PATENTOVY SPIS

(21) Cislopfilasky:  2001-1748

(22) Prihlitenc:  (7,12,1999

(30) Prévoprednosti:  07,12.1998 US  1998/206601
07.12.1998 US 1998/111255

(40) Zvelejnéno:  13,02.2002

(Véstnik &. 02/2002)
(47) Udtleno:  16.07.04
(24) Oznameni o udéleni ve Véstniku: 15.09.2004
(Véstnik ¢&. 9/2004) ‘
(86) PCT¢islo:  PCT/EP1999/009660
URAD (87) PCT ¢islo zvelejnén: WO 2000/034331
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(11) Cislo dokumentu:

294 029

(13) Druh dokumentu: B6

1)t CL: '

C 07K 14/605
A 61K 38/26

(73) Majitel patentu:

SOCIETE DE CONSEILS DE RECHERCHES ET
D'APPLICATIONS SCIENTIFIQUES SAS, Paris, FR

(72) Pavodce: ~
Dong Zheng Xin, Framingham, MA, US

(74) Zéstupce:
PATENTSERVIS PRAHA a.s., Jivenska 1, Praha 4,
14000

(54) Nézev vynilezu:
Analog GLP-1, jeho pouZiti a farmaceuticky
prostiedek jej obsahujici

(57) Avotace:
Peptidovy analog glukagonu GLP-1, jeho farmakologicky
pfijatelné soli, metody pouZiti takového analogu,

farmaceutické prostfedky, které tento analog obsahujf pro
1é%eni savail, zejména 1é8eni diabetes typulall.

CZ 294029 B6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 294029 B6

Analog GLP-1, jeho pouZiti a farmaceuticky prostiedek jej obsahujici

Oblast techniky

PredloZeny vynalez je zaméfen na peptidovy analog GLP-1, ktery je podobny glukagonu, jeho
farmakologicky pfijatelné soli, zpisoby pouZiti takového analogu pro 1é&eni savcit a na vhodné
farmaceutické prostfedky, které tento analog obsahuji.

Dosavadni stav techniky

Amid peptidu—1(7-36), ktery je podobny glukagonu (GLP-1), je syntetizovan ve stfevnich 1—
butikdch pomoci tkatiové specifického posttranslaéniho zpracovani glukagonového prekurzoru
preproglukagonu (Varndell, J.M., a kol., J. Histochem Cytochem, 1985:33:1080-6) a je uvoliio-
van do ob&hu vrimci odpovédi na potravu. Koncentrace GLP-1 vzriistd z trovné v obdobi
hladoveéni, ktera je pfiblizné 15 pmol/l, na vrcholnou hladinu po jidle, ktera je 40 pmol/l. Bylo
ukézéno, Ze pro dany vzrist plazmatické koncentrace glukézy je zvySeni plazmatického inzulinu
priblizné tiikrat vyssi, kdyZ je glukéza podana ordlng, ve srovnani s jejim podanim intravenéznim
(Kreymann, B. a kol., Lancet 1987:2, 1300—4). Toto zvy3eni hladiny uvoltiovani inzulinu vlivem
potravy, znamé jako efekt na vnitfni sekreci, je priméarn& hormonélni a GLP-1 je nyni povaZovin
za nejsilngj3i substanci, fyziologicky ovliviiujici vnitfni sekreci u &lovéka. Vznik Géinku na
inzulin GLP-1 potladuje vyluGovani glukagonu, zpoZd'uje vyprazdiiovani zaludku (Wettergren
A., Dig Dis Sci 1993:38:665-73) a miiZe zvy$it 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 1écebného idinku GLP-1 po pozorovani, e jedna podkoZni
(s/c) davka GLP-1 je schopna kompletné normalizovat hladiny glukézy po jidle u pacienti
s diabetes mellitus, ktery neni zavisly na inzulinu (NIDDM) (Gutniak, M.K., a kol., Diabetes
Care 1994:17:1039—44). M&lo se za to, Ze tento Gdinek je zprostfedkovan jak zvy$enym uvoliio-
vanim inzulinu, tak sniZenim vylu€ovani glukagonu. Dale bylo uk4zano, Ze intravendzni infuze
GLP-1 zpoZd'uje vyprazdilovani Zaludku u pacientli s NIDDM (Williams, B., a kol., J. Clin Endo
Metab 1996:81:327-32). Na rozdil od sulfonyluredz, inzulinotropni pisobeni GLP-1 je zavislé
na koncentraci glukézy v plazm& (Holz, G.G. 4. a kol., Nature 1993:361:362-5). Tedy nepii-
tomnost uvolfiovani inzulinu, zprostfedkované GLP-1 pfi nizké koncentraci glukézy v plazmé,
chrani proti prudkému néastupu hypoglykémie. Tato kombinace dinkd d4vd GLP-1 jedine&ny
potencial lé¢ebnych vyhod oproti jinym ¢inidlim, nyni b&Zné& pouZivanych pro 1é&eni NIIDM.

