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Derivity GLP-1(7-37) nebo jeho analogy, farmaceuticky prostiedek je obsahujici a jejich
pouziti

Oblast techniky:

Tento vynalez se tyka novych derivatd lidského peptidu glukagonového typu—1 (GLP-1) a jeho
fragmenti: a analog takovych fragmentd, které maji dlouhodoby profil pisobeni, a metody jejich
piipravy a pouziti.

Dosavadni stav techniky:

Peptidy se Siroce vyuZivaji v lékafské praxi, a protoe mohou byt vyrabény technologii rekombi-
nace DNA, tak se olekéva, Ze se jejich vyznam bude zvydovat i v pfistich letech. Obecné se
zjistilo, %e pfirodni peptidy a jejich analoga pouzivané v terapii maji vysokou odbouratelnost.
Vysoké odbouratelnost terapeutickych pfipravki je nevyhovujici v pfipadech, kdy je potfeba
udrzovat po deldf dobu jejich vysokou hiadinu v krvi, protoZe budou nezbytnd opakovana
podévani, PHklad peptidd s vysokou odbouratelnosti jsou: ACTH, faktor zpisobujici vypousténi
kolikotropinu, angiotensin, kalcitonin, inzulin, glukagon, peptidy glukagonového typu—1, peptidy
glukagonového typu-2, ristovy faktor inzulinového typu—1, ristovy faktor inzulinového typu—2,
gastroinhibi¢ni peptid, faktor zpidsobujici vypousténi somatotropinu, hlen vymesujici peptid
aktivujici adenylét cyklasu, sekretin, enterogastrin, somatostatin, somatotropin, somatomedin,
parathyroidni hormon, trombopoietin, erythropoietin, faktory zpisobujici vypousténi hypo-
thalamu, prolaktin, hormony stimulujici thyroid, endorfiny, enkefaliny, vasopresin, oxytocin,
opiatavé peptidy a jejich analoga, hyperoxid dismutasy, interferon, asparginasa, arginasa, arginin
dcaminasa, adenosin deaminasa a ribonukleasa. V nékterych ptipadech je mozné ovlivnit profil
vypousténi peptidi pomeci vhodnych farmaceutickych ptipravki, ale tento pfistup m4 razné
nedostatky a neni obecné pouZitelny.

Hormony regulujici sekreci inzulinu patfi k tzv. ose tenkého stfeva (enteroinsulami ose), oznadu-
jici skupinu hormond, uvolnénych z gastrointestindlni sliznice jako odezva na piitomnost
a absorbei %ivin ve stfevd, coZ podporuje véasnost a potencialnf uvolnéni inzulinu. Efekt zvySené
sekrece inzulinu tzv. inkretinovy efekt je pravdépodobn& nezbytny pro normalni toleranci
glukézy. Mnoho z gastrointestinélnich hormony véetnd gastrinu a sekretinu (cholecystokinin
v ¢lovéku neni inzulinotropicky) jsou inzulinotropické, ale pouze ty fyziologicky dileZité, které
jsou zodpov&dné za inkretinovy efekt, jsou inzulinotropické glukézdependentni polypeptidy
apeptidy glukagonového typu-1 (GLP-1). Kvili svému inzulinotropickému efektu ihned
piipoutal GIP izolovany v roce 1973 (1) many zijem mezi diabetology. Nicmén& Cetné
vyzkumy provédéné v prib&hu nasledujicich let jasné ukazuji, ze defektni sekrece GIP nebyla
zahrnuta v patogenesi inzulindependentniho diabetes mellitus (IDDM) nebo inzulinnondepen-
dentniho diabetes mellitus (NIDDM) (2). Kromé toho bylo zjisténo, ze GIP jako inzulinotropicky
hormon je téméf neddinny pHi NIDDM (2). Jinym inkretinovym hormonem je GLP-1, ktery je
nejutinnéj$i znmou inzulinotropickou latkou (3). Na rozdil od GIP je piekvapivé efektivni pfi
stimulaci sekrece inzulinu u NIDDM pacientii. Navic v kontrastu s jinymi inzulinotropickymi
hormony (moZna s vyjimkou sekretinu) je potenciélnim inhibitorem sekrece glukagonu. Kvili
témto udinkim mé zvI4st8 u pacientd s NIDDM vyrazné efekty sniZujici glukdzu v krvi.

