich pripadech byl pouZit 3 molarni prebytek.

Priklady provedeni vynalezu

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

Latka byla pripravena v pevné fazi na chlormethylovaném
polystyrenovém nosi¢i sitevaném 1% divinylbenzenu (0,96 mmol
Cl/g). Karboxykoncovy threonin byl pripojen kaliumfluoridovou
metodou (Horiki, K., a spol. Chem. Letters 1978, 165). Obsah
navazané Kyseliny byl stanoven aminokyselinovou analyzou a ¢inil
0,56 mmol/g. K syntéze bylo pouzZito 0,54 g (0,3 mmol) esterifiko-
vaného nosice.

Hydroxybenzotriazolové estery Boc-chranénych aminokyselin
byly pripraveny pred kopula¢ni reakci michanim smési 0,9 mmol
chranéné aminokyseliny, 0,9 mmol HOBt.H,0 a 0,9 mmol dicyklo-

benzylkarbodiimidu (DCC) v CH,Cl,. Po 20 minutdch pri 20 °C byla

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

Surovy peptid byl vy¢istén na vysokoucinné kapalinové
chromatografii (HPLC) (Separon C-18) v systému H,0 (0,05% TFA)

(MeOH s gradientem MeOH 1%-min poc¢inaje 30% MeOH). Produkt byl
izolovan a lyofilizovan. VytézZek 150 mg (46 %).

Aminokyselinovd analyza: Gly 1,02, Phe 2,14, Tyr 1,04, Thr 1,84,
Pro 0,95, Lys 1,01.

Priklad 2
Priprava Gly-X-Y-L-Tyr-L-Thr-L-Pro-L-Lys-L-Thr

kde X = L-Phe a Y = L-p-methylfenylalanin nebo D-p-methyl-
fenylalanin nebo L-p-ethylfenylalanin nebo D-p-ethylfenylalanin.
Na pryskyrici s navazanym pentapeptidem byl p¥ipojen Boc racematu
p—-methylfenylalaninu nebo p-ethylfenylalaninem podle obecného
schéma a postupu uvedeného v prikladu 1. Také pripojeni dalsich
aminokyselin Boc-L-fenylalaninu a Bog-glycinu bylo provedeno jako
v prikladu 1. Po odstépeni byly jednotlivé peptidy rozdéleny
pomoci kapalinové chromatografie na L- a D-formu. Byla pouZita
modularni sestava firmy Knauer. Peptid byl délen na koloné se
Sepharonem SG-X-C18 (10 um, 250x16 mm), koncentraénim gradientem
MeOH.

Priklad 3
Priprava peptidd VI-IX

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

kde X = L-p-methylfenylalanin nebo D-p-methylfenylalanin, nebo
L-p-ethylfenylalanin nebo D-p-ethylfenylalanin a Y=L-fenylalanin.
Na pryskyrici s navdzanym hexapeptidem byl pripojen Boc-racematu
p-methylfenylalanin nebo p-ethylfenylalaninem podle obecného
schéma a postupu uvedeného v prikladu 1. Pripojeni Boc-glycinu,
odstépeni peptidd a jejich ¢isténi bylo provedeno podobné jako
v prikladu 2.

Priklad 4
Priprava peptidu - latek I-IX

1mM roztok latek 1 aZ IX obsahujici chranici fenylacetylovou
skupinu na €-NH,-lysinu v poloze B-29 fetézce lidského inzulinu
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v roztoku 1M mocoviny a 40 mM Na-fosfatového pufru pH 6,5 byl
cirkulovan pres kolonu porézniho skla se zakotvenou penicilin
amidohydrolazou; do systému byla dale zapojena kolonka s Dowexem
1x8, kde byla vychytavdna odsStépenda kyselina fenyloctova, inhibi-
tor enzymu. Prubéh reakce byl sledovdn a izolace produkti latek
I-IX byla provedena pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.

PATENTOVE NAROKY

1. Syntetické analogy oktapeptidické karboxytermindlni sekvence
B-retézce 1lidského inzulinu s obménou aminokyselin v pozici
B-24 a/nebo v pozici B-25 obecného vzorce I

Gly - X - Y - Tyr

Thr - Pro - Lys - Thr

23 24 25 26 27 28 29 30 (1)
kde X je D-Phe a Y je D-Phe (latka I)
nebo X je L-Phe a Y je L-p-MePhe (latka II)
nebo X je L-Phe a Y je D-p-MePhe (latka III)
nebo X je L-Phe a Y je L-p-EtPhe (latka IV)
nebo X je L-Phe a Y je D-p-EtPhe (latka V)
nebo X je L-p-MePhe a Y je L-Phe (latka VI)
nebo X je D-p-MePhe a Y je L-Phe (latka VII)
nebo X je L-p-EtPhe a Y je L-Phe (latka VIII)
nebo X je D-p-EtPhe a Y je L-Phe (latka IX)

2. Zpusob pripravy latek obecného vzorce I podle naroku 1 synté-
zou na pevné fadzi, vy znaceny tim, 2Ze se a a e-
-primdrni NH,- skupiny hydroxybenztriazolovych esterud chréani

pomoci Boc/Bzl chranicich skupin a postranni hydroxyly jsou
chranény u tyrosinu skupinou 2,5-dichlorbenzyloxykarbonylovou
a u threoninu skupinou benzylovou.

3. Zpusob podle naroku 2, vy znadceny t im, Ze peptidy
obsahujici racemické aminokyseliny L,D-p-methylfenylalanin
nebo L,D-p-ethylfenylalanin se uvolni 2z nosic¢e kapalnym
fluorovodikem, jednotlivé se ¢isti a analogy se stereoisomery
uvedenych aminokyselin se oddéli vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii.

4. Zpusob pripravy latek obecného vzorce I aZ IX podle naroku 1,
vyznacdceny tim, 2Ze se na e-aminoskupiné 1lysinu
v pozici 29B-retézce pouZije chranici fenylacetylova skupina
a odstépi se pomoci zakotvené penicilinamidohydrolazy.

Konec dokumentu
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