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{57) Anotace:

PredloZené fefeni poskytuje zplsob pro acylovani jedné nebo
vice aminoskupin (typicky vznikajici z lisinu) peptidu (nebo
proteinu, napi. GLP-1, zplsob obsahujici {a) reagovani
peptidu (nebo proteinu) majici alespon jednu volnou
aminoskupinu s acylaénim &inidlem o obecném vzorei (1), kde
n je 0 az 8; R' je COORY; R je lipofilni podil, napt. vybrany z
C,.ag-alkylu, C, j;-alkenylu, C, y-alkadienyl a steroidovych
zbytkiy; R? spoledné s karboxylovou skupinou, ke které je R
pripojen, uréuje reaktivni ester nebo reaktivni N-
hydroxyimidester; a R* jc vybran z vodiku, C, ,-alkylu a
benzylu, za alkalickych podminck ve smési aprotického
polamiho rozpoustédla a vody (napf. N-methyl-2-pyrrolidon a
voda); a (b) neni-li R* vodik, zmydelfiovani acylované
esterové skupiny peptidu (COOR®) za alkalickych podminek
{napf. pii pH v intervalu 7 az 14); aby byl ziskan N-
acylovany peptid (nebo N-acylovany protein).
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Zpusob pro acylovani aminoskupiny peptidu nebo proteinu a sloucenina. W

OBLAST TECHNIKY

PredloZeny vynalez se tyka zpusobu vnaSeni jedné nebo vice acylovych skupin do peptidu
nebo proteinu. Podrobnéji, vynalez se tyka vylepseného zpisobu acylovani g-aminoskupiny
lysinového zbytku obsazeného v pfirozené se vyskytujicim GLP-1 nebo jeho analogu. Kromé

toho, se pfedloZeny vynalez tyka sloudenin uZite€nych jako acylacni €inidla ve zpilsobu.

DOSAVADNI STAV TECHNIKY

Peptidy jsou 3iroce pouZivany v lékaiské praxi a od té doby, co mohou byt produkovany
rekombinantni DNA technologii, muze byt ofekavano, Ze jejich vyznam bude vzristat také
v nadchazejicich letech. Pokud jsou piirozené peptidy nebo jejich analogy pouZivany v terapii, je
obecné zjisténo, Ze maji velkou wiili. Velka viile terapeutického €inidla je nevhodna v ptipadech,
kde je pozadovano zachovani jeho vysoké hladiny v krvi po prodlouZené &asové obdobi dokud
pak nebude nezbytné opakované podavani. Priklady peptidd, které maji ve své pfirozené formé
velkou wili jsou: ACTH, faktor uvolfiujici kortikotropin, angiotenzin, kalcitonin, exendin,
exendin-3, exendin-4, inzulin, glukagon, glukagonu podobny peptid-1, glukagonu podobny
peptid-2, inzulinu podobny ristovy faktor-1, inzulinu podobny riistovy faktor-2, gastroinhibitni
peptid, faktor uvolfiujici ristovy hormon, hypofyzalni peptid aktivujici adenylatcyklazu,
sekretin, enterogastrin, somatostatin, somatotropin, somatomedin, hormon pfistitnych t&lisek,
trombopoetin, erytropoetin, hypotalamické uvoliujici faktory, prolaktin, thyreotropni hormony,
endorfiny, enkefaliny, vazopresin, oxytocin, opiody a jejich analogy, peroxid dismutasa,
interferon, asparaginasa, arginasa, arginindeaminasa, adenosindeaminasa a ribonukleasa.

Vneseni lipofilnich acylovych skupin do piirozené se vyskytujicich peptidd nebo jejich
analogi vede k acylovanym peptidim, které maji prodlouZeny profil plsobeni pokud jde
o nativni peptid (nebo nemodifikovany analog). Tento jev byl dokonale popsan a predveden
v piedchozich pfihlaskach predlozeného pfihlaSovatele, WO 98/08871, ktery tj. odhaluji
acylovani GLP-1 a analogii, a WO 99/43708, ktery tj. odhaluje acylovani exendinu a analogti.
Kromé toho, bylo doporuCeno, Ze zaclefiovani skupiny, ktera miZe byt negativné nabita,
na piikiad skupina karboxylové kyseliny, sousedici s lipofilni skupinou mize byt vyhodna.

Evropska patentova piihlaska &. 92 107 035.5 (Kuraray Co.) popisuje reaktivni monoestery
dikarboxylovych kyselin s dlouhym fetézcem pro vnaseni karboxylovych kyselin s dlouhym

fetézcem do proteint.
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Vnaseni lipofilnich acylovych skupin do GLP-1 pfes mono- nebo dipeptidové vymezovace

mize byt obzvladté zajimavé a bylo a dolozeno piikladem v WO 98/08 871. Asparagova
kyselina a glutamova kyselina byly zminény jako vhodné spojky. Nicméné, jako takové zahrnuji
mono- a dipeptidové vymezovace dodateénou skupinu karboxylové kyseliny, kroky ochrany a
nasledného sejmuti chranici skupiny byly povaZovany za nezbytné. Sejmuti chranici skupiny
bylo provadéno za kyselych podminek, které do urcité miry vedly ke znieni peptidu (GLP-1).
TakZe jsou alternativni zptisoby pro piipravu téchto variant zadouci.

TakzZe cilem pritomného vynalezu je poskytnout alternativni zpisob pro vneseni lipofilnich
skupin do peptidi pfes vymezovace o-amino-o,w-dikarboxylovych kyselin. Takovy zplisob
bude usnadiiovat pfipravu modifikovanych peptidd, kde jsou vnaSeny nabité skupiny
karboxylovych kyselin do bezprostiedni blizkosti lipofilnich skupin, ale bez pfimého vlivu na

lipofilni skupinu.

PODSTATA VYNALEZU

Piedlozeny vynalez poskytuje zplsob pro acylovani jedné nebo vice aminoskupin peptidu
(nebo proteinu), zpusob obsahuje:
(a) reagovani peptidu (nebo proteinu) majici alespori jednu volnou aminoskupinu s acylaénim

¢inidlem o obecném vzorcei I:

R3
0 . R1
RZYNH (I)
0
kde
nje 0 az8;
R' je COOR";

R? je lipofilni podil, napi. vybrany z Cjjo-alkylu, Ciae-alkenylu, Cise-alkadienyl a
steroidovych zbytk,

R’ spole&né s karboxylovou skupinou, ke které je R® pfipojen, uruje reaktivni ester nebo
N-hydroxyimidester; a

R* je vybran z vodiku, Cy.iz-alkylu a benzylu,

za alkalickych podminek ve smési aprotického polamiho rozpoustédla a vody; a




(b) neni-li R* vodik, zmydelfiovani acylované esterové skupiny peptidu (COOR?) za alkalickych

podminek
aby byl ziskan N-acylovany peptid (nebo N-acylovany protein).

Bylo zjisténo, 7e zmydeliiovani acylovaného esteru peptidu (kde R* je alkylova nebo
benzylova skupina) za alkalickych podminek je mozné sjenom zanedbatelnou nebo Zadnou
racemizaci miznych a-aminokyselinovych fragmenti peptidu a vmezovade. PfedloZzeny
piihlagovatel nalezl uréité vyhody oproti pfedchozi pouzivané kyselé hydrolyze s ohledem na
¢istotu a potlageni vedlejSich produktl, napt. produkt degradace.

Bylo také zjisténo, Ze acylovani pouZivajici acylaéni &inidlo jako volnou kyselinu (kde R*
je vodik) za alkalickych podminek v podstaté vede pfimo k Zddanému produktu, acylovanému
peptidu, bez vedlejSich produktl a bez potfeby kroku sejmuti chranici skupiny.

PredloZeny vynalez také poskytuje nové slou€eniny uzite€né jako acyladni &inidla ve vyse

zminéném zpusobu, takové nové sloueniny maji obecny vzorec I:

R3
R1
© L (1)
R2\ﬂ/NH
o}

kde

nje0az8,

R'je COOH;

R? je lipofilni podil, napt. vybrany z Cs.as-alkylu, Cise-alkenylu, Csse-alkadienyl a
steroidovych zbytka; a
R’ spoletné s karboxylovou skupinou, ke které je R® pfipojen, uruje reaktivni ester nebo

reaktivni N-hydroxyimidester.

Peptidy a proteiny
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Obecné se ma za to, ze predloZzeny vynalez je uZiteény pro vneseni lipofilnich acylovych

skupin do jakéhokoliv peptidu (nebo proteinu) aby sniZil rychlost clearence (rychlost ocisty)
in vivo. Pfiklady takovych peptidi a proteinid jsou ACTH, faktor uvolfiujici kortikotropin,
angiotenzin, kalcitonin, exendin a jeho analogy, inzulin a jeho analogy, glukagon a jeho analogy,
glukagonu podobny peptid-1 a jeho analogy, glukagonu podobny peptid-2 a jeho analogy,
inzulinu podobny ristovy faktor-1, inzulinu podcbny ristovy faktor-2, gastroinhibi¢ni peptid,
faktor uvolfiyjici ristovy hormon, hypofyzalni peptid aktivujici adenylatcyklazu, sekretin,
enterogastrin, somatostatin, somatotropin, somatomedin, hormon pfistitnych télisek,
trombopoetin, erytropoetin, hypotalamické uvolnujici faktory, prolaktin, thyreotropni hormony,
endorfiny, enkefaliny, vazopresin, oxytocin, opiody a )ejich analogy, peroxid dismutasa,
interferon, asparaginasa, arginasa, arginindeaminasa, adenosindeaminasa a ribonukleasa.

Mélo by byt srozumiteiné, Ze peptid (nebo protein) by mél nést alespon jednu volnou
aminoskupinu, takovou aminoskupinu, ktera je N-koncovd aminoskupina nebo aminoskupina
vedlej§iho fetézce. ZvIasté zajimavé jsou aminoskupiny lysinovych a ornithinovych
aminokyselinovych zbytkl. Zpisob je ¢astecné platny pro N-acylace g-aminoskupin lysinovych
zbytkd. Mélo by byt také srozumitelné, Ze doty¢ny peptid nebo protein mize obsahovat dvé nebo
vice dopliikovych aminoskupin, které vSechny mohou byt N-acylované podle pfedlozeného
vynalezu.

Nyni se ma za to, ze piedlozeny vynalez je obzvlasté vhodny pro modifikovani GLP-1 a
jeho analogl. Piiklady GLP-1 a analogh, které mohou byt N-acylované podle piedlozeného
vynalezu jsou GLP-1 a zkracené analogy, takové jako Arg®®-GLP-

1(7-37); Arg™-GLP-1(7-37); Lys*-GLP-1(7-37); Arg®*Lys*-GLP-1(7-37); Arg™*'Lys*GLP-
1(7-38); Arg®™Lys®-GLP-1(7-39): Arg™*Lys**-GLP-1(7-40); Arg®Lys™-GLP-1(7-37),




-

Arg¥Lys™-GLP-1(7-37); Arg®Lys™-GLP-1(7-39); Arg*'Lys">-GLP-1(7-40); Arg®®*Lys**GLp.