Poletné studie ukazaly, Ze pfi podani zdravym pacientim GLP-1 siln& ovliviiuje trovng
glykémie a rovnéZz 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 II,
Pfiru¢ka experimentélni farmakologie, Lefevbre PJ, vyd. Berlin, Springer Verlag, 1996, str. 311
aZ 326), jejichz G¢inky jsou zavislé na glukéze (Keynmann, B., a kol., Lancet ii: 1300-1304,
Wier, G.C., a kol., Diabetes 38:338-342, 1989). Dale je také Gidinny u pacienti s diabetem
(Gutniak, M., N. Engl J Med 226:1316-1322, 1992; Nathan, D. M., a kol., Diabetes Care
15:270-276, 1992) tim, Ze normalizuje hladiny glukézy v krvi u pacienti s diabetem typu 2
(Nauck, M.A. a kol., Diagbetologia 36:741-744, 1993) a zlepSuje kontrolu glykémie u pacientii
s diabetem typu 1 (Creutzfeld, W.O., a kol., Diabetes care 19:580-586, 1996), coZ zvysuje
moznost jeho pouZiti jako terapeutického &inidla.

Aviak GLP-1 je metabolicky nestabilni, jeho pologas v plazm& (t,,) je in vivo pouze 1 az
2 minuty. Aplikovany GLP-1 je také rychle degradovan (Deacon, C.D., a kol, Diabetes
44:1126-1131, 1995). Tato metabolicka nestabilita omezuje terapeuticky potencial pfirozeného
GLP-1. Existuje tedy potfeba analogli GLP-1, které jsou aktivngj§i a jsou metabolicky stabilnéjsi
nez pfirozeny GLP-1.
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Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je analog GLP-1 vzorce I
(Aib***)hGLP-1(7-36)NH, O.

V jiném provedeni poskytuje pfedloZeny vynélez farmaceuticky prostfedek, ktery obsahuje
\i¢inné mnostvi analog GLP-1 vzorce I, ktera je zde vySe definovana nebo jeho farmaceuticky
ptijatelnou siil a farmaceuticky pfijatelny nosi¢ nebo fedidlo.

V jesté jiném provedeni poskytuje pfedloZeny vynilez zplsob vyvolani agonistického uginku
u receptoru GLP-1 u pacienta, ktery to vyZaduje, ktery spodiva v tom, Ze uvedenému pacientu
podé G&inné mnoZstvi analogu GLP-1 vzorce I, ktera je zde vyse definovana nebo jeho farma-
ceuticky pfijatelna sul.

V dal$im provedeni poskytuje pfedloZeny vynilez zpisob 1égeni nemoci vybrané ze skupiny
obsahujici diabetes typu I, diabetes typu II, obezitu, glukagonom, vyluZovaci potiZe u dychacich
cest, metabolické poruchy, artritidu, osteoporézu, nemoci centralniho nervového systému,
restenézu, neurodegenerativni nemoci, selhani ledvin, m&stnani srde¥ni selhani, nefroticky
syndrom, cirhéza, plicni otok, vysoky tlak a poruchy s olekdvanym sniZenim pfijmu potravy,
u jedinci ktefi to vyZaduji, ktery spogiva v tom, Ze jedinci je podano G&inné mnoZstvi analogu
GLP-1 vzorce I, ktery zde byl vy$e definovan nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli. Vyhodny
zpiisob pravé uvedené metody je takovy, kdy je lécen diabetes typu I nebo diabetes typu IL

Peptid tohoto vynalezu je zde oznafovin forméitem (Aib**)hGLP-1(7-36)NH, se substi-
tuovanymi aminokyselinami z pfirozené sekvence, umisténymi v prvni soustavé zivorek (napf.
A5c* pro Ala® v hGLP-1). Zkratka GLP-1 znameni glukagonu podobny peptid-1, hGLP-1
znamen4 lidsky glukagonu podobny peptid—1. Cisla umisténa v zdvorce oznaluji pofet amino-
kyselin pfitomnych v peptidu (napf. hGLP-1 (7-36) znamena aminokyseliny 7 aZ 36 ze sekvence
peptidu lidského GLP-1). Sekvence hGLP-1(7-36) je uvedena v Mojsov, S., Int. J. Peptide
Protein Res., 40, 1992, str. 333 a% 342. Oznadeni ,NH,“ v hGLP-1(7-36)NH, znamena, ze C—
konec peptidu je ukon&en amidovou skupinou. hGLP-1(7-36) znamen4, ze C-konec je volna
aminokyselina. Zbytky na pozicich 37 a 38 v hGLP-1(7-38) jsou Gly respektive Arg.

Plné nézvy jinych zkratek, které jsou zde pouZity, jsou nasledujici: Aib pro kyselinu a~amino-
izomaselnou, 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 dimethylformamid, DCM pro
dichlormethan, HBTU pro hexafluorofosfat 2—(lH—benztriazol—-l—yl)—l,1,3,3—tetramethyluronia,
DIEA pro diizopropylethylamin, HOAc pro kyselinu octovou, TFA pro kyselinu trifluoroctovou,
2CIZ pro 2—chlorbenzyloxykarbonyl, 2BrZ pro 2-brombenzyloxykarbonyl, OcHex pro O-
cyklohexyl, Fmoc pro 9—fluorenylmethoxykarbonyl, HOBt pro N-hydroxybenztriazol a PAM
pryskyfice pro 4-hydroxymethylfenylacetamidomethyl pryskyfici.

Detailni popis

Peptid tohoto vynalezu miZe byt pipraven pomoci standardni syntézy peptidi na pevné fazi. Viz
Steward, J. M., a kol. Solid Phase Synthesis (Pierce Chemical Co., 2. vyd., 1984). Napriklad
alkylové skupiny, napf. (C1—Cso)alkyl, mohou byt pFipojeny pomoci redukéni alkylace. Hydroxy-
alkylové skupiny, napf. (Ci—Cso)hydroxalkyl, mohou byt také pfipojeny pomoci redukeni
alkylace, kde volna hydroxylova skupina je chranéna t-butylesterem. Acylové skupiny, napf.
COE!, mohou byt pfipojeny spojenim volné kyseliny, napf. E!COOH, k volné aminoskupiné N—
koncové aminokyseliny tak, Ze je smichana kompletni pryskyfice se 3 molarnimi ekvivalenty jak
volné kyseliny, tak diizopropylkarboxydiimidu v methylenchloridu po dobu 1 hodiny. Pokud
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volné kyselina obsahuje volnoi hydroxylovou skupinu, napf. kyselina p-hydroxyfenylpropio-
nova, potom by pfipojeni mé&lo byt provedeno s dal$imi tfemi molarnimi ekvivalenty HOBT.

Pokud R1 je NH-X>-CH,~CONH, (. Z°=CONH2), potom syntéza peptidu zalind pomoci
BocHN-X*-CH,~COOH, kter4 Je pfipojena k MBHA pryskyfici. Pokud R! je NH-X,—CH,~
COOH (tj. Z’=COOH), potom syntéza peptidu za¢ind pomoci Boc-HN-X,~CH,~COOH, kter4 je
pfipojena k PAM pryskyfici. Pro tento urdity krok jsou pouZivany 4 molérni ekvivalenty Boc—
HN-X2-COOH, HBTU a Hobt a 10 molarnich ekvivalentii DIEA. Doba potiebna k pfipojeni je
asi 8 hodin.