GLP-1, ktery je produktem proglukagonu (4), je jednim z nejmladiich &lend skupiny sekretin—
VIP peptidil, ale je jiZ vZity jako dilezity stfevni hormon s regulaéni funkci v metabolismu
glukézy a gastrointestindlni sekrece a metabolismu (5). Glukagonovy gen se zpracovava rozdilné
ve slinivce a rozdilné ve stfevé. Ve slinivce (9) vede zpracovani ke vzniku a soub&né sekreci
1) samotného glukagonu obsazujiciho v proglukagonu (PG) posice 33-61; 2) N—koncového
peptidu 30 aminokyselin (PG (1-30)) Casto nazyvanému jako pankreaticky peptid pfibuzny
s glicentinem GRPP (10, 11); 3) hexapeptidu odpovidajicimu PG (64-69) a konetné 4) tav.
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hlavniho progiukagonového fragmentu (PG (72-158)), ve kterém jsou ukryty dvé sekvence
glukagonového typu (9). Glukagon se zd4 byt jedinym biologicky aktivnim produktem. Naproti
tomu ve stfevni sliznici to je glukagon, ktery je ukryt ve vétdi molekule, zatimco dva peptidy
glukagonového typu vznikaji oddélené (8). Nasledujici produkty jsou vytvoreny a vylufovany
soubéiné: 1) glicetin odpovidajici PG (1-69) s glukagonovou sekvenci obsazujici zbytky ¢&.
33-61(12); 2) GLP-1(7-36)amid (PG (78-107) amid (13), ne jako piivodné mysleny
PG (72-107) nebo 108, ktery je neaktivni). Vznikaji také mal4 mno¥stvi C-koncovych glycinem
rozsifenych ale stejn& bioaktivnich GLP-1(7-37), (PG (78-108)) (14); 3) zasahujiciho peptidu—2
(PG (111-122)amid) (15) a 4) GLP-2 (PG (126-158)) (15, 16). Cast glicetinu se dale Stépi na
GRPP (PG (1-30)) a oxyntomodulin (PG (33-69)) (17, 18). V té&chto peptidech ma GLP-1
nejpozoruhodnéjsi biologickou aktivitu,

Soubéné vylu€ovani glicetinem/enteroglukagonem sleduje mnoho studif enteroglukagonové
sekrece (6, 7) do jisté miry také aplikovatelnych na sekreci GLP-I, ale GLP—1 se v lidech
metabolizuje rychleji s plazma pologasem 2 minuty (19). Cukr nebo tuénd jidla stimuluji sekreci
(20), pravdépodobné jako vysledek ptimého pusobeni je§ts neadsorbovanych Zivin mikrovily
otevfenych L-bunék stfevni sliznice. Endokrinni nebo nervové mechanismy podporujici GLP-1
sekreci mohou existovat, ale v lidech dosud nebyly prokazany.

Inkretinova funkce GLP-1 (29-31) je jasné objasnéna v piikladech s receptorovym antagonis-
mem GLP-1, exendinem 9-39, ktery dramaticky snizuje inkretinovy efekt vyvolany orilnim
ptijmutim glukézy u krys (21, 22). Hormon interaguje pfimo s p-buitkami pfes GLP-I receptor
(23), ktery patti k glukagon/VIP/kalcitonin skuping G—proteinem spojenych 7—-transmembranou
poloZenych receptori. DileZitost GLP-1 receptoru v regulaci sekrece inzulinu byla ukazina
v neddvnych experimentech, ve kterych byl provadén cileny rozpad genu GLP-1 receptoru
u my3i. Homozygotni Zivo&ichové méli pti rozpadu zna&né zhorfenou toleranci glukdzy a postni
hyperglykémii a stejng tak heterozygotni Zivotichové nesnateli glukézu (24). Podnét transduké-
nimu mechanismu (25) nejdfive vyZaduje aktivaci adenylatcyklasy, ale zvyseni intracelularniho
Ca’" je také nezbytné (25, 26). ‘ginnost hormonu je nejiépe popsina jako schopnost glukézy
stimulovat uvolnéni inzulinu (25), ale mechanismus spojujici stimulaci glukézou a GLP—1 neni
zndmy. MiZe zahmovat vépnikem vyvolané uvolnéni vépniku, Jak uZ bylo zmin&no inzulino-
tropicka Sinnost GLP-1 se uchovavé v diabetickych p-buiikach. Vztah posledné jmenovaného
k jeho schopnosti poskytovat ,pravomoci glukézy* izolovanym buitkam vyludujicim inzulin
(26, 28), které jen chab& odpovidaji glukdze nebo GLP-1 samotnému, ale uplné kombinaci téchto
dvou, je také zndmy. Nicméné stejnd dilleXitd hormon také inhibuje sekreci glukagonu (29).
Mechanismus neni zndmy, ale zdé se byt parakrinicky, pies blizké inzulinové nebo somatostati-
nové buiky (25). Také glukagonostatickd &innost je zavisla na glukéze, take inhibiéni efekt
klesa, kdyZz kles4 glukoza v krvi. Nésledkem tohoto dvojitého efektu, kdyz plazmova koncentrace
GLP-1 roste bud’ zvySenou sekreci nebo exogenni infusi, moldri pomér inzulinu a glukagonu
v krvi, kterd se dostava do jater via cirkulaci jaterni branou, je zna&né zvyen, &im% klesa produk-
ce jaterni glukdzy (30). Vysledkem je sniZeni koncentrace glukdzy v krvi. Kviili zavislosti gluké-
zy na inzulinotropické a glukagonostatické Sinnosti, je efekt sniZujici glukézu samolimitujici a
hormon tudi? nezpiisobuje hypoglykémii bez ohledu na davku (31). Efekty jsou zachovany u
pacientil s diabetes mellitus (32), u kterych mohou infuse pongkud suprafisiologickych davek
GLP-1 udplné normalizovat hladiny glukézy v krvi navzdory chabé metabolické kontrole a sekun-
ddrnimu selhani sulfonylmogoviny (33). Dilezitost glukagonostatického efektu je ilustrovéna
zjidténim, 2¢ GLP-1 také sniZuje krevni glukézu u diabetickych pacientii typu—1 bez zbytkové p-
butikové vyméSovaci kapacity (34). Kromé jeho efektu na pankreatické ostriivky ma GLP-1 silny
u¢inek na gastrointestindlni trakt. Ve fysiologickych mno#stvich GLP-I potencidln¢ inhibuje
pentagastrinemm vyvolanou stejné jako potravou vyvolanou sekreci zaludeéni kyseliny (35,36).
Inhibuje také rychlost zalude¢niho vyprazdiiovéni a sekreci pankreatického enzymu (36). Podob-
né inhibiéni efekty na Zaludedni a pankreatickou sekreci a pohyblivost mohou byt v lidech
vyvolany pii proniknuti roztoki obsahujicich cukry nebo tuky do stfeva (37, 38). Soub&mné je
znalné stimulovana sekrece GLP-1 a spekuluje se, 26 GLP-1 miize byt alespori ¢astedné
odpovédny za tzv. efekt sttevniho poruseni (,,ileal-brake* efekt) (38). Ve skuteénosti soutasné
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studie navrhuji, Ze fysiologicky maZe byt efekt stievniho poruseni GLP-1 dileZitéj3i neZ jeho
efekt na pankreatické ostrivky. Tudi ve studiich odezvy ddvky GLP-1 ovliviiuje rychlost 2alu-
deniho vyprazdiiovani pfi rychlostech infuse alesport tak nizkych jaké jsou poZadovény pro
ovlivnéni ostriivkové sekrece (39).

Zd4 se, Y6 GLP-1 ma vliv na pHjimani potravy. Intravenirikutimi podavini GLP-1 vainé
inhibuje pijiméni potravy u krys (40,42). Tento uginek se zdd byt vysoce specificky. A tak
N-koncovy prodlouzeny GLP-1 (PG 72-107)amid je inaktivni a odpovidajici davky GLP-1
antagonisty, exendinu 9-39, zrusi efekt GLP- (41). Akutni periferélni podavéni GLP-1 neinhi-
buje akutné pFijem potravy u krys (41, 42). Nicmén¢ zlstavd moZnost, Ze GLP-1 vylou¢eny
z intestinalnich L-bunék miize také plsobit jako signal pfesyceni.

Nikoli pouze inzulinotropické efekty, ale také efekty GLP-1 na gastrointestinalni trakt jsou
zachovany u diabetickych pacientt (43) a mohou napoméhat sniZeni odchylek glukézy vyvola-
nych potravou, ale dille%itéji mohou také ovlivilovat pfijem potravy. Bylo prokazéno, Ze GLP-1
pod4vany nitroZiln&, neptetrZité jeden tyden v divkach 4 ng/kg/min dramaticky zvySuje glykemi-
ckou kontrolu u NIDDM pacientii bez zivainych ved!ejiich efekti (44). Peptid je plné aktivni po
podkoznim podévani (45), ale rychle se znehodnocuje hlavné diky degradaci dipeptidylpeptida-
sovymi enzymy typu 1V (46, 47).

Sekvence aminokyselin v GLP-1 je uréena Schmidtem a spol. (Diabetologia28 704-707
(1985)). Atkoli zajimavé farmakologické vlastnosti GLP-1(7-37) a jeho analog pkitahovaly
v poslednich fetech vice pozomosti, je zndmo pouze malo o struktufe této molekuly. Sekundarni
struktura GLP-1 v miceldch je popsana Thortonem a spol. (Biochemistry 33 3532-3539 (1994)),
ale v oby&ejném roztoku se GLP-1 povaiuje za velmi flexibilni molekulu. Kupodivu jsme
zjistili, ¢ derivatizace pomé&mé malych a velmi flexibilnich molekul vede k latkam, jejichZ
plazma profity byly vysoce protrahované a stale m&ly zachovanou aktivitu.

GLP~1 a analoga GLP-1 a jeho fragmenty jsou potencionainé uZiteéné v 1é¢b& cukrovky typu 1
atypu 2. Nicméné vysoka odbouratelnost limituje uZiteSnost téchto latek, a proto stale existuje
potfeba zlepSovani v této oblasti. Proto jednim zAmérem predloZeného vynalezu je poskytnout
derivaty GLP-1 a jeho analoga, které maji dlouhodoby profit pdsobeni vzhledem k GLP-1(7-
37). Dal§im zAmé&rem vyndlezu je poskytnout derivity GLP-1 a jeho analog, které maji niz3i
odbouratelnost net GLP-1(7-37). Daldim zimérem vynélezu je poskytnout farmaceutické pii-
pravky obsahujici l4tku podle vynilezu a vyuZit litku podle vynilezu k poskymutf takového pii-
pravku. Zdmérem piedlozeného vynélezu je také poskytnout metodu léSby inzulindependentniho
diabetes mellitus a inzulinnondependentniho diabetes mellitus.
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Podstata vyndlezu:

Vynilez se tykd derivdtu nativniho GLP-1(7-37) nebo jeho analog, ve kterém je celkové aZ
6 aminokyselinovych zbytkii zaménéno s jakymkoliv a aminokyselinovym zbytkem, ktery mizZe
byt kadovan genetickym kodem, kde derivat je agonista lidského GLP-1 receptoru, pfi¢emz
derivat ma pouze jeden lipofilicky substituent pfipojeny k aminokyselinovému zbytku, ktery neni
N-koncovy nebo C—koncovy aminokyselinovy zbytek, kde lipofilni substituent obsahuje 8 az
25 atom uhlikil a je vybrén ze skupiny obsahujici:

i) substituenty obsahujicimi &astetn® nebo zcela hydrogenované cyklopentafenantrenovy
skelet,

ii) nerozvétveny nebo rozvétveny alkylovy fetézec,
iii) acyl rozvétvené mastné kyseliny,

iv) acyl nerozvétvené nebo rozvétvené mastné Kyseliny vybrany CH;(CHg),,CO-,
CHy(CH,);,CO~, CH;3(CH,)4CO~, CH;(CHp)1sCO-, CHi(CHy)1sCO~, CH3(CHz)CO-
a CH;(CH;);;CO—,a

v) acyl nerozvétvené nebo rozvétvené alkan a,0 dikarboxilové kyseliny.

Lidsky GLP-1 je peptid z 37 aminokyselinovych zbytkil vznikajici z preproglukagonu, ktery se
syntetizuje v L-buiikich v distdlnim stfeve, ve slinivce a v mozku. Zpracovani pro glukagonu
poskytujici GLP-1(7-36) amid, GLP-1(7-37) a GLP-2 probihd hlavné¢ v L-builkich. Pro
charakterizaci fragmentii a analog tohoto peptidu se pouZivd jednoduchy systém. Tak napi.
Gly*-GLP-1(7-37) oznaduje fragment GLP-1 formaln& odvozeného od GLP-1 odstranénim
aminokyselinovych zbytki & 1-6 a substituci pfirozené se vyskytujiciho aminokyselinového
zbytku v posici 8 (Ala) glycinem (Gly). Podobné Lys*(N*—tetradekanoyl}-GLP~1(7-37) ozna-
¢uje GLP-~1(7-37), kde e-aminoskupina Lys zbytku v poloze 34 byla tetradekanoylovéna. Kde je
vtomto textu vytvofen odkaz na C-koncové prodlouZeny GLP-1 analog, tam je amino-
kyselinovy zbytek v poloze 38 Arg, pokud neni uvedeno jinak, volitelny aminokyselinovy zbytek
v poloze 39 je také Arg, pokud nenf uvedeno jinak, a volitelny aminokyselinovy zbytek v poloze
40 je Asp, pokud neni uvedeno jinak. Rovn&z C-koncové prodloufeny analog zasahuje
polohy 41, 42, 43, 44 a 45, kde aminokyselinové sekvence v téchto prodlouZenich jsou jako
sekvence v lidském preprok lukagonu, pokud neni uvedeno jinak.

V nejsir$im aspektu se pfedlozeny vynalez vztahuje k derivatiim GLP-I a jejich analog. Derivaty
podle vynilezu maji zajimavé farmakologické vlastnosti, zvI43té maji dlouhodobéjsi profil piso-
beni neZ vychozi peptidy.

V ptedloZeném textu se oznadeni ,analog* pouZiva k oznadeni peptidu, ve kterém byl jeden nebo
vice aminokyselinovych zbytkit vychoziho peptidu nahrazen jinym aminokyselinovym zbytkem
a/nebo ve kterém byl jeden nebo vice aminokyselinovych zbytkit vychoziho peptidu odstranén
a/nebo ve kterém byl jeden nebo vice aminokyselinovych zbytki vychoziho peptidu pfiddn
k vychozimu peptidu. K takovému ptipojeni miZe dojit jak na N—konci tak na C—konei vycho-
ziho peptidu nebo na obou.

Vyraz ,derivat* se v predloZeném textu pouZivd k oznadeni peptidu, ve kterém byl jeden nebo
vice aminokyselinovych zbytkd vychoziho peptidu chemicky modifikovan napt. alkylaci, acylaci,
vytvofenim esteru nebo amidu.

Vyraz ,GLP-1 derivat“ se v predloeném textu pouZiva k oznateni derivitu GLP-1 a jeho
analog. V predloeném textu je vychozi peptid, ze kterého je takovy derivat odvozen, na nékte-
rych mistech uveden jako ,,GLP-1 ¢ast“ derivatu.
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Ve vyhodném provedeni, jak je popsano v néroku 1, predloZeny vynalez popisuje derivat GLP-1
nebo jeho analog, ktery je agonista lidského GLP-1 receptoru, pricemz derivat ma pouze jeden
lipofilicky substituent pfipojeny k aminokyselinovému zbytku, ktery neni N-koncovy nebo
C—koncovy aminokyselinovy zbytek.

V jiném vyhodném provedeni, jak je popsino v naroku 2, predlozeny vynalez popisuje derivat
GLP-1 nebo jeho analog, ktery je agonista lidského GLP-1 receptoru, pfitemz derivat ma pouze
dva lipofilické substituenty, pficemz jeden je pipojeny k C-koncovému aminokyselinovému
zbytku, zatimeo druhy je pfipojen k aminokyselinovému zbytku, ktery neni N-koncovy nebo
C-koncovy aminokyselinovy zbytek.

V jiném vyhodném provedeni, jak je popsino v ndroku 3, predloZeny vynalez popisuje derivat
GLP-1 nebo jeho analog, ktery je agonista lidského GLP~1 receptoru, pridemz derivat ma pouze
dva lipofilické substituenty, které jsou ptipojené aminokyselinovému zbytku, ktery neni
N-koncovy nebo C—koncovy aminokyselinovy zbytek.

V jiném vyhodném provedeni, jak je popséno v naroku 4, pedlozeny vynilez popisuje derivat
GLP-I nebo jeho analog, ktery je agonista lidského GLP-1 receptoru, kde analog je GLP-1(7-
C) kde C je 38 az 45, ktery mé pouze jeden lipofilicky substituent, ktery je pfipojen k C-konco-
vému aminokyselinovému zbytku,

V jiném vyhodném provedeni, jak je popsano v ndroku 5, predlozeny vynalez popisuje derivat
GLP-1 majici pouze jeden lipofilicky substituent, kde tento substituent mize byt pfipojen
k jakémukoli jednomu aminokyselinovému zbytku, ktery neni N-koncovym nebo C—koncovym
aminokyselinovym zbytkem vychoziho peptidu.

V jiném vyhodném provedeni, pfediofeny vynalez popisuje derivat GLP-1, ve kterém jsou
piitomny dva lipofilické substituenty.

V jiném vyhodném provedéni, predloZeny vynilez popisuje derivit GLP-I, ve kterém jsou
pfitomny dva lipofilické substituenty, kde jeden je ptipojen k N—koncovému aminokyselinovému
zbytku, zatimco druhy je ptipojen k C-koncovému aminokyselinovému zbytku.

V jiném vyhodném provedeni, piedloZeny vynilez popisuje derivat GLP—1, ve kterém jsou
ptitomny dva lipofilické substituenty, kde jeden je ptipojen k N-koncovému aminokyselinovému
zbytku, zatimco druhy je ptipojen k aminokyselinovému zbytku, ktery neni N—koncovym nebo
C—koncovym aminokyselinovym zbytkem.

V jiném vyhodném provedeni, ptedloeny vynilez popisuje derivit GLP-1, ve kterém Jjsou
pfitomny dva lipofilické substituenty, kde jeden je pipojen k C~koncovému aminokyselinovému
zbytku, zatimco druhy je pfipojen k aminokyselinovému zbytku, ktery neni N-koncovym nebo
C—koncovym aminokyselinovym zbytkem.

V dal$im vyhodném provedeni predloZeny vynalez popisuje derivat GLP—1, ve kterém lipofilicky
substituent obsahuje 4 a2 40 atom uhliku, vyhodnéji 8 aZ 25 atomii uhliku.

V jiném vyhodném provedeni predlozeny vynilez popisuje derivit GLP-1, ve kterém je
lipofilicky substituent pfipojen k aminokyselinovému zbytku takovym zplisobem, Ze karboxylova
skupina lipofilického substituentu tvor amidickou vazbu s aminoskupinou aminokyselinového
zbytku.

V dal§im vyhodném provedeni predlozeny vynilez popisuje derivat GLP-1, ve kterém je
lipofilicky substituent pfipojen k aminokyselinovému zbytku takovym zplisobem, 7e amino-
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skupina lipofilického substituentu tvofi amidickou vazbu s karboxylovou skupinou amino-
kyselinového zbytku,

V dal$im vyhodném provedeni pfedloZeny vynalez popisuje derivat GLP-1, ve kterém je lipofi-
licky substituent pfipojen k vychozimu peptidu pomoci vlozené molekuly (spaceru).

V daldim vyhodném provedeni predlozeny vynalez popisuje derivat GLP-1, ve kterém je lipofi-
licky substituent pfipojen, voliteln& via spacer, k e-aminoskuping Lys zbytku obsaZeném ve
vychozim peptidu.

V dal$im vyhodném provedeni predloZeny vynalez popisuje derivat GLP-1, ve kterém je lipofi-
licky substituent pfipojen k vychozimu peptidu pomoci spaceru, kterym je nerozvétvena alkanova
o,a—dikarboxylovéa kyselina majici | a2 7 methylenovych skupin, vyhodnéji dvé methylenové
skupiny, ve kterych spacer tvofi mistek mezi aminoskupinou vychoziho peptidu a amino-
skupinou lipofilického substituentu.

V dal8im vyhodném provedeni predloZeny vynalez popisuje derivat GLP-1, ve kterém je lipofi-
licky substituent pfipojen k vychozimu peptidu pomoci spaceru, kterym je aminokyselinovy
zbytek kromé Cys, nebo dipeptid jako napiiklad Gly-Lys. V pfedloZeném textu je vyraz ,dipep-
tid jako naptiklad Gly—Lys“ pouZit k oznaeni dipeptidu, ve kterém C-koncovy aminokyselinovy
zbytek je Lys, His nebo Trp, vyhodné Lys, a ve kterém je N-koncovy aminokyselinovy zbytek
vybran ze skupiny skladajici se z Ala, Arg, Asp, Asn, Gly, Glu, Gln, Ile, Leu, Val, Phe a Pro.

V dal§im vyhodném provedeni predlofeny vynélez popisuje derivat GLP-1, ve kterém je lipofi-
licky substituent pfipojen k vychozimu peptidu pomoci spaceru, kterym je aminokyselinovy
zbytek kromé& Cys, nebo dipeptid jako napiikiad Gly-Lys a ve kterém karboxylova skupina
vychoziho peptidu tvoti amidickou vazbu s aminoskupinou Lys zbytkd nebo dipeptidu obsahuji-
ciho Lys zbytek a jin4 aminoskupina Lys zbytku nebo dipeptidu obsahujiciho Lys zbytek tvofi
amidickou vazbu s karboxylovou skupinou lipofilického substituentu.

V dal$im vyhodném provedeni pfedloZeny vynalez popisuje derivat GLP-1, ve kterém je lipofi-
licky substituent p¥ipojen k vychozimu peptidu pomoci spaceru, kterym je aminokyselinovy
zbytek kromé& Cys, nebo dipeptid jako naptiklad Gly-Lys a ve kterém aminoskupina vychoziho
peptidu tvori amidickou vazbu s karboxylovou skupinou aminokyselinového zbytku nebo
dipeptidového spaceru a aminoskupina aminokyselinového zbytku nebo dipeptidového spaceru
tvoff amidickou vazbu s karboxylovou skupinou lipofilického substituentu,

V daldim vyhodném provedeni pfedioZeny vynalez popisuje derivdt GLP-1, ve kterém je lipofi-
licky substituent ptipojen k vychozimu peptidu pomoci spaceru, kterym je aminokyselinovy zby-
tek kromg& Cys, nebo dipeptid jako naptiklad Gly-Lys a ve kterém karboxylov4 skupina vycho-
ziho peptidu tvoti amidickou vazbu s aminoskupinou aminokyselinového zbytku nebo dipeptido-
vého spaceru a karboxylova skupina aminokyselinového zbytku nebo dipeptidového spaceru
tvoii amidickou vazbu s aminoskupinou lipofilického substituentu,

V dalsim vyhodném provedeni ptedloZeny vynélez popisuje derivat GLP-1, ve kterém je lipofi-
licky substituent pFipojen k vychozimu peptidu pomoci spaceru, kterym je aminokyselinovy
zbytek kromé Cys, nebo dipeptid jako naptiklad Gly-Lys a ve kterém karboxylové skupina
vychoziho peptidu tvofi amidickou vazbu s aminoskupinou spaceru, kterym je Asp nebo Glu,
nebo dipeptidového spaceru obsahujiciho Asp nebo Glu zbytek a karboxylovd skupina spaceru
tvoii amidickou vazbu s aminoskupinou lipofilického substituentu.

V daldim vyhodném provedeni predlozeny vynélez popisuje derivat GLP-1 majici lipofilicky
substituent, ktery obsahuje parcidlng nebo iping hydrogenovany cyklopentanofenanthrenovy ske-
let.




20

25

30

35

40

45

30

CZ 300837 B6

V dalsim vyhodném provedeni predloZeny vynalez popisuje derivat GLP—1 majici lipofilicky
substituent, kterym je nerozvétvena nebo rozvétvena alkylova skupina.

V dal$im vyhodném provedeni predlozeny vynalez popisuje derivat GLP-] majici lipofilicky
substituent, kterym je acylova skupina nerozvétvené nebo rozvétvené mastné kyseliny.

V dalfim vyhodném provedeni ptedlozeny vynilez popisuje derivat GLP-1 majici lipofilicky
substituent, kterym je acylové skupina vybrana ze skupiny zahrnujici CHy(CH,),CO-, ve které je
n celé Eislo od 4 do 38, s vyhodou celé &islo od 4 do 24, vyhodngji vybrané ze skupiny obsahujici
CHy(CHp)CO-, CH3(CH:CO-, CHy(CHy)oCO-, CHy(CHy);,CO-, CH;(CH;),,CO—,
CH;(CHy)16CO~, CH3(CH,);5CO-~, CH3(CH,)20CO- a CH3(CH,),,CO-.

V dal$im vyhodném provedeni pfedloZeny vynalez popisuje derivat GLP-1 majici lipofilicky
substituent, kterym je acylova skupina nerozvétvené nebo rozvétvené alkanové o o— dikarboxy-
lové kyseliny.

V dal§im vyhodném provedeni predloZeny vynalez popisuje derivat GLP-1 majici lipofilicky
substituent, kterym je acylova skupina vybran ze skupiny zahmujici HOOC(CH,)CO-, ve které
Je m celé tislo od 4 do 38, s vyhodou celé ¢islo od 4 do 24, vyhodnégji vybrana ze skupiny
obsahujicf HOOC(CH,);4CO~, HOOC(CH,);6CO-, HOOC(CH,),sCO-, HOOC(CH,),,CO~
a HOOC(CHz)zzCO—

V daltim vyhodném provedeni ptedioZeny vynalez popisuje derivat GLP—1 majici lipofilicky
substituent, kterym je skupina vzorce CH3(CH,),((CHz);COOH)CHNHCO(CH,),CO-, ve které p
a q jsou celd &isla a p+q je celé &islo od 8 do 33, s vyhodou od 12 do 28.

V dalsim vyhodném provedeni pfedloZeny vynédlez popisuje derivat GLP—] majici lipofilicky
substituent, kterym je skupina vzorce CH;(CH,),CO-NHCH(COOH)CH,),CO-, ve které r je
celé ¢islood 10 do 24.

V daldim vyhodném provedeni ptedloZeny vynilez popisuje derivat GLP—] majici lipofilicky
substituent, kterym je skupina vzorce CH;(CH,),CO-NHCH((CH,);COOH)CO-, ve které s je
celé gislo od 8 do 24.

V dal$im vyhodném provedeni predlofeny vynilez popisuje derivat GLP-I majici lipofilicky
substituent, kterym je skupina vzorce COOH(CH,)CO-, ve které t je celé &isto od 8 do 24.

V dal8im vyhodném provedeni pfedloZeny vynalez popisuje derivat GLP-I majici lipofilicky
substituent, kterym je skupina vzorce NHCH(COOH)(CH,):NH-CO(CH,),CH;, ve které u je
celé islood 8 do 18.

V dal¥im vyhodném provedeni pfedlozeny vynalez popisuje derivat GLP—I majici lipofilicky
substituent, kterym je skupina vzorce-NHCH(COOH)(CH,),NH~COCH((CH,),COOH)NHCO-
(CH,),CH;, ve které w je celé ¢islo od 10 do 16.

V dal8im vyhodném provedeni ptedlozeny vynilez popisuje derivat GLP—I majici lipofilicky
substituent, kterym je skupina vzorce-NHCH(COOH)CH,},NH-CO(CH,),CH(COOH)NHCO-
(CH2),CH;, ve které x je celé &islo od 10 do 16.

V dalsim vyhodném provedeni ptedlozeny vyndlez popisuje derivat GLP-1 majici lipofilicky
substituent, kterym je skupina vzorce-NHCH(COOH)(CH;)sNH-CO(CH,),CH(COOH)NHCO-
(CH;),CH,, ve které y je 0 nebo celé &islo od 1 do 22.
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V daldim vyhodném provedeni predloZeny vynalez popisuje derivat GLP-1 majici lipofilicky
substituent, ktery miZe byt ziporné nabity. Takovym lipofilickym substituentem mizZe byt napf.
substituent majici karboxylovou skupinu.

V dal$im vyhodném provedeni pfedloZeny vynalez popisuje derivit GLP-1, ve kterém je vychozi
peptid vybran ze skupiny obsahujici GLP—1 (1-45) nebo jeho analoga.

V dal$im vyhodném provedeni ptedlozeny vynilez popisuje derivