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Peptidy, zpiisob jejich vyroby, farmaceutické prostiedky tyto litky obsahujici a jejich
pouziti

Oblast techniky

Vynilez se tykd novych peptidi s inzulinovym t¢inkem, které jsou vhodné pro légeni Diabetes
mellitus (cukrovka), zpiisobu jejich vyroby, farmaceutickych prosttedki tyto latky obsahujicich a
Jjejich pouziti.

Dosavadni stav techniky

Inzuliny jsou tvofeny dvéma polypeptidovymi fetézci, a sice fetézcem A, ktery obsahuje 21
aminokyselinovych zbytki, a fetézcem B, ktery obsahuje 30 aminokyselinovych zbytkd. Oba tyto
fetézce A a B jsou vzijemné spojeny dvéma disulfidovymi mistky, pti€emZ jsou spojeny
cysteinové zbytky v polohdch A7 a B7, jehoZ i cysteinové zbytky v polohach A20 a B19. Tieti
disulfidovy mistek se nachazi mezi polohami A6 a All. Zvifeci a lidsky inzulin se tvoti ve
slinivce bfisni ve formé preproinzulinu. Lidsky preproinzulin sestava napfiklad z prepeptidu s 24
aminokyselinovymi zbytky, na které navazuje proinzulin s 86 aminokyselinovymi zbytky, a
uvedeny preproinzulin ma nasledujici konfiguraci:

Prepeptid-B—~Arg-Arg—C—Lys—Arg-A,

pfi¢emZ obecny substituent C znamend aminokyselinovy fetézec s 31 zbytky. V prib&hu
vyluCovéani z Langerhansovych ostriivkil se prepeptid od$tépi za vzniku proinzulinu. Potom se
fetézec C proteolyticky St€pi a vznika U¢inny lidsky inzulin.

Inzulin vykazuje v inzulinsenzitivni tkédni Siroké spektrum uéinki. Nejvyrazngjsi z téchto u&inkd
je rychlé snizovéni hladiny glukézy u savct v piipad® aplikace inzulinu. To je zplisobeno
rychlym pievodem glukézy z krve do svali a tukovych bunék, kde je glukéza spotfebovana.
Inzulin dale aktivuje glykogen—syntetdzu a inhibuje lipolyzu. Inzulin také podporuje syntézu
protein z aminokyselin a zesiluje indukci glukokindzy a fosfofruktokinazy a inhibuje tvorbu
ur¢itych enzymi glukoneogeneze, jakymi jsou pyruvéatkarboxylaza a fruktosadifosfataza.

Diabetes II. typu (na inzulinu nezavisly Diabetes) souvisi s rezistenci vi¢i inzulinu perifernich
tkani, jakymi jsou svalové nebo tukové tkan€. ZmenSend mira vyuziti glukédzy, ke které pfitom
dochazi, je zplisobena chybéjici inzulinovou stimulaci transportu a nasledného metabolického
zpracovani glukézy. Tato nasobna rezistence je pravdépodobné zplsobena defektem v receptoro-
vé nebo postreceptorové rovin€, tzn. pfed vznikem ¢lenu nazyvaného "second messenger”
(Garvey, Diabetes/Metabolism Rewiews, 5 (1989) 727-742).

Nyni bylo s ptekvapenim zjisténo, ze kratké peptidy mohou mit inzulinovy i¢inek a Ze se proto
hodi k 1é¢eni cukrovky (diabetes mellitus).

Podstata vynilezu

Pifedmétem vynalezu jsou peptidy, vybrané ze skupiny, zahrnujici Tyr-Gln-Leu—Glu-Asn-Tyr—
Cys—Asn, acetyl-Leu—Glu—Asn—-Tyr—Cys—Asn—OH, Asn-Tyr-Cys—Asn a

X-Q-Cys-D (1),

kde
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znaéi Tyr, His nebo Nal,

znadi Asp, Asn, D-Asp, D-Asn, 3—Ala nebo Azagly-NH,, a
znadi

a) vodikovy atom, nebo

b) skupinu (C,—C,3) —alkyl- C —

X OO

I

0
a stereoizomerni formy nebo fyziologicky prijatelné soli peptidu obecného vzorce II.
Jako vyhodné je mozno uvést peptidy se sekvenci Asn Tyr Cys Asn nebo Tyr Cys Asn.

Pod pojmem "alkylova skupina” se rozumi alkylové skupiny s pfimym nebo rozvétvenym
uhlovodikovym fetézcem. To samé plati pro zbytky, odvozené od alkylové skupiny, jakymi jsou
naptiklad alkoxylovy zbytek, aralkylovy zbytek a alkanoylovy zbytek.