Chréné€né aminokyselina, kyselina 1(terc-butoxykarbonyl-amino)-1—cyklohexan karboxylova,
byla syntetizovina nasledujicim zptsobem. 19,1 gramu (0,133 mol) kyseliny 1-amino—1—
cyklohexankarboxylové (Acros Organics, Fisher Scientific, Pittburgh, PA) bylo rozpusténo ve
200 ml dioanu a 100 ml vody. K tomu bylo ptfidéno 67 ml 2 N NaOH. Roztok byl ochlazen
vlazni vody sledem. K tomuto roztoku bylo pfidano 32,0 g (0,147 molu) di—terc-butyl-
dikarbonétu. Reak&ni smés byla michéna pfes noc pfi teploté mistnosti. Poté byl za sni¥eného
tlaku odstranén dioxan. Ke zbyvajicimu vodnému roztoku bylo pfidano 200 ml octanu ethylna-
tého. Smés byla ochlazena v 14zni vody s ledem. PH vodné vrstvy bylo upraveno na asi 3 pomoci
piidani 4 N HCI. Organicka vrstva byla odd&lena. Vodni vrstva byla extrahovina octanem
ethylnatym (1x100 ml). Dv& organické vrstvy byly spojeny a promyty vodou (2x150 ml), suSeny
nad bezvodym MgSO,, filtrovany a za sni¥eného tlaku koncentrovany do suchého stavu. Vyt&zek
byl rekrystalovéan ze smési octan ethylnaty/hexany. Bylo ziskéno 9,2 g &istého produktu. Vytézek
byl 29%.

Boc-A5¢-OH byla syntetizovana analogickym zpiisobem jako Boc—A6¢c~OH. Ostatni chranéné
Acc aminokyseliny mohou byt pfipraveny analogickym zpiisobem osobou s b&nou zkugenosti
v oboru podle popist, uvedenych v predlozeném patentu.

Pfi syntéze analogu GLP-1, ktery je pfedm&tem tohoto vynalezu, ktery obsahuje Aib, jsou doby
potfebné pro pfipojeni tohoto zbytku a zbytkd, které je bezprostfedné nasleduji, 2 hodiny.

Hydroxyalkylové skupiny, napf. (Ci—Cso)hydroxyalkyl, mohou byt také ptipojeny pomoci
redukeni alkylace, kde volnd hydroxylova skupina je chranéna t-butylesterem. Acylové skupiny,
napt. COX’, mohou byt pfipojeny spojenim volné kyseliny, napt. X'COOH, k volné amino-
skupin€ N-koncové aminokyseliny tak, Ze je smichéna komplexni pryskyfice se 3 molarnimi
ekvivalenty jak volné kyseliny, tak diizopropylkarboxydiimidu v methylenchloridu po dobu
1 hodiny. Pokud volné kyselina obsahuje volnou hydroxylovou skupinu, napf. kyselina p—
hydroxyfenylpropionova, potom by ptipojeni mélo byt provedeno s dal§imi tfemi molarnimi
ekvivalenty HOBT.

U slougeniny, kterd je ptedmétem tohoto vynilezu, mize byt nasledujicim postupem testovana
Jeji schopnost vazat se na GLP-1.

Buné¢na kultura:

Builky RIN SF pochazejici z krysiho inzulinomu (ATCC—# CRL-2058, Americka sbirka
typovych kultur, Manassas, VA), exprimujici GLP-1 receptor, byly kultivovany v Eaglové médiu
modifikovaném podle Dulbecca (DMEM), obsahujicim 10 % fetalniho teleciho séra a udrZzovany
pi 37 °C ve vlhké atmosféte o sloZeni 5 % CO,/95 % vzduch.

Vazba radioaktivn& zna&eného ligandu
Membréany pro studia vazby radioaktivné znadeného ligandu byly pFipraveny homogenizaci