1(7-39); Arg™*Lys**.GLP-1(7-40); Gly’Arg26-GLP-1(7-37); Gly*Arg™-GLP-1(7-37); Gly*Lys™-
GLP-1(7-37); Gly*Arg®**Lys®-GLP-1(7-37); Gly’Arg®*Lys®*-GLP-1(7-39); Gly?Arg®™¥*Lys*-
GLP-1(7-40); Gly*Arg®Lys®-GLP-1(7-37); Gly*Arg®Lys®-GLP-1(7-37); Gly*Arg®Lys®-GLP-
1(7-39); Gly*Arg>Lys*-GLP-1(7-40); Gly*Arg™*Lys**-GLP-1(7-39); Gly*Arg®>'Lys*“.GLp-
1(7-40); Arg®™*Lys®GLP-1(7-38); Arg®>'Lys®GLP-1(7-39); Arg”®*Lys*GLP-1(7-40);
Arg®HLys* GLP-1(7-41); Arg™*Lys*’GLP-1(7-42); Arg™*Lys®GLP-1(7-43); Arg®™®*Lys“GLP-
1(7-44); Arg®#Lys*GLP-1(7-45); Arg®*Lys®GLP-1(1-38); Arg™*Lys* *GLP-1(1-39);
Arg®*Lys®GLP-1(1-40); Arg®*Lys*'GLP-1(1-41); Arg™*'Lys"?GLP-1(1-42); Arg®*Lys®GLP-
1(1-43); Arg®*Lys*GLP-1(1-44); Arg®™>Lys*GLP-1(1-45); Arg™*Lys*GLP-1(2-38);
Arg®*Lys®GLP-1(2-39); Arg®*Lys**GLP-1(2-40); Arg®*Lys* GLP-1(2-41); Arg®™*Lys*GLP-
1(2-42); Arg™MLysGLP-1(243); Arg®®*Lys*GLP-1(2-44); Arg®>*Lys**GLP-1(2-45);
Arg® M Lys®GLP-1(3-38); Arg”Lys®GLP-1(3-39); Arg™®*Lys**GLP-1(3-40); Arg®™®>*Lys"'GLP-
1(3-41); Arg™®>Lys*?GLP-1(3-42); Arg®*Lys®*GLP-1(3-43); Arg”™**Lys*GLP-1(3-44);
Arg® 3 Lys*GLP-1(345); Arg®>Lys®GLP-1(4-38); Arg®*'Lys® GLP-1(4-39); Arg*®*Lys**GLP-
1(4-40); Arg”®¥Lys*'GLP-1(4-41); Arg®*LysGLP-1(4-42); Arg”®*Lys*GLP-1(4-43);
Arg®*Lys*GLP-1(4-44); Arg®>*Lys**GLP-1(4-45); Arg®**Lys*GLP-1(5-38); Arg***Lys*GLP-
1(5-39); Arg®*Lys**GLP-1(5-40); Arg®™®*Lys*'GLP-1(541); Arg®®*Lys?GLP-1(5-42);
Arg®¥LysPGLP-1(543); Arg®*Lys*GLP-1(5-44); Arg®™*Lys** GLP-1(545); Arg®**Lys*GLP-
1(6-38); Arg***Lys®GLP-1(6-39); Arg®*Lys**GLP-1(6-40); Arg®**Lys*'GLP-1(6-41);
Arg® M Lys*?GLP-1(642); Arg®**Lys*“GLP-1(8-43); Arg®*Lys*GLP-1(6-44); Arg®*Lys*GLP-
1(6-45); Arg®Lys®GLP-1(1-38); Arg*Lys™GLP-1(1-38); Arg”*'Lys***GLP-1(1-38);
Arg®Lys™GLP-1(7-38); Arg™*Lys®GLP-1(7-38); Arg®*Lys®**GLP-1(7-38); Arg”®*Lys*GLP-
1(7-38); Arg®Lys™GLP-1(1-39); Arg*Lys*GLP-1(1-39); Arg™*Lys***GLP-1(1-39);
Arg®Lys®GLP-1(7-39); Arg¥Lys>*GLP-1(7-39); Arg®*Lys®¥*GLP-1(7-39); Arg®®-GLP-1(7-37),
Arg®-GLP-1(7-37), Lys®-GLP-1(7-37), Arg™*Lys*-GLP-1(7-37), Arg®*Lys*-GLP-1(7-37),
Arg*Lys®-GLP-1(7-37), Gly’Arg®™-GLP-1(7-37), Gly’Arg*-GLP-1(7-37), Giy’Lys**-GLP-1(7-37),
Gly*Arg®™*Lys*-GLP-1(7-37), Gly®Arg®Lys™-GLP-1(7-37); Gly’Arg*Lys*-GLP-1(7-37);
Arg®Lys®-GLP-1(7-38), Arg™>'Lys®-GLP-1(7-38), Arg®®*Lys**-GLP-1(7-38), Gly’Arg**Lys™-
GLP-1(7-38); Gly*Arg®>Lys®*®-GLP-1(7-38); Gly* Arg™™* Giu™ Lys*®-GLP-1(7-38),
ArgPLYs™-GLP-1(7-39), Arg?**Lys®**-GLP-1(7-39), Gly*Arg®Lys®-GLP-1(7-39),

Gly Arg™®*Lys®¥.GL P-1(7-39); Arg®Lys**-GLP-1(7-40), Arg™>*Lys™**-GLP-1(7-40),
Gly"Arg*Lys*-GLP-1(7-40) and Gly®Arg™*Lys**-GLP-1(7-40). ~

Kazdy ztéchto GLP-1 analogi a zkracenych analogh utvafi alternativni ztvarnéni

piedlozeného vynalezu.
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Nyni se ma za to, ze pfedloZeny vynalez je také obzvlasté vhodny pro modifikovani GLP-2

a jeho analogd. Pfiklady GLP-2 a analogl, které mohou byt N-acylované podle predlozeného
vyndlezu jsou GLP-2 analogy a zkracené analogy, takové jako Lys**GLP-2(1-33);
Lys®Arg*GLP-2(1-33); Arg*’Lys**GLP-2(1-34), Arg*’Lys”GLP-2(1-35);
Arg’’Lys®GLP-2(1-35); a Arg”GLP-2(1-35). Kazdy z té&chto GLP-2 analogt a zkracenych
analogu utvafi alternativni ztvarnéni predloZeného vynilezu.

Nyni se ma za to, Ze predlozeny vynalez je také obzvlaité vhodny pro modifikovani
exendinu a jeho analogii. Priklady exendinu a analogl, které mohou byt N-acylované podle
piedlozeného vynalezu jsou analogy exendinu a zkracené analogy, takové jako exendin-3 a
exendin-4. Kazdy z téchto analogi exendinu a zkracenych analogll utvaii alternativni ztvarnéni
piedloZeného vynalezu.

V dal§im ztvarnéni predlozeného vynalezu se N-acylace kona na e-aminoskupiné
lysinovych zbytku.

Utinky GLP-1 a jeho analogi jsou dokonale popsany v WO 98/08 871.

Utinky GLP-2 a jeho analogi jsou dokonale popsany v WO 98/08 872.

Utinky exendinu a jeho analog jsou dokonale popsany v WO 99/43 708.

Acylaéni ¢inidla

Ve zpiisobu podle vynalezu reaguje peptid (nebo protein), ktery ma alespoii jednu volnou

aminoskupinu, s acylaénim ¢inidlem o obecném vzorci I:

R3

me

R2 NH
\ﬂ/

)

Celé &islo n v obecném vzorci 1 je radéji 0 az 8, predevi§im O aZ 6, odpovidajici napf.
asparagové kyseliné, glutamove kyseling, atd. Radéji je n 0 aZ 4 takové jako 0 aZ 2, napf. 0
(asparagova kyselina) nebo 1 (glutamova kyselina). Kazdé z téchto celych &isel a intervald utvari
alternativni ztvarnéni pfedlozeného vynalezu.

Pojmy ,,Cs.a9-alkyl”, ,,Cssg-alkenyl” a ,Csis-alkadienyl” jsou uréeny, aby pokryly pfimy

fetézec a rozvétveny, radé€)i pfimy fetézec, nasyceny, mononenasyceny a dinenasyceny,
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popfipad¢ vhlovodikoveé radikaly o 3 az 39 uhlikovych atomech. Specifické piiklady Cs.ag-alkylu

jsou heptyl, nonyl, undekanyl, tridekanyl, pentadekanyl, heptadekanyl a nonadekanyl.

Je-li zde pouzivan pojem steroidovy zbytek® je urCen, aby znamenal lipofilni skupinu,
ktera spoleéné s karbonylovou skupinou, ke které je pripojen R’ je odvozena od steroidové
karboxylové kyseliny, napf. tri-, tetra- a pentacyklického, plné nasyceného nebo E&astecné
nenasyceného Cie.is-uhlovodiku. Piiklady takovych skupin R*-C(=0)- jsou lithocholoyl,
deoxycholoyl a choloyl.

Mezi lipofilnimi skupinami zminénymi vySe jsou Csas-alkyl, Cias-alkenyl a
Cs2s-alkadienyl a steroidové zbytky obzvlasté platné. Zvlasté zajimavymi piiklady jsou heptyl,
nonyl, undekanyl, tridekanyl, pentadekanyl, heptadekanyl, nonadekanyl, lithocholoyl,
deoxycholoyl a choloyl. Kaidy ztéchto analogi exendinu a zkracenych analogh utvafi
alternativni ztvarnéni pfedlozeného vynalezu. Kazda ztéchto lipofilnich skupin utvafi
alternativni ztvarnéni piedlozeného vynalezu.

R’ v obecném vzorci I spoleéné s karboxylovou skupinou, ke které je R? ptipojen, urduje
reaktivni ester nebo N-hydroxyimidester. Kazdy ztéchto esterGi utvafi alternativni ztvarnéni
pfedlozeného vynalezu. Reaktivni estery a reaktivni N-hydroxyimidestery jsou v oboru
organické chemie (obzvlasté chemie peptidi) velmi dobie znimy jako funké&ni skupiny, které
jsou pouzivany v acylovani amino-, thio- a hydroxyskupin. V kontextu pfedloZzeného vynalezu je
pojem ,reaktivni ester a reaktivni N-hydroxyimidester* uréen, aby znamenal funkéni formu
esteru skupiny karboxylové kyseliny vhodného pro acylovani aminu, radé&ji primarniho aminu.
Mélo by byt tedy srozumitelné, Ze selektivita pro acylovani primarnich amint je
upiednostfiovana pfed acylovanim hydroxy- a thioskupin. Reaktivni N-hydroxyimidestery jsou
obzvlasté upfednostiiovany.

Ptiklady reaktivnich esterii jsou estery 1-hydroxybenzotriazolu a derivaty. Pocet vysoce
acinnych &inidel, napi. 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3 3-tetramethyluronium tetrafluoroborat,
pro tvorbu takto aktivovanych esteri karboxylovych kyselin jsou znamy. Takové reaktivni estery
jsou typicky tvofeny in situ v piitomnosti zasady, napf. organické zisady takové jako
tnialkylamin.

Pfiklady imidové €asti reaktivnich N-hydroxyimidesteri jsou ty specificky popsané
v evropské patentoveé piihlasce €. 92 107 035.5, strana 13, fadek 3, do strany 17, fadek 10 (které
jsou zde vélenény odkazy). Obzvlasté zajimavé priklady imidovych &asti mezi nimi jsou
sukcinimid, ftalimid, atd. Kazda ztéchto imidovych &asti utvaii alternativni ztvarnéni

piedloZeného vynalezu.
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Reaktivni N-hydroxyimidestery o obecném vzorci I mohou byt pfipraveny kondenzaci