Pod pojmem "fyziologicky pfijatelné soli slouCenin obecného vzorce II" se rozumi zejména
farmaceuticky pouzitelné nebo netoxické soli. Takové soli budou napiiklad tvofeny reakci
sloufenin obecného vzorce I, které obsahuji kyselé funkéni skupiny, naptiklad karboxylové
skupiny, s bdzemi, odvozenymi od alkalickych kovil a kovill alkalickych zemin, jakymi jsou
naptiklad sodik, draslik, hot¢ik a vapnik, nebo s fyziologicky pfijatelnymi organickymi aminy,
jakymi jsou napfiklad triethylamin a tris—/2-hydroxyethyl/~amin. Slouceniny, které obsahuji
bazické skupiny, jako napiiklad aminoskupiny nebo guanidiniové skupiny, tvofi soli
s anorganickymi kyselinami, jakymi jsou napfiklad kyselina solna, kyselina sirova nebo kyselina
fosfore¢nd, a sorganickymi kyselinami, tj. s organickymi karboxylovymi nebo sulfonovymi
kyselinami, jakymi jsou napfiklad kyselina octova, kyselina citronovd, kyselina benzoova,
kyselina maleinova, kyselina fumarova, kyselina vinna a kyselina p—toluen—sulfonova.
Slouceniny, které maji stejny pocet kyselych a bazickych skupin, tvofi vnitini soli a nejsou
odkazany na tieti solnotvornou slozku.

Pifedmétem vyndlezu je rovnéz zpisob vyroby vySe popsanych peptidi, jehoz podstata spoéiva
v tom, Ze se

a) uvede vreakci segment s C— koncovou volnou karboxylovou skupinou nebo jeho
aktivovany derivat s odpovidajicim segmentem s N-koncovou volnou aminoskupinou,
nebo se

b) peptid postupné zkonstruuje,

a sloudenina, ziskand ve stupni a) nebo b), se pfipadné zbavi jedné nebo vice doasné
zavedenych ochrannych skupin pro ochranu ostatnich funkci a takto ziskané slouceniny se
ptipadné pfevedou na jejich fyziologicky ptijatelné soli.

Peptidy podle vynédlezu se pfipravuji obecnymi metodami, pouzivanymi v chemii peptidd,
spocivajicimi bud’ v postupné vystavbé peptidu od C—terminédlniho konce, nebo v kopulaci
vhodnych segmenti (Houben—Weyl, Methoden der Organischen Chemie, sv. 15/1,2). Kopulace
peptidd mohou byt napfiiklad provedeny metodou smésnych anhydridd, pfes aktivni ester nebo
karbodiimidovou metodou, a to zejména za pfidavku latek, urychlujicich reakci a branicich
racemizaci, jakymi jsou napfiklad 1-hydroxybenzotriazol, N-hydroxysukcimid, 3-hydroxy—4—
0x0-3,4—dihydro—1,2,3-benzotriazin, N-hydroxy—S5—norbornen-2,3—dikarboximid, a déle za
pouziti aktivnich derivatd 1-hydroxybenzotriazolu nebo anhydridi kyseliny fosforecné,
fosfonové nebo fosfinové, pii teploté v rozmezi -10 °C az teplota varu pouzitého rozpoustédla,
vyhodné v rozmezi -5 °C az 40 °C.
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Vhodnymi rozpoustédly pro takové reakce jsou dimethylformamid, dimehthylacetamid, N—
methylpyrrolidon nebo dimethylsulfoxid.

Pokud se rozpustnost reakénich slozek dovoluje, mohou byt jako rozpoustédla pouzity
methylenchlorid, chloroform nebo tetrahydrofuran. Uvedené metody pfipravy peptidd jsou
popséany: Meinehofer-Gross, "The Peptides"/, Academic Press, sv. I, /1979/.

V ptipadé, ze jsou funkéni skupiny v bo¢nim fetézci aminokyselin chranény za G¢elem zabranéni
vedlejsich reakci nebo za ucelem syntézy specidlnich peptidii vhodnymi ochrannymi skupinami
/viz naptiklad T.W. Greene, "Protective Groups in Organic Synthesis"/, potom se pfedeviim
pouzivaji:

Arg/Tos/,
Arg/Mts/,
Arg/Mtr/,
Arg/PMC/,
Asp/OBzl/,
Asp/OBut/,
Cys—/4-MeBzl/,
Cys/Acw/,
Cys/SBut/,
Glu/OBzl/,
Glu/OBut/,
His/Tos/,
His/Fmoc/,
His/Dnp/,
His/Trt/,
Lys/Cl-Z/,
Lys/Boc/,
Met/O/,
Ser/Bzl/,
Ser/But/,
Thr/Bzl/,
Thr/But/,
Trp/Mts/,
Trp/CHO/,
Tyr/Br-Z/,
Tyr/Bzl/ nebo
Tyr/But/.

Jakozto ochranné skupiny aminové skupiny se vyhodné pouzivaji benzyloxykarbonylovy zbytek
(Z-), ktery je odstépitelny katalytickou hydrogenaci, 2—(3,5-dimethyloxyfenyl)-propyl(2)-
oxykarbonylovy zbytek (Ddz-), ktery je odstépitelny slabymi kyselinami, nebo tritylovy zbytek
(Trt-), ktery je rovnéZz odstépitelny slabymi kyselinami, a 9—fluorenylmethyloxykarbonylovy
zbytek (Fmoc-), ktery je odstépitelny sekundarnimi aminy. Skupina SH cysteinu miize byt
blokovana celou fadou ochrannych skupin. S vyhodou se zde pouzivaji tritylovy zbytek (Trt—) a
S—terc.butylovy zbytek (StBu-). Tritylovy zbytek miZe byt odstépen bud’ oxidaci jodem za
vzniku cystinovych sloudenin, nebo redukujicim kyselym §tépenim za vzniku cysteinovych
slou¢enin (Leibigs Ann. Chem. 1979, 227-247).