bun€k RIN ve 20 ml ledového 50 mM Tris—HCl pomoci zafizeni Brinkman Polytron (Westbury,
NY) (nastaveni 6, 15 s). Homogenéty byly 2x promyty centrifugaci (39 000 g/10 min) a kone&né
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sedimenty byly resuspendovany v 50 mM Tris-HCl, obsahujicim 2,5 mM MgCl,, 0,1 mg/ml
bacitracinu (Sigma Chemical, St. Louis, MO) a 0,1% BSA. Pro testovéni byly alikvoty (0,4 mi)
inkubovany s 0,05 nM (‘*T)GLP-1(7-36) (~2200 Ci/mmol, New England Nuclear, Boston, MA)
bud’ s, anebo bez 0,05 ml neznatenych kompletujicich testovanych peptidi. Po inkubaci 100 min
(25 °C) byl vazany (‘PI)GLP-1(7-36) oddglen od volného rychlou filtraci pfes filtry GF/S
(Brandel, Gaithersburg, MD), které byly pfedem nasaknuty v 0,5% polyethyleniminu. Filtry byly
potom 3x promyty 5 ml alikvoty ledového 50 mM Tris—HCI a vazana radioaktivita, zachycena na
filtrech, byla zmé&fena spektrometrii gama (Wallac LKB, Gaithersburg, MD). Specificka vazba
byla definovéna jako celkovy vézany (**T)GLP-1(7-36) minus ten, ktery je vazany v pfitomnosti
1000 nM GLP-1(7-36) (Bachem, Torrence, CA).

Peptid, ktery je ptedmétem tohoto vynalezu, miize byt poskytnut ve forme farmaceuticky pfija-
telné soli. P¥iklady takovych soli zahrnuji mimo jiné takové, které jsou vytvoreny s organickymi
kyselinami (napf. kyselina octova, kyselina mié&na, kyselina maleinova, kyselina citronova,
kyselina jable¥n4, kyselina askorbova, kyselina jantarové, kyselina benzoova, kyselina methan-
sulfonova, kyselina toluensulfonova nebo kyselina pamoové), s organickymi kyselinami (napf.
kyselina chlorovodikova, kyselina sirova nebo kyselina fosfore¢na) a s polymernimi kyselinami
(napt. tanin, karboxymethylcelulza, kyselina polymlé€na, kyselina polyglykolova nebo kopoly-
mery kyselin polymlééna—glykolové). Typicky zpisob pro piipravu soli peptidu, ktery je pfedmé-
tem tohoto vynélezu, je v oboru dobfe znimy a miZe byt proveden standardnimi metodami
vymény soli. Tedy TFA sil peptidu, ktery je pfedmétem tohoto vynalezu (TFA sl je vysledkem
purifikace peptidu pomoci preparativni HPLC, eluovani pomoci pufri obsahujicich TFA) miize
byt ptevedena na siil jinou, jako je tfeba octan tim, Ze je peptid rozpustén v malém mnoZstvi
vodného roztoku 0,25 N kyseliny octové. Vysledny roztok je nanesen na semipreparativni HPLC
sloupec (Zorbax, 300 SB, C-8). Sloupec je vymyvén (1) roztokem 0,1 N octanu amonného ve
vodé po dobu 0,5 hodiny, (2) roztokem 0,25 N octanu amonného ve vod& po dobu 0,5 hodiny a
(3) linernim gradientem (20% aZz 100% roztok B po dobu vice nez 30 minut) pfi rychlosti
pritoku 4 mi/minutu (roztok A je 0,25 N kyselina octova ve vodg; roztok B je 0,25 N kyselina
octova ve smési acetonitril/voda, 80:20). Frakce obsahujici peptid jsou odebirdny a vysudeny do
suchého stavu pomoci lyofilizace.

Jak je dobfe znamo odbornikiim v oboru, znama4 a potencidlni pouZiti GLP-1 jsou riizna a rozma-
nité (viz Todd J.F. a kol., Clinical Science, 1998, 95, str. 325 aZ 329; a Todd J.F. a kol., European
Journal of Clinical Investigation, 1997, 27, str. 533 aZ 536). Tedy podani sloudeniny, ktera je
predmétem tohoto vynalezu za G&elem vyvolani, miZe mit tytéZ icinky a pouZiti jako samotny
GLP-1. Tato rizna pou¥iti GLP-1 mohou byt shrnuta nasledovné jako léCeni: diabetu typul,
diabetu typu II, obezity, glukagonomi, vylu€ovacich potizi u dychacich cest, metabolickych
poruch, artritidy, osteoporézy, nemoci centrélniho nervového systému, resten6zy, neurodegene-
rativnich nemoci, selhani ledvin, méstnavého srde&niho selhani, nefrotického syndromu, cirhézy,
plicniho otoku, vysokého tlaku a poruch s o¥ekévanym sniZenim pfijmu potravy. Analog, ktery je
pfedmétem tohoto vynalezu, ktery vyvolava agonisticky efekt u jedince, miZe byt pouZit pro
lé¢ena nasledujicich poruch: hypoglykémie a syndromu Spatného vstfebavani, spojeného s chirur-
gickym odnétim &4sti Zaludku a operacemi tenkého stfeva.

PtedloZeny vynalez tedy ve svém ramci zahrnuje farmaceuticky prostfedek, ktery obsahuje jako
svoji aktivni slozku analog GLP-1 ve spojeni s farmaceuticky pfijatelnym nosicem.

Dévka aktivni slozky v prostfedcich, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, miZe byt rizna; je
viak nezbytné, aby mnozstvi aktivni slozky bylo takové, aby bylo dosaZeno vhodné davky.
Vybrana divka z4visi na pozadovaném lé¢ebném Gcinku, na zpisobu podavani a na dob¢ trvani
168by. Obecné udinna davka pro aktivity, které jsou pfedmétem tohoto vynilezu, je vrozsahu
1x107 az 200 mg/kg/den, vyhodn& 1x10™ az 100 mg/kg/den, kterd miZe byt podéna jako jedna
davka nebo miize byt rozdélena do mnoha davek.
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Slougenina, které je pfedmétem tohoto vynalezu, mize byt podévéna oralng, parenteralng (napf.
intramuskulérni, intraperitone4lni, intravenézni nebo podkoni injekci, nebo pomoci implantatu),
nazalng, vaginélng, rektilng, pod jazyk nebo mistnimi zpusoby podéavani a mohou byt ptipraveny
s farmaceuticky pfijatelnymi nosiéi tak, aby poskytly davkové formy vhodné pro kazdy zptisob
podavani.

Pevné dévkové formy pro oralni podévéni zahrnuje kapsle, tablety, pilulky, prasky a granule.
V takovych pevnych davkovych formach je aktivni slozka smiSena alesporti s jednim inertnim
farmaceuticky pfijatelnym nosidem jako je sacharéza, laktéza nebo $krob. Takové davkové
formy mohou také obsahovat, jako v b&mé praxi, dalii sloudeniny, jiné neZ takové inertni
fedidla, napf. lubrika¢ni &inidla jako je stearan hofetnaty. V pi{pads kapsli, tablet a pilulek
mohou davkové formy také obsahovat pufradni &inidla. Tablety a pilulky mohou byt dale pfipra-
veny s enterickym povlakem.

Tekuté davkové formy pro oralni podavani zahrnuji farmaceuticky pfijatelné emulze, roztoky,
suspenze, sirupy, tinktury obsahujici inertni fedidla, obecn& v oboru pouZzivana, jako je napf.
voda. Vedle takovych inertnich fedidel mohou také prostfedky zahrnovat adjuvans, jako jsou
zvlh&ovaci ¢inidla, emulgani a suspenzni ¢inidla a sladidla, &inidla dodavajici chut’ a vini.

Prostfedky pro parenterdlni podavéni, které jsou pfedmétem tohoto vynalezu, zahrnuji sterilni
vodné a nevodné roztoky, suspenze nebo emulze. P¥iklady nevodnych rozpoustédel nebo nosich
jsou propylenglykol, polyethylenglykol, rostlinné oleje, jako je olivovy olej a kukufi¢ny olej,
Zelatina a organické estery, které je mo#no podavat injek&né, jako je ethylester kyseliny olejové. ~
Takové davkové formy mohou také obsahovat adjuvans, jako jsou konzervaéni, zvlh&ovaci,
emulgacni a disperzni &inidla. Mohou byt sterilizovany napfiklad filtraci pies filtr zachycujici
bakterie, pfidinim sterilizadnfho &inidla do prostfedki, ozifenim prostiedkii nebo zahfatim
prostfedki. Mohou byt také vyrobeny ve formé sterilntho pevného prostredku, ktery mizZe byt
bezprostfedné pfed pouZitim rozpustén ve sterilni vod& nebo v néjakém jiném sterilnim injek&nim
médiu.

Prostfedky pro rektalni nebo vaginalni podavéni jsou s vyhodou &ipky, které mohou vedle aktivni
slozky obsahovat excipienty, jako jsou kakaové maslo nebo vosk na ¢ipky.

Prostfedky pro nazélni poddvani nebo pro podavani pod jazyk jsou také pfipravovany se
standardnimi excipienty, které jsou v oboru dobfe znamé,

Dile miiZe byt slou€enina, které je pfedmétem tohoto vynalezu, podavina pomoci prostfedki pro
trvalé uvolfiovani, jako jsou ty, které jsou popsany v nasledujicich patentech a patentovych
piihlaskach. Patent US 5 672 659 popisuje prostfedky pro trvalé uvoltiovani, které obsahuji
biologicky aktivni &inidlo a polyester. Patent US 5 595 760 popisuje prostiedky pro trvalé
uvoliovani, které obsahuji biologicky aktivni &inidlo v gelové formg. Patentové prihlaska
US 08/929 363, podana 9. zéti 1997 (zvefejnéna napf. jako US patent 5 821 221), popisuje
polymerni prostfedky pro trvalé uvoliiovani, které obsahuji biologicky aktivni &inidlo a chitosan.
Patentova pfihlaSka US 08/740 778, podana 1. listopadu 1996 (zvefejnéna napf. jako US patent
5916 883), popisuje prostiedky pro trvalé uvoliiovani, které obsahuji biologicky aktivni &inidlo
a cyklodextrin. Patentova pfihlaska US 09/015 394, podana 29. ledna 1998 (zvefejnéna napf. jako
WO 99/38 536), popisuje absorbovatelné prostiedky pro trvalé uvoliiovani, které obsahuji biolo-
gicky aktivni ¢inidlo. Patentova ptihlaska US 09/121 653, podana 23. &ervence 1998 (zvefejnéna
napf. jako WO 00/04 916), popisuje zpisob ptipravy mikro&astic, obsahujicich terapeutické
¢inidlo jako je peptid, procesem typu olej ve vods. Patentova ptihlaska US 09/131 472, podana
10. srpna 1998 (zvefejnéna napf. jako WO 00/09 166), popisuje komplexy obsahujici tera-
peutické &inidlo jako je peptid a fosforylovany polymer. Patentova pfihlaska US 09/184 412,
podana 2. listopadu 1998 (zvefejnéna napf. jako WO 00/25 826), popisuje obsahujici terapeutické
Cinidlo jako je peptid a polymer obsahujici nepolymerizovatelny lakton. Obsahy ptedchozich
patenti a patentovych ptihldSek jsou zde zahrnuty jako odkazy.
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Pokud neni definovano jinak, vechny zde pouZivané technické a v&decké terminy maji tentyZz
vyznam, jak je oby¥ejné chapan osobami s béznou zkusenosti v oboru, do n&hoZ tento vynilez
spada. Také viechny publikace, patentové piihlasky, patenty a ostatni odkazy zde zminéné, jsou
zde zahrnuty jako odkaz.

Nasledujici ptiklad popisuje syntetické metody pro ptipravu peptidu, ktery je pfedmétem tohoto
vynélezu, tyto metody jsou dobfe zndmy odbornikum. Odbornikiim v oboru jsou také znamy jiné
metody. Priklad je poskytnut pro ugely ilustrace a neni minén tak, aby v jakémkoli sméru omezo-
val rozsah pfedloZeného vynalezu.

Boc—BAla-OH, Boc-D-Arg(Tos)}-OH a Boc-D-Asp(OcHex) byly zakoupeny od Nova
Biochem, San Diego, Kalifornie. Boc~Aun—OH byl zakoupen od Bachem, King of Prussia, PA.
Boc—Ava-OH a Boc—Ado—OH byly zakoupeny od Chem—Implex, International, Wood Dale, IL.
Boc-Nal-OH byl zakoupen od Synthetech, Inc. Albany, OR.

Pt#iklad provedeni vynalezu

Priklad 1: (Aib***)hGLP-1(7-36)NH,

Jmenovany peptid byl syntetizovan na syntetizitoru peptidit Applied Biosystems (Foster City,
CA), model 450A, ktery byl modifikovéan tak, aby provadg] zrychlenou syntézu peptidi metodou
Boc na pevné fazi. Viz Schnolzer a kol., Int. J. Peptide Protein Res., 90:180 (1992). Byla pouZita
4-methylbenzhydrylaminova (MBHA) pryskyfice (Penisula, Belmont, CA) se substituci
0,91 mmol/g. Byly pouzity Boc aminokyseliny (Bachem, CA, Torrance, CA; Nova Biochem,
LaJolla, CA) s nasledujicim chran&nim postrannich skupin: 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(BzI)-OH, Boc—
Ser(BzI)-OH, Boc—Phe-OH, Boc-Aib-OH, Boc—Glu(OcHex)-OH a Boc-Trp(Fm)OH. Syntéza
byla provedena v mnoZstvi 0,20 mmol. Skupiny Boc byly odstran&ny plisobenim 100% TFA po
dobu 2x1 minuta. Boc aminokyseliny (2,5 mmol) byly pfedem aktivovany pomoci HBTU
(2,0 mmol) a DIEA (1,0 ml) v 4 ml DMF a byly spojeny bez predchozi neutralizace TFA soli
komplexu peptid—pryskyfice. Doby pfipojeni byly 5 minut s vyjimkou zbytki Boc-Aib—OH
a nasledujicich zbytki, Boc—Lys(2CIZ)-OH a Boc-His(DNP)-OH, kde doby pfipojeni byly
2 hodiny.

Po sestaveni peptidového fetdzce bylo na pryskyfici pisobeno roztokem 20% merkapto-
ethanolw/10% DIEA v DMF po dobu 2x30 minut, aby do3lo k odstranéni skupiny DNP na
postrannim fetézci His. N-koncové skupina Boc byla potom odstranéna pisobenim 100% TFA
po dobu 2x1 minuta. Po neutralizaci komplexu peptid-pryskyfice pomoci 10% DIEA v DMF
(1x1 min) byla formylova skupina na postrannim fetzci Trp odstranéna pisobenim roztoku
15% ethanolamin/15 % voda/70% DMF po dobu 2x30 minut. Komplex peptid—pryskyfice byl
promyt sDMF a DCM a sulen za sniZeného tlaku. Zavérecéné od$tépeni bylo provedeno
michanim komplexu peptid—pryskyfice v 10 ml HF obsahujici 1 ml anizolu a dithiothreitol
(24 mg) pfi 0 °C po dobu 75 minut. HF byla odstran¢na probublavanim dusikem. Zbytek byl
promyt éterem (6x10 ml) a extrahovan 4N HOAc (6x10 ml).

Peptidova smés ve vodném extraktu byla purifikovana pomoci preparativni vysokotlaké kapalné
chromatografie reverzni faze (HPLC) za pouZiti sloupce VYDAC® Cys pro reverzni fazi (Nest
Group, Southborough, MA). Sloupec byl promyvan linearnim gradientem (20 aZ 50 % roztoku B
po dobu 105 minut) pritokovou rychlosti 10 ml/min (roztok A =voda obsahujici 0,1% TFA;
roztok B = acetonitril obsahujici 0,1% FTA). Byly odebirany frakce a kontrolovany na analytické
HPLC. Ty frakce, které obsahovaly &isty produkt byly spojeny a vysuSeny pomoci lyofilizace.
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bylo ziskani 135 mg bilé pevné latky. Na zaklad¥ analytické HPLC byla stanovena 98,6% &istota.
Analyzou pomoci hmotového spektrometru (MS(ES))S byla stanovena molekulova hmotnost
3339,7 (v souhlase s vypo&tenou molekulovou hmotnosti 3339,7).

PATENTOVE NAROKY

1. Analog GLP-1, ktery je (Aib™**)hGLP-1(7-36)NH,, nebo jeho farmaceuticky piijateln sil.
2. Analog GLP-1 podle néroku 1 k vyvolani agonistického &inku receptoru GLP-1.

3. Analog GLP-1 podle néroku 1 pro pouZiti jako 1é€ivo pro léCeni nemoci vybrané ze skupiny
zahrnujici diabetes typu I, diabetes typu II, obezitu, glukagonom, vylu€ovaci potiZe u dychacich
cest, metabolické potiZe, artritidu, osteopordzu, nemoci centralniho nervového systému, reste-
né6zu a neurodegenerativni nemoci.

4. Farmaceuticky prostfedek, vyzna&ujici se tim , Ze obsahuje analog GLP-1 nebo
jeho farmaceuticky pfijatelnou siil podle néroku 1 a dile farmaceuticky pfijatelny nosi¢ nebo
fedici latku.

Konec dokumentu
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