odpovidajici kyseliny (tj. MN-acylované a-karboxychranéné dikyseliny (R* neni vodik))
s ekvimolarnim mnoZstvim (napf. 0,95 az 1,05 mol, rad&i 1,0 mol) N-hydroxyimidu
odpovidajiciho imidu. (N-Acylovana a-karboxychranéna dikyselina je na druhé strané typicky
pfipravovana z odpovidajici o-karboxychranéné, a-aminodikyseliny a esteru benzotriazolu
lipofilniho podilu. Tento ester benzotriazolu miiZze napf. byt pfipravovan z chloridu kyseliny a
benzotriazolu DCC interakci jak je popsano v WO 98/02 460 (piiklady 1 aZ 3).) Kondenzace je
typicky provadéna za podminek dehydratace, napf. v pfitomnosti interakéniho &inidla takového
jako je karbodiimidové interak&ni &inidlo (napf. dicyklohexylkarbodiimid (DCC)). Interakni
¢inidlo, je-li pfitomno, je radéji pfidavano v ekvimolarnich mnoZstvich vztaZenych ke kyseliné&.
Reakce je typicky provadéna v polarnim aprotickém rozpoustédle, takovém jako je bezvody
tetrahydrofuran (THF), bezvody dimethylformamid (DMF), bezvody aceton, bezvody
dichlormethan,  bezvody  dioxan, bezvody  dimethylacetamid, nebo  bezvody
N-methyl-2-pyrrolidon (NMP). Reakce je typicky provadéna pfi teploté v intervalu 0 az 50 °C,
napf. 5 az 30 °C, takové, jako je pokojova teplota, po dobu 1 az 96 hodin takovou jako je 4 az 36
hodin. Jedna moZzna sada €inidel a podminek je jak nasleduje: N-hydroxyimid (napt. sukcinimid
nebo flalimid) a doty¢na kyselina v molarnim poméru pfiblizné 1 : 1 jsou rozpustény
v bezvodém THF nebo DMF (nebo jejich smé&si) a do roztoku je pifidano ekvimolarni mnozstvi
DCC. Po dokonfeni reakce mezi N-hydroxyimidem a kyselinou je produkt izolovan a
purifikovan pouzitim b&znych prostfedkii takovych jako je filtrace (filtrace vysraZené
dicyklohexylmo&oviny (DCU), je-li DCC pouZivan jako interakéni ¢&inidlo), krystalizace,
rekrystalizace, chromatografie atd.). Jedna moZna cesta purfikace zahrnuje odstranéni
vysrazeného pouzitého interak&niho ¢inidla filtraci, odpafeni rozpouitédla za snizeného tlaku,
resuspendovani produktu, napf. v acetonu, filtrace, krystalizace ptidavkem nepolarniho
rozpoustédla, napf. hexanu, a dopliikova rekrystalizace a/nebo promyti. Produkt miZe byt pouzit
ptimo jako acyla¢ni €inidlo o obecném vzorci I ve zpisobu podle vynalezu.

V pfipadé€, kde acylatni €inidlo o obecném vzorci 1 je pouZivano jako volna a-karboxylova
kyselina (R* = vodik), slouenina o obecném vzorci 1, kde R* je skupina, kterd mize byt
selektivné odstranéna, je pfeménéna na odpovidajici sloudeninu, kde R* je vodik. Chranici
skupina karboxylové kyseliny miZze byt benzylova skupina, kterA mbZe byt odstranéna
katalytickou hydrogenaci nebo alylova skupina, ktera miZe byt selektivné odstranéna.
Benzylova chranici skupina miiZe byt odstranéna katalytickou hydrogenaci aprotickém polamim
rozpoustédle, napf. v acetonu pfi pokojové teploté pouzitim paladia na uhliku a vodiku. Reakce

miiZe byt provadéna vuzaviené nadobce s vodikovou atmosférou (typicky 0,1 az 10 ATM)
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za intenzivniho michani. Reakce je typicky dokondena za 0,5 az 12 hodin v zavislosti na kvalité

paladiového katalyzatoru. Jsou pouzity béZné dokoncovaci procesy.
Ma se za to, Ze sloudeniny o obecném vzorci I, kde R? je vodik jsou nové jako takové a
takZe tyto slouceniny utvafi zvladtni hledisko predloZeného vynalezu.

Takze pfedloZeny vynalez také poskytuje nové slouceniny o obecném vzorci I

R3
R1

O L (r)

RZYNH

O

kde

nje0az8;

R'je COOH;

R? je lipofilni podil, napf. rad&ji vybrany z Cs39-alkylu, Cizo-alkenylu, Casg-alkadienyl a
steroidovych zbytki; a
R’ spoleéné s karboxylovou skupinou, ke které je R® pipojen, uréuje reaktivni ester nebo

reaktivni N-hydroxyimidester.
Reakéni podminky

Reakce mezi acylalnim Cinidlem o obecném vzorci T a peptidem nebo proteinem je
provadéna za alkalickych podminek ve smési aprotického polarniho rozpoustédla a vody.

Acylaéni &inidlo o obecném vzorci I je typicky pouZivano v mirném piebytku vztaZzeném
k pottu aminoskupin peptidu, které maji byt acylovany. Pomér je typicky 1 : 1 az 1 : 20
s prebytkem acyla¢niho €inidla, radéji 1 : 1,2 az 1 : 5; zahrnujici zdznam poétu aminoskupin
v peptidu,

Mélo by byt srozumitelné, Ze peptid mGze byt plné N-acylovan nebo jen Casteiné
N-acylovan v zavislosti na mnoZstvi pouZitého acylatniho &inidla a reak&nich podminkach. Je
upfednostitovano, Ze N-acylace je v podstaté stechiometricka.

Typicky je aprotické polarni rozpoustédlo vybrano z bezvodého tetrahydrofuranu (THF),
bezvodého dimethylformamidu (DMF), acetonu, dichlormethanu, dimethylsulfoxidu (DMSO),
dioxanu, dimethylacetamidu, a N-methyl-2-pyrrolidonu a jejich smési, mezi kterymi jsou

upfednostiiovany dimethylformamid, dimethylsulfoxid, dimethylacetamid a
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N-methyl-2-pyrrolidon a N-methyl-2-pyrrolidon je obzvlasté upfednostiiovan. Pomér mezi

aprotickym polarnim rozpoustédlem a vodou (napf. N-methyl-2-pyrrolidon a voda) je typicky
1:10az10: 1, pfedeviim 1:5az5:1,obzvlasté 1 :1az3 : 1.

Teplota je typicky zachovavana v intervalu —10 az 50 °C, radéji v intervalu 0 az 25 °C.

Je dulezité ,ze pH hodnota smési rozpoustédla je v intervalu 7 az 14, takova jako 9 aZ 13,
radé)i v intervalu 9,5 az 12,5, aby reakce probihala klidné. Vysledek s ohledem na vytéiek a
Cistotu je normalné optimalni, je-li hodnota pH smési rozpoustédla vintervalu 10 az 12.
Pozadovana pH hodnota je ziskana piidavkem hydroxidi alkalickych kowvil, napi. hydroxid
sodny a hydroxid draselny, a/nebo organickych zasad takovych jako jsou trialkylaminy (napi.
triethylamin, N,N-diisopropylethylamin, atd.).

Jako typicky pfiklad, reakce v kroku (a) je provadéna pouZitim proteinu a acyladniho
¢inidla o obecném vzorci I v molarnim poméru 1: 1 aZz 1: 5. Peptid je typicky pfedied&n ve vodé
pi1 —10 aZz 30 °C, takovych jako 0 az 25 °C a pH je nastaveno na poZadovanou hladinu pouzitim
hydroxidu alkalického kovu (napf. hydroxid sodny nebo hydroxid draselny). Hodnota pH miize
byt dale nastavena pouzitim kyselin, napf. octové kyseliny, a zasad, napf. trialkylaminu, ale
teplota je radéji v intervalu viz vySe. Aprotické polarni rozpoustédlo (nebo smés rozpoustédel) je
pak pfidano. Acylatni Cinidlo je pfidano dodate€né. Reakce je typicky ponechana, aby probihala
do konce (mtize byt sledovano HPLC), ktery je typicky ziskan za 0,2 aZ 4 hodiny, takové jako
0,2 az 1 hodina, pfed pfidavkem vody a kyseliny, napf. octové kyseliny, na pH 6,5 az 9,0.
Produkt je typicky izolovan a purifikovan HPLC nebo vysrazen izoelektrickym pH, nebo je
hydrolyzovan (krok (b)) pfed purifikaci.

Je-li pouzivano acylaéni &inidlo o obecném vzorci I, kde R? je vodik, je ziskan piimo
N-acylovany peptid nebo protein nesouci lipofilni podily a volné karboxylové skupiny. Takze,
varianta, kde R* je vodik, pfedstavuje uprednostiiované ztvarnéni zpésobu piedlozeného
vynalezu.

Alternativng, tj. je-li skupina R* C,.;-alkyl nebo benzyl, je N-acylovany ester peptidu
(nebo ester proteinu) zmydelfiovan za alkalickych podminek tak, aby byl ziskan N-acylovany
peptid nebo N-acylovany protein. Zmydelnéni je typicky provadé&no v 0,001 az 4,0 M roztoku
hydroxidu alkalického kovu, napf. hydroxid sodny nebo draselny. pH roztoku je typicky 10 az
14. Reakce je typicky ponechana, aby probihala po 0,1 az 12 hodin, radé&ji po 0,5 az 4 hodiny,
pii 0 az 40 °C takovych jako jsou okolo pokojové teploty. Po reakci je produkt purifikovan, napf.
vysrazenim pfi izoelektrickém pH a/nebo preparativni HPLC. TakZe varianta, kde R* je
Ciiz-alkyl nebo benzyl, piedstavuje jiné upfednostiiované ztvarnéni zplsobu predloZeného

vynalezu.
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Piedlozeny vynalez se také tyka nasledujicich hledisek:

Hledisko 1. Zptisob pro acylovani aminoskupiny peptidu nebo proteinu, zpiisob obsahuje:
(a) reagovani peptidu majici alespofi jednu volnou aminoskupinu s acylaénim ¢&inidlem

o obecném vzorci I:

R3
R1
0 n (L )
R2YNH
O

kde

nje0az8;

R'je COORY,

R? je lipofilni podil;

R? spoletné s karboxylovou skupinou, ke které je R® pfipojen, urCuje reaktivni ester nebo
reaktivni N-hydroxyimidester; a

R* je vybran z vodiku, Ci.1z-alkylu a benzylu,

za alkalickych podminek ve smési aprotického polarniho rozpoustédla a vody; a

(b) neni-li R* vodik, zmydeliiovani acylovaného esterové skupiny peptidu (COORY)
za alkalickych podminek;

aby byl ziskan N-acylovany peptid.

Hledisko 2. Zpisob podle hlediska 1, kde R* je vodik.

Hledisko 3. Zpiisob podle hlediska 1, kde R* je vybran z Cy.s-alkyl a benzyl.

Hledisko 4. Zpasob podle jakéhokoliv z hledisek 1 az 3, kde R’ spoletng s karboxylovou

skupinou, ke které je R pfipojen, uréuje reaktivni N-hydroxyimidester.

Hledisko 5. Zpiisob podle jakéhokoliv z hledisek 1 aZ 4, kde smés aprotického rozpoustédla a

vody je 1 : 5az 5: 1 smési N-methyl-2-pyrrolidonu a vody.

Hledisko 6. Zplisob podle jakéhokoliv z hledisek 1 aZ 5, kde pH reak&ni smési v kroku (a) je

v intervalu 9 aZ 13.

Hledisko 7. Zptisob podle jakéhokoliv z hledisek 1 aZ 6, kde je teplota reakéni smést v kroku (a)

v intervalu 0 az 50 °C.

Hledisko 8. Zplisob podle jakéhokoliv z hledisek 3 aZ 7, kde je acylovany ester peptidu

zmydelnén pfi hodnoté pH v intervalu 10 az 14.
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Hledisko 9. Zpiisob podle jakéhokoliv z predchozich hledisek, kde R? je vybran z Cs.as-alkylu,

Cia9-alkenylu, Ci.a0-alkadienyl a steroidovych zbytkd.

Hledisko 10. Sloudenina o obecném vzorci I:

R3
R1
0 n (I)
RZTNH
O

kde

nje0az8;

R! je COOH;

R? je lipofilni podil, a
R’ spolegng s karboxylovou skupinou, ke které je R® pfipojen, uréuje reaktivni ester nebo
reaktivni N-hydroxyimidester.
Hledisko 11. Sloucenina podle hlediska 10, kde n je O nebo 1 a R’ spolené s karboxylovou
skupinou, ke které je R? piipojen, uréuje reaktivni N-hydroxyimidester.
Hledisko 12. Slougenina podle jakéhokoliv z hledisek 10 az 11, kde R? je vybran z Cs.30-alkylu,
Ci.39-alkenylu, Cs.39-alkadienyl a steroidovych zbytki.

PRIKLADY PROVEDENI VYNALEZU
Piiprava vychozich latek
Priklad 1: Pfiprava a-benzylesteru N-hexadekanoylglutamové kyseliny

o-Benzylester glutamové kyseliny (4,75 g, 20,0 mmol) byl suspendovan
v N-methyl-2-pyrrolidonu (100 ml) pii 20 az 25 °C. Byl piidan triethylamin (2,53 g, 25,0 mmol)
a pak hexadekanoylbenzotriazol (7,15 g, 20,0 mmol). Reak&ni smés byla michana pii 20 az
25 °C po 22 hodin. K vyslednému roztoku byla pfidana 0,2 M kyselina chlorovodikova (250 ml).
Vysledna suspenze byla chlazena na 0 °C po 3 hodiny. Produkt byl izolovan filtract, promyt
vodou (50 ml x 4), a sufen do konstantni hmotnosti za sniZeného tlaku a pii 40 °C.

Vytézek: 9,15 g (96 %) bilé latky, tajici pfi 90,0 °C (maximélni hodnota), stanoveno

diferen¢ni snimaci kalorimetrii (DSC).
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Priklad 2: Priprava a-methylesteru N-hexadekanoylglutamové kyseliny

Za stejnych reak¢nich podminek jak jsou popsany v pfikladu 1 byl pfipraven o-methylester
N-hexadekanoylglutamové kyseliny, pouzitim 8,06 g (50,0 mmol) a-methylesteru glutamové
kyseliny.

Vytézek: 17,70 g (88 %) bilé latky, tajici pfi 95,4 °C (maximalni hodnota), stanoveno
DSC.

Piiklad 3: Pfiprava o-benzylesteru y-N-hyroxysukcinimidesteru N-hexadekanoylglutamové

kyseliny

a-Benzylester N-hexadekanoylglutamové kyseliny (23,78 g, 50,0 mmol) byl rozpustén
v tetrahydrofuranu (200 ml) pfi 20 az 25 °C. Byl pfidan N-hyroxysukcinimid (5,75 g,
50,0 mmol) a pak dicyklohexylkarbodiimid (10,32 g, 50,0 mmol). Reakéni smés byla michana
pii 20 az 25 °C po 20 hodin. Vysledna suspenze byla zfiltrovana filtrat odpafen do sucha za
snizen¢ho tlaku. Krystalicky zbytek byl rozpustén v acetonu (100 ml) pfi 40 °C a vydefen
filtraci. K filtratu byl pfidin n-heptan (300 ml). Vysledna suspenze byla michana po 4 hodiny pfi
20 az 25 °C, pak chlazena na 0 °C po 0,5 hodiny. Produkt byl izolovan filtraci, promyt
n-heptanem (50 ml x 3) a suden do konstantni hmotnosti za sniZeného tlaku pii 40 °C.

Vytézek: 23,75 g (83 %) bilé latky, tajici pfi 98,6 °C (maximalni hodnota), stanoveno
DSC.

Priklad 4. Pfiprava a-methylesteru y-N-hyroxysukcinimidesteru N-hexadekanoylglutamové

kyseliny

Za stejnych reakénich podminek jak jsou popsany v pfikladu 3 byl pfipraven a-methylester
y-N-hyroxysukcinimidester N-hexadekanoylglutamové kyseliny, pouZitim 8,00 g (20,0 mmol)
a-methylesteru N-hexadekanoylglutamové kyseliny.

Vytézek: 6,45 g (65 %) bilé latky, tajici pfi 106,0 °C (maximalni hodnota), stanoveno
DSC.

Piiklad 5: Pfiprava y-N-hyroxysukcinimidesteru N-hexadekanoylglutamové kyseliny
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o-Benzylester y-N-hyroxysukcinimidester N-hexadekanoylglutamové kyseliny (5,73 g,

10,0 mmol) byl rozpustén v acetonu (100 ml) pii 20 az 25 °C. Byl pfidana 10 % kase paladium
na uhliku (pfiblizné€ 0,25 g jako suchy material). Suspenze byla michana za pfitomnosti vodiku,
dokud se nezastavila spotfeba vodiku (290 ml vodiku, 45 minut). Katalyzator byl odstranén
filtraci a filtrat byl odpafen do sucha za snizencho tlaku pfi 20 az 25 °C. Zbytek byl rozpustén
v acetonu (25 ml) pfi 20 az 25 °C a vycCefen filtraci. K filtratu byl pfidan n-heptan (200 ml).
Vysledna suspenze byla michana pfi 20 az 25 °C po 1 hodinu. Produkt byl izolovan filtraci,
promyt n-heptanem (50 ml x 2) a suSen do konstantni hmotnosti za sniZzeného tlaku pfi 40 °C.

Vytézek: 4,20 g (87 %) bilé latky, tajici pfi 100,8 °C (maximalni hodnota), stanoveno
DSC.

Piiprava acylovanych GLP-1 analogii
Piiklad 6: P¥iprava Arg’*Lys*®-[N-e-(y-Glu(N-hexadekanoyl))]-GLP-1"’

Arg*-GLP-1""" (5,0 g zmrazeného izo-vysraZené peptidové latky, piiblizn& 0,15 mmol)
bylo rozpusténo ve vodé (25 ml) pit 0 az 5 °C. pH roztoku bylo nastaveno na 12,5 pfidavkem
1,0 M hydroxidu sodného (2,25 ml). Po 2 minutach byl pfidan N-methyl-2-pyrrolidon (50 ml) a
1,0 M kyselina octova (1,25 ml), za uchovani teploty na 15 °C. Triethylamin (0,2 ml) a pak
y-N-hyroxysukcinimidester N-hexadekanoylglutamové kyseliny (97,0 mg, 0,20 mmol) byl
pfidan. Po 30 minutach pfi 15 °C byla pfidana voda (50 ml), a pH bylo nastaveno na
8,0 pfidavkem 1,0 M kyseliny octové (1,70 ml).

Vytézek: Analytickou RP-HPLC bylo ukazano, Ze reakéni smés obsahuje 77 % (podle
plochy) Arg**Lys®-[N-e-(y-Glu(N-hexadekanoyl))]-GLP-17".

Konecna purifikace produktu byla ziskana kolonovou chromatografii.
Piiklad 7: Ptiprava Arg**Lys**-[N-e-(y-Glu-OMe(N-hexadekanoyl))]-GLP-1"*
Za stejnych reakénich podminek jak jsou popsany vpfikladu 6 byl

Arg**-GLP-1"¥acylovan, pouzitim o-methylesteru y-N-hyroxysukcinimidesteru

N-hexadekanoylglutamové kyseliny.

Vytézek: Analytickou RP-HPLC bylo ukézano, Ze reakéni smés obsahuje 64 % (podle
plochy) Arg’*Lys®-[N-e-(y-Glu-OMe(N-hexadekanoyl))]-GLP-17*". Produkt mohl byt izolovan
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jako srazenina nastavenim pH reak¢ni smési na 6,0 pouZitim 1M kyseliny octové. Alternativné

miize byt reakéni smés pouzita pfimo jak je popsano v dodatecném pfikladu 8
Priklad 8: Pfiprava Arg**Lys®-[N-e-(y-Glu(N-hexadekanoyl))]-GLP-17*’

Reakéni smés obsahujici produkt ziskana v ptikladu 7 byla podrobena alkalické hydrolyze
nastavenim pH na 12 aZ 13 pouZitim IM hydroxidu sodného. Teplota reakéni smési byla
zachovana pii 8 az 18 °C. Po 2 hodinach byla reakce dokonCena a pH reakéni smési bylo
nastaveno na 7,45 piidanim 1M kyseliny octové.

Vytézek: Analytickou RP-HPLC bylo ukazano, Ze reakéni smés obsahuje 65 % (podle
plochy) Arg?*Lys®-[N-e-(y-Glu(N-hexadekanoyl))]-GLP-17".

Konecna purifikace produktu byla ziskdna kolonovou chromatografii.
Priklad 9:

Nasledujici slouceniny jsou ptipraveny obdobné jako slouceniny v piikladu 6 a konetna
purifikace produktu je ziskana kolonovou chromatografii:
Arg®™ Lys®*-[N-e-(y-Glu(N-hexadekanoyl))]-GLP-17,
Arg®® Lys**- [N-g-(y-Glu{N-hexadekanoyl))]-GLP-1""" a
Gly®, Arg®®** Glu’, Lys**-[N-e-(y-Glu(N-hexadekanoyl))]-GLP-17%.
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1. Zpusob pro acylovani aminoskupiny peptidu nebo proteinu, zpusob, vyznacujici se tim, Ze:
(a) reagovani peptidu majici alesponi jednu volnou aminoskupinu s acylacnim ¢inidlem

o obecném vzorci I:

R3
R1
0
" (I)
R2\”/NH
0

kde

nje0az 8,

R'je COORY,

R? je lipofilni podil;

R’ spoledn& s karboxylovou skupinou, ke které je R pripojen, urcuje reaktivni ester nebo
reaktivni N-hydroxyimidester; a

R* je vybran z vodiku, Ci.12-alkylu a benzylu,

za alkalickych podminek ve smési aprotického polarniho rozpoustédia a vody; a

(b) neni-li R* vodik, zmydelfiovani acylované esterové skupiny peptidu (COOR*) za alkalickych

podminek;
aby byl ziskan N-acylovany peptid.

2. Zplsob podle naroku 1, vyznalujici se tim, Ze R je vodik.

3. Zptisob podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze R* je vybran z Cyg-alkyl a benzyl.

4. Zpdsob podle jakéhokoliv z narokl 1 a 3, vyznadujici se tim, Ze R® spole&né s karboxylovou
skupinou, ke které je R* pfipojen, uréuje reaktivni N-hydroxyimidester.

5. Zphsob podle jakéhokoliv z narokit 1 az 4, vyznacujici se tim, Ze smés aprotického
rozpoustédla a vody je 1 : 5 k 5: 1 smési N-methyl-2-pyrrolidonu a vody.

6. Zplsob podle jakéhokoliv z narokl 1 az 5, vyznadujici se tim, Ze pH reakéni smési v kroku

(a) je v intervalu 9 az 13.




10.

11.

12

13.

kde
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Zplsob podle jakéhokoliv z narokii 1 az 6, vyznaCujici se tim, Ze teplota reakini smési

v kroku (2) je v intervalu 0 az 50 °C.

Zplisob podle jakéhokoliv z naroki 3 az 7, vyznacujici se tim, Ze acylovany ester peptidu je
zmydelnén pii hodnot€ pH v intervalu 10 az 14.

Zpisob podle jakéhokoliv z pfedchozich narokd, vyznacujici se tim, Ze R? je vybran
z Ci.30-alkylu, Cs_39-alkenylu, Ci3o-alkadienyl a steroidovych zbytku.

Zphsob podle jakéhokoliv z predchozich narokd, vyznadujici se tim, 2e R? je vybran
z Cqyps-alkylu.

Zpasob podle jakéhokoliv z predchozich narokil, vyznadujici se tim, Ze peptid je vybran
z GLP-1(7-37) a jeho analogt, exendinu a jeho analogu, a GLP-2(1-34) a jeho analogu.
Zplsob podle jakéhokoliv z prfedchozich naroki, vyznacujici se tim, Ze peptid je vybran
z exendinu-3, exendinu-4, Arg®*-GLP-1(7-37), Arg’*-GLP-1(7-37), Val*-GLP-1(7-37),
The®-GLP-1(7-37), Met’-GLP-1(7-37), Gly*-GLP-1(7-37), Val*-GLP-1(7-36) amid,
Thr®-GLP-1(7-36) amid, Met®*-GLP-1(7-36) amid, a Gly*-GLP-1(7-36) amid.

Sloucenina o obecném vzorei I

R3
R1

" (I)

\n/NH

o

R2

nje0az8;

R' je COOH;

R? je lipofilni podil, a

R’ spole¢né s karboxylovou skupinou, ke které je R* pfipojen, urluje reaktivni ester nebo

reaktivni N-hydroxyimidester.

14. Slougenina podle naroku 13, kde n je 0 nebo 1 a R’ spoleén& s karboxylovou skupinou,

ke které je R? pfipojen, uréuje reaktivni N-hydroxyimidester.

o

15. SlouCenina podle jakéhokoliv z narokit 13 az 14, kde R? je vybran z Cjae-alkylu,

Cs.9-alkenylu, Cj.39-alkadienyl a steroidovych zbytku.
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