Naproti tomu S—terc.butylovy zbytek bude nejlépe odstépen redukéné pisobenim tributylfosfinu
(Aust. J. Chem. 19 /1966/, 2355-2360). Skupiny OH a COOH v bo¢nich fetézcich se nejlépe
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chrani kysele odstépitelnym terc.butylovym zbytkem (tBu-) (viz také: Meienhofer—Gross: "The
Peptides”, sv. 3).

Sloudeniny podle vynalezu a jejich fyziologicky pfijatelné soli slouzi pfedev3im jako Cinné
latky pro farmaceutické pripravky pro léCeni cukrovky (Diabetes mellitus) nebo cukrovky,
nezavislé na inzulinu.

Pfedmétem vynalezu je proto také farmaceutickd kompozice, jehoz podstata spoCiva v tom, ze
obsahuje alespoii jednu slouceninu podle vynalezu, a/nebo alespoii jednu z jejich fyziologicky
pfijatelnych soli v rozpu$téné, amorfni a/nebo krystalické formé, vyhodné v amorfni a/nebo
krystalické formé, pfi¢emz nejsou vyloueny ani slou¢eniny H-Leu Glu—Asn-Tyr—Cys—-Asn—OH
nebo H-Tyr-GIn-Leu—Glu—-Asn-Tyr-Cys—Asn—OH.

Pro tuto farmaceutickou kompozici jsou vhodnymi peptidy:

Asn Tyr Cys Asn,
H-Tyr-Gln-Leu—-Glu—Asn—-Tyr-Cys—Asn—OH nebo
Tyr Cys Asn a/nebo

jejich fyziologicky pfijatelné soli.

Farmaceutickou kompozici je s vyhodou roztok nebo suspenze pro injekéni u€ely s hodnotou pH
mezi asi 3,0 a 9,0, s vyhodou mezi asi 5,0 a 8,5, ktery, popiipadé ktera, obsahuje vhodné
izotonické ¢inidlo, vhodné konzervacni ¢inidlo a ptipadné vhodny pufr, jakoz i pfipadné depotni
(¢innou slozku, viechno pfirozené ve sterilnim vodném roztoku nebo ve sterilni vodné suspenzi.
Zbytek kompozice je tvofen nosiCem.

Vhodnymi izotonickymi &inidly jsou naptiklad glycerin, gluk6za, mannit, chlorid sodny a
vapenaté nebo hofe¢naté slouceniny, jako napiiklad chlorid vapenaty nebo chlorid hofe¢naty.

Vhodnymi konzervaénimi €inidly jsou naptiklad fenol, m—krezol, benzylalkohol a/nebo ester
kyseliny p—hydroxy benzoové.

Jako pufry mohou byt zejména k nastaveni hodnoty pH mezi 5,0 a 8,5 pouzity naptiklad octan
sodny, citran sodny a fosfore¢nan sodny. Jinak jsou k nastaveni hodnoty pH kompozice vhodné i
fyziologicky nezavadné ziedéné kyseliny /typicky kyselina chlorovodikové/, popfipadé louhy
/typicky hydroxid sodny/.

Za u¢elem modifikace u¢inkového profilu kompozice podle vynialezu mohou byt do kompozice
pfimiseny i modifikované /viz EP-B 132 769 a EP-B 132 770/ a/nebo nemodifikované inzuliny,
s vyhodou hovézi, vepfovy nebo lidsky inzulin, zejména lidsky inzulin.

Farmaceutickd kompozice podle vyndlezu se ptipravi tak, ze se do vhodné aplikani formy
upravi smés alespofi jedné slouceniny obecného vzorce I nebo II a/nebo alespoii jedné z jejich
fyziologicky ptijatelnych soli a pfipadné modifikovanych a/nebo nemodifikovanych inzulint
nebo jejich derivati s fyziologicky pfijatelnym nosi¢em a pfipadné s vhodnymi pfisadami a
pomocnymi latkami.

V nasledujici ¢asti popisu bude vynalez blize objasnén pomoci konkrétnich piikladi jeho
provedeni, pfi¢emz tyto pfiklady maji pouze ilustrativni charakter a vlastni rozsah vynalezu,
definovany formulaci patentovych naroku, nikterak neomezuji.
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Piiklady provedeni vynilezu

Priklad 1

H-Tyr—Cys—Asn—-OH

Stuperi la
Fmoc-Tyr/tBw/-Cys/Trt/~Asn—OtBu

K roztoku 3,4 g Fmoc-Tyr/tBu/~OH, 3,95 g /7,4 mol/ H-Cys/Trt/~Asn—OtBu /Liebigs Ann.
Chem. 1979, 242/, a 1 g HOBT v 50 ml dimethylformamidu se pfi teploté 0 °C a za michani
pfida 1,63 g DCC, naceZ se ziskand smés micha po dobu jedné hodiny pti teploté 0 °C a potom
se odstavi pres noc pfi pokojové teploté. Druhy den se filtraci pod tlakem oddéli sraZenina a
filtrat se zahusti. Zbytek se rozetfe s octanem ethylnatym, pti¢emz se ziska 2,83 g produktu.
Z mate¢ného louhu se izoluje jesté 3,63 g produktu.

Celkovy vytézek: 6,46 g /89 %/,

C53H62N408 /975,2 1 8/,

teplota tani: 121-114 °C;

[0]*'p =-15,3° /c = 1, v methanolu/.

Stupeii 1b

H-Tyr/tBu/~Cys/Trt/~Asn—OtBu

6 g /6,15 mol/ Fmoc-Tyr/tBu/-Cys/Trt/~Asn—OtBu se rozpusti ve 100 ml dimethylformamidu.
K takto ziskanému roztoku se potom pfida 6,8 g diethylaminu a smés se nech4 stat po dobu 10
minut pfi pokojové teploté. Potom se smés zahusti za vysokého vakua a zbytek se chromatogra-
fuje na silikagelu za pouziti eluéni soustavy, tvofené methylenchloridem, kterou se eluuje
lipofilni nedistota, zatimco pozadovana latka se eluuje smési methylenchloridu a methanolu

v objemovém poméru 9,5:0,5.

Vytézek: 4,4 olejovitého produktu /95 %/;
Ca3Hs:N,O6S /752,976/.

Stuper lc

H-Tyr—Cys—Asn—OH

2,2g /2,9 mmol/ H-TyrtBu/~Cys/Trt/—Asn—-OtBu se rozpusti ve smési 25 ml Kkyseliny
trifluoroctové a 25 ml ethylmetkarptanu. Po 4 hodinach se roztok nalije do 250 ml vody. Vodny
roztok se potom tfikrat extrahuje etherem a nakonec vysusi mrazovou sublimaci /lyofilizaci/.
Vytézek: 1,05 g /91 %/,

[0]Po=-1,1°/c =1 ve vod&/.

Piiklad 2

H-Asn—Tyr—Cys—Asn—OH
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Stupeii 2a
Fmoc—Asn—Tyr/tBu/~Cys/Trt/~Asn—-OtBu

K roztoku 2,2 g /2,9 mmol/ H-Tyr/tBu/~Cys/Trt/~Asn—OtBu, 1,04 g Fmoc-Asn—-OH, 0,39 g
HOBt ve 30 ml dimethylformamidu se za michani a pfi teploté 0 °C pfida 0,64 g DCC. Smés se
potom micha po dobu jedné hodiny pfi teploté 0 °C, nalez se pies noc odstavi pfi pokojové
teploté. Druhého dne se srazenina oddéli podtlakovou filtraci a filtrat se zahusti. Zbytek se
rozpusti voctanu ethylnatém a potom postupné extrahuje vodou, nasycenym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného, roztokem hydrogensiranu draselného a vodou, nacez se vysusi nad
siranem sodnym. Zbytek se rozetfe s petroletherem.

Vytézek: 1,98 g /63 %/,
C61H63N60]05 /1 089, 323/,
[a]p =-18,8° /c = 1 v methanolu/.

Stuperi 2b
F-Asn-Tyr/tBu/~Cys/Trt/~Asn—OtBu

1,9 g /1,74 mmol/ Fmoc—Asn—Tyr/tBu/~Cys/Trt/~Asn—OtBu se rozpusti v 50 ml dimethyl-
formamidu. K takto ziskanému roztoku se potom pfida 1,8 ml diethylaminu a smés se odstavi na
dobu 15 minut pfi pokojové teploté. Reakéni smés se potom zahusti za vysokého vakua a zbytek
se rozetfe v octanu ethylnatém a vysusi za vakua.

Vytézek: 0,98 g /65 %/,
C47H53NﬁOgS /867,081/,
[o]*'p =-7,2° /c = 1, v methanolu/.

Stupefi 2¢
H-Asn—-Tyr—Cys—Asn—OH

0,9 g /1 mmol/ vySe uvedenym zplsobem ziskané sloueniny se rozpusti ve smési 10 ml
ethylmerkaptanu a 10 ml kyseliny trifluoroctové. Po 4 hodinach se reakéni smés nalije do 100 ml
vody. Vodny roztok se potom tfikrat extrahuje etherem a vysu$i mrazovou sublimaci
/lyofilizaci/.

Vytézek: 455 mg /89 %/;
Connge.OgS /51 2,547/,
[0)®p = -26,0° /c = 1, ve vod¥/.

Ptiklad 3
Acetyl-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys—-Asn—-OH

K roztoku 2,0 g /1,56 mmol/ H-Leu-Glu/OtBu/~Asn—Tyr/tBu/~Cys/Trt/~Asn—OtBu-trifluor-
acetatu /Liebigs Ann. Chem. 1979, 243/ ve 30 ml dimethylformamidu se pfidd 0,4 ml N-
ethylmorfolinu a 0,53 g acetyl-N-hydroxysukcinimidu. Po étyfech hodinach pii teploté okoli se
reakéni smés zahusti za vysokého vakua. Zbytek se rozpusti v octanu ethylnatém a ziskany
roztok se postupné vytiepe do nasyceného vodného roztoku hydrogenuhliCitanu sodného,
vodného roztoku hydrogensiranu draselného a do vody. Pfitom vypadne srazenina, ktera se
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oddéli podtlakovou filtraci, pti€emz se ziska 1,3 g produktu. Ethylacetatova faze se vysuSi nad
siranem sodnym a zahusti, zbytek se rozette s diethyletherem a odsaje. Ziska se 0,8 g produktu.
Celkovy vytézek: 2,1 g /vy3si nez 100 %/.

1,3 g /asi 1,07 mmol/ vySe uvedenym zplsobem ziskané Cisté Sarze Ac-Leu-Glw/OtBu/~Asn—
Tyr/tBu/~Cys/Trt/~Asn—OtBu se rozpusti ve smési 30 ml kyseliny trifluoroctové a 30 ml
ethylmerkaptanu. Po &tyfech hodinach se reakéni smés nalije do 300 ml vody a vodny roztok se
téikrat extrahuje diethyletherem. Vodna faze se potom vysusi mrazovou sublimaci /lyofilizaci/.

Vytézek: 740 mg /87 %/
C33H43N8013S /796,86/,
[0]Pp=-25,1°/c = 1, ve vod&/.

Priklad 4

Syntéza H-Tyr/Bu’/-GIn-Leu-Gluw/OBu’/-Asn-Tyr/Bu/~Cys/Trt/~Asn~Obu".HBr /7 HBr/
Stupeii 4a

Ddz-Tyr/Bu'/~GIn-ONb /16/

K roztoku 25,24 g /55 mmol/ Ddz-Tyr/Bu/-OH, 15,88 g /50 mmol/ H-GIn-ONb.HCl a 6,75 g
1-hydroxybenzotriazolhydratu ve 100 ml N,N—dimethylformamidu se pfi teploté -3 °C ptfida
6,4 ml /50 mmol/ N~ethylmorfolinu a 10,5 g dicyklohexylkarbodiimidu. Tato smés se micha po
dobu jedné hodiny pti teploté 0 °C a potom jesté po dobu jedné hodiny pfi teploté okoli, nacez se
odstavi pfes noc pfi teploté okoli. Vyloudena srazenina se oddéli podtlakovou filtraci a filtrat se
zahusti. Rezultujici olej se rozpusti v octanu ethylnatém a ziskany roztok se potom postupné
promyje vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného, citratovym pufrem /pH 3/ a vodou,
nacez se vysusi nad siranem sodnym a zahusti. Olejovity produkt se rozetie s petroletherem na
prasek a oddéli podtlakovou filtraci. Potom se tfikrat povafi vzdy ve 100 ml diizopropyletheru a
dekantuje. Nakonec se rozetfe se studenym diizopropyletherem, oddéli podtlakovou filtraci a
promyje petroletherem.

Vytézek: 32,8 g /92 %/,

teplota tani: 80 az 90 °C;

[a]zzo =+15,1°/c = 1, v methanolu/;
elementarni analyza:

C37HyeN4Oyy C 1%/ H/%/ N/%/
vypodteno 61,48 6,41 7,75
nalezeno 61,3 6,7 7.9.
Stupeii 4b

Ddz-Tyr/Bu'/~GIn-OH.dicyklohexylamin

K roztoku 32,5 g /45 mmol/ produktu 16 az 500 ml methanolu se pfida 5 ml vody a Pb/BaSO; a
smés se hydrogenuje po dobu 7 hodin. Potom se katalyzator odstrani podtlakovou filtraci a filtrat
se zahusti. Rezultujici olej se potom rozpusti ve 250 ml octanu ethylnatého. K ziskanému
roztoku se pfida 11,3 ml /55 mmol/ dicyklohexylaminu a smés se necha stat po dobu nékolika
hodin pfi teploté 3 °C, nacez se vyloucena srazenina oddéli podtlakovou filtraci. Tato srazenina
se potom rozetie v tfeci misce s octanem ethylnatym, oddéli podtlakovou filtraci a vysusi za
vakua.
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Vytézek: 27 g /78 %o/,
teplota tani: 170-171 °C;
[0])®p =+ 10,2° /c = 1, v methanolu/.

Elementarni analyza:

C42HgsN,Oo C/%/ H/%/ N/%/
vypocteno 65,6 8,39 7,28
nalezeno 65,4 8,5 7,3.
Stupen 4c

Ddz-Tyr/Bu/-GIn—OH /17/

2,9 g /3,7 mmol/ Ddz-Tyr/Bu'/~GlIn-OH.dicyklohexylaminu se rozdéli mezi octan ethylnaty a
citratovy pufr /pH 3/. Ethylacetatova faze se promyje vodou az do neutralni reakce, vysusi nad
siranem sodnym a zahusti. Jako zbytek se ziska amorfni produkt 17.

Vytézek: 2 g /90 %/;

teplota tani: 110-115 °C;
[0]p =+ 19,8 /c =1, v methanolu/.

Elementarni analyza:

C30Hai1N3O, /587,68/

C/%/ H/%/ N/%/
vypodteno 61,31 7,03 7,15
nalezeno 60,6 7,2 7,0
Stupen 4d

Ddz-Tyr/Bu'/~Gln—Leu—Glu/Obu/~Asn-Tyr/Bu'/~Cys/Trt/~Asn—Obu'/18/

9,7 g /16,5 mmol/ produktu 17, 19,2 g /15 mmol/ slou€eniny z piikladu 3 a 2,025 g /15 mmol/
HOBt se pti pokojové teploté a za michani rozpusti ve 30 ml N,N—dimethylformamidu. Smés se
potom ochladi na teplotu 0 °C, piida se k ni 1,95 ml /15 mmol/ N—ethylmorfolinu, jakoZ i roztok
3,3 g /16 mmol/ dicyklohexylkarbodiimidu a 9 ml N,N-dimethylformamidu a smés se nejdfive
micha pfi teploté 0 °C po dobu jedné hodiny a potom jesté ¢tyfi hodiny pfi pokojové teplote,
nalez se pies noc necha stat pfi pokojové teploté a dicyklohexylmocovina se odsaje. Po dvoj-
nasobném promyti vzdy 4,5 ml N,N—dimethylformamidu se filtrat pfilije do 159 ml nasyceného
vodného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného a smés se micha tak dlouho, az se vyloudi
praskova sraZenina. Tato sraZenina se odsaje, rozetfe s citrditovym pufrem, znovu odsaje,
promyje vodou aZz do neutralni reakce a vysusi pfi tlaku asi 13,3 Pa /vytézek: 23,1 g/. Tento
surovy produkt se zahteje na parni lazni az témér k teploté varu, fidka suspenze se pfechovava
pfes noc pii teploté 3 °C, sraZenina se odsaje a promyje octanem ethylnatym a etherem.

Vytézek: 20 g /76,8 %/;
[a]?p =-10,2° /c = 1, v methanolu/.

Ziskany produkt se rozklada pti teploté od 205 °C a zuhelnati zhruba pfi teploté 250 °C;

aminokyselinova analyza:
Asp 2,00; Glu 2,01; Cys 0,75; Leu 0,99; Tyr 1,95.
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Elementarni analyza:
CoaH123N11040S /1735,15/

C/%/ H/%/ N/%/ S/%/
vypocteno 63,68 7,15 8,88 1,85
nalezeno 62,0 7,2 8,6 2,1.

Stupeii 4e
H-Tyr/Bu/~-Gln-Leu—Glu/OBu'/~Asn—Tyr/Bu’/~Cys/Trt/~Asn/OBuY. HBr /7.HBr/

3,5 g /2 mmol/ produktu 18 se za michani rozpusti ve smési 1,75 ml kyseliny trifluoroctové
/20 mmol/, 0,35ml vody a 33 ml methylendichloridu /asi 35ml 5% roztoku v kyseling
trifluoroctové s 1 % vody/ a 3,5 ml anisolu. Ziskany roztok se potom miché po dobu 3 hodin pii
pokojové teploté, nacez se k nému pfida pyridin v mnoZstvi 2 ml /24,8 mmol/ a smés se zahusti
pfi tlaku asi 13,3 Pa. Zbytek se rozetfe s etherem, podtlakové odfiltruje, promyje etherem,
vysudi, promyje vodou a vysu$i nad oxidem fosforednym /vytézek: 3,35 g/. Za uéelem dalsiho
¢isténi se produkt dvakrat kratce povafi vzdy s 20 ml octanu ethylnatého, nadez se za tepla
podtlakové odfiltruje. Potom se produkt jesté promyje etherem.

Vytézek: 3,0 g /92 %/,
teplota tani: 255-265 °C /za rozkladu/;
[a]zZD =-20,2° /c = 1,v methanolu/.

Aminokyselinova analyza:
Asp 1,97; Glu 2,00; Cys 0,61; Leu 1,00; Tyr 2,01.

Elementarni analyza:
CgoH“oBrN]]O]ﬁS /1 593,8/

C/%/ H/%/ N/%/ S/%/
vypoéteno 60,23 6,96 9,67 2,01
nalezeno 60,6 7,0 9,5 2,2.

Priklad 5

Biologicka aktivita peptidii podle vynalezu obecného vzorce I nebo II byla stanovena pomoci
vypreparovanych tukovych bunék a vyseki branice /diafragma/ krys. Vyraz tripeptid se vztahuje
na Tyr Cys Asn-OH a vyraz hexapeptid se vztahuje na acetyl-Leu Glu Asn Tyr Cys Asn—OH.
Vyraz "bazélni" se vztahuje na aktivitu bez stimulace, vyraz inzulin se vztahuje na lidsky inzulin
a dpm znamena radioaktivni rozpady za minutu.

Preparace tukovych bunék z krys probiha néasledujicim zpisobem:

tukova tkan nadvarlat /krysy Wistar s t€lesnou hmotnosti 160 az 180 g a s 2idnym omezenim
v potravé/ se zpracuje kolagendzou a ziskané osamostatnélé tukové buiiky se vicekrat promyji
flotaci.

Priprava vysekl krysi diafragmy: z vicekrat promyté hemidiafragmy /krysy Wistar s télesnou
hmotnosti 60 az 70 g a s Zidnym omezenim v potravé/ byly vyseknuty malé kousky /primér
5 mm/ tkané.

Oba nasledujici testy zahrnuji insulinem stimulovatelné pohlceni glukézy, které vyzaduje
inzulinem indukovanou kaskadu pfenosu signald a transport glukdzy, a to nezavisle na tom, zda
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je gluk6za metabolizovana oxidaéné (glykolyza, pies pentosofosfit) nebo neoxidatné. Je
sledovana transformace na lipidy, glykogen nebo membranou neprostupné vedlejsi produkty
/glukdzo—6—fosfat/, aviak nikoliv vznik laktéatu.

a) Krysi tukové buriky se inkubuji v pfitomnosti nebo nepfitomnosti inzulinu a peptidu s
D-[U-"C]glukézou /koncova koncentrace D—glukézy 22 uM/. Tukové buiiky se potom oddéli
odstfedénim pfes vrstvu silikonového oleje od ostatniho média, izoluji se a potom se stanovi
radioaktivita, pfidruzena k témto buitkam.

b) Vyseky krysi diafragmy se inkubuji v pfitomnosti nebo nepfitomnosti inzulinu a peptidu
s D-[U-"*C]glukézou /koncové koncentrace D—glukézy 75 pM/. Médium se odsaje. Vyseky
tkdné se nékolikrat promyji a potom se solubilizuji zpracovanim alkalii za uCelem stanoveni
radioaktivity, pfidruzené k této tkani.

Ziskané vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce 1.

Tabulka 1
Pohlceni glukézy
b/ diafragma a/ tukové buriky
Inzulin  Tripeptid Hexapeptid  Inzulin Tripeptid = Hexapeptid
[dpm]
0,1 mM 7591 7429 1838 1488
0,5 mM 8540 7752 2947 1917
1 mM 11588 8597 6533 4218
0,5 ng 10055 4379
5 ng 20841 26312
bazalni 7348 1235
Piiklad 6
Transport glukdzy

Tukové bunky a vyseky diafragmy byly ziska stejnym postupem jako v piikladu 5. Nasledujici
testy zahrnuji vylu¢né insulinem stimulovatelny specificky transport glukézy /ulehCena difuze/
pies plazmatickou membranu prostfednictvim nosie glukézy vcéetné inzulinem indukované
kaskady pienosu signali. Vliv glukézového metabolismu na transport glukézy byl vyloucen
pouzitim nemetabolizovatelného glukézového analogu.

a) Kryci tukové buriky byly inkubovany v pfitomnosti nebo nepfitomnosti inzulinu a peptidu s 2—
deoxy-D—[1-*H]glukézou /koncovéa koncentrace D—glukézy 0,2 mM/ a L-[1-"*C]- glukézou
/netransportovatelna/. Za Gi€elem stanoveni radioaktivity / [’H] a [**C] se buiiky odd&li od média
odstfedénim pfes vrstvu silikonového oleje. Specificky stereoselektivni glukdzovy transport se
vypolte jako rozdil mezi celkovou radioaktivitou, pfidruzenou k tukovym burkam / H]-

glukéza/, a radioaktivitou, pfidruzenou ktémto buiikdm difuzi a nespecifickym vlivem
/["*Clglukéza/.

-10-
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b) Vyseky kry51 diafragmy se inkubuji v pfitomnosti nebo nep¥itomnosti inzulinu a peptldu s 2—
desoxy—-D—[1-’H]glukézou /koncova koncentrace D-glukézy 0,1 mM/ a L-[1-"C]glukézou.
Vyseky tkané byly potom oddéleny od média rychlou filtraci ptes sklenénou fritu a intenzivné
promyty. Radioaktivita se méfi v alkalickém extraktu.

Ziskané vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce 2.

Tabulka 2
Transport glukozy

a/ tukové bunky b/ diafragma

Inzulin ~ Tripeptid Hexapeptid  Inzulin Tripeptid = Hexapeptid

[dpm]

0,1 mM 2289 2218 8836 8450
0.5 mM 3055 2842 9822 8928
1 mM 5781 3922 11252 9676
0,5 ng 4851 10828
5 ng 20342 17750
bazalni 2311 8522
Piiklad 7

Esterifikace in vitro

Pfi tomto testu se mira inzulinem stimulovatelné esterifikace méti na transformaci glycerin—3—
fosfatu na lipidové produkty /triglyceridy, fosfolipidy/. Této esterifikace se za&astiiuji enzymy
lipidové syntézy /napf. Acyl-CoA: L-glycerin—3—fosfat acyltransferdza/ v&etné inzulinem
indikované kaskady prenost signali. Transport glukézy pfitom nehraje zadnou roli, jak to
dokazuje chybéjici inhibice esterifikace cytochalasinem B.

Krysi tukové buriky, ziskané postupem, popsanym v piikladu 5, se inkubuji s D-glukézou
/koncova koncentrace 33 pM/ v piitomnosti nebo nepfitomnosti inzulinu a peptidu, nadez se za
UCelem permeabilizace plazmatickou membranou /bez poruseni vnitinich membran/ zpracuji
nizkymi koncentracemi saponinu. Po ptidani L-[U-"*C]glycerin—3—fosfatu se v inkubaci pokra-
Cuje. Potom se pfidad v toluenu rozpustné scintilaéni &inidlo a lipid se od vodné faze oddéli
odstfedénim. Toluenova faze obsahujici lipid se odstrani a stanovi se jeji radioaktivita. Ziskané
vysledky jsou uvedené v nasledujici tabulce 3.

<11 -
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Esterifikace tukovymi buitkami
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Inzulin pTripetid
[dpm] [dpm]
0,1 mM 3710
0,5 mM 4422
1 mM 5398
0,5 ng -
5 ng 3640
bazalni 3842
Priklad 8
Lipogeneze

Krysi tukové buiiky, ziskané postupem podle pfikladu 5, se zpracuji nizkymi koncentracemi
trypsinu za G¢elem proteolytické inaktivace inzulinovych receptorii. Po pfidavku proteize-
inhibitori se tukové butiky dvakrat promyji flotaci a v inkubaci se pokraguje po dobu 15 minut
pii teplot¢ 37 °C. Tyto buriky se potom pouZiji pro test na stimulaci lipogeneze peptidy.
Kontrolni inkubace s inzulinem ukazuje, Ze trypsinem o3etfené buiiky vykazuji jen velmi malou
inzulinem stimulovanou lipogenezi a tim i jen ohrani¢eny pocet funkénich inzulinovych
receptorll (s ohledem na vazéni insulinu). Tento test takto mé&fi stimulaci lipogeneze zasahy do
inzulinem indikované kaskady pfenadeni signali po vazani inzulinu jeho receptory. Ziskané

vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce 4.

Tabulka 4
Lipogeneze
Inzulin Tripeptid
[dpm] [dpm]
0,1 mM 3250
0,5 mM 4145
1 mM 5072
5 ng 3087
0,5 ng -
bazalni 2355
Piiklad 9

Profil krevni glukézy u mysi

-12-
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Mysi sami¢ky Charles River Wiga Balb—C s télesnou hmotnosti 17 az 21 g /stafi asi 30 dni/
dostavaly standardni potravu. 16 hodin pfed zapocetim testu jiz mySi nedostaly Zadnou potravu.
Skupinam po 5 pokusnych zvifatech byl intravenézné podén vodny roztok (pH 6) slouCeniny
z ptikladu 4 (oktapeptid). Aplika¢ni objem ¢inil 0,3 ml/zvite.

Tabulka 5 ukazuje hodnoty krevni glukdzy v procentech jako rozdil mezi kontrolni skupinou /5
pokusnych zvifat; aplikovan pouze roztok pufru pH 6 v aplikatnim objemu 0,3 ml/zvife) a
skupinou zvitat, kterym byl aplikovan oktapeptid. V tabulce je uvedena vzdy pro kazdou skupinu
prumérna hodnota.

Tabulka 5
Profil krevni gluk6zy
Cas [minuty] Oktapeptid [%0]

500 pg/zvife 1000 pg/zvire
20 -2 -31
40 -5 -19
60 -13 -23
75 21 24
90 21 -19

PATENTOVE NAROKY

1. Peptidy, vybrané ze skupiny, zahrnujici Tyr-Gln-Leu-Glu—Asn—Tyr—Cys—Asn, acetyl-
Leu—Glu—Asn-Tyr—Cys—Asn—OH, Asn—Tyr—Cys—Asn a peptid obecného vzorce 11

X—Q-Cys-D (1),
kde
Q znaéi Tyr, His nebo Nal,
D znadi Asp, Asn, D-Asp, D-Asn, 3~Ala nebo Azagly-NH,, a
X znaci

a)  vodikovy atom nebo
b)  skupiny (C;—C;s)-alkyl-C

I
0]
a stereoizomerni formy nebo fyziologicky pfijatelné soli peptidu obecného vzorce Il
2. Peptid podle naroku 1 se sekvenci Asn Tyr Cys Asn nebo Tyr Cys Asn.
3. Farmaceuticky prostiedek pro oSetfeni diabetes mellitus, vyznacujici se tim,

Ze obsahuje (¢inné mnoZstvi alespori jednoho peptidu podle naroku 1 nebo 2 v rozpusténé,
amorfni nebo krystalické formé.

-13 -
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4. Zputsob vyroby peptidi podle ndroku 1 nebo2, vyznac€ujici se tim, Zese

a) uvede vreakci segment sC-koncovou volnou karboxylovou skupinou nebo jeho
aktivovany derivat s odpovidajicim segmentem s N-koncovou volnou aminoskupinou,
nebo se

b)  peptid postupné zkonstruuje,
a slou€enina ziskana ve stupni a) nebo b) se ptipadné zbavi jedné nebo vice docasné zavedenych
ochrannych skupin pro ochranu ostatnich funkci a takto ziskané slouceniny se pfipadné pievedou

na jejich fyziologicky pfijatelné soli.

5. Pouziti alespori jednoho peptidu podle naroku 1 nebo 2 pro vyrobu lé€iv pro lé€eni diabetes
mellitus nebo na inzulinu nezavislé cukrovky.

Konec dokumentu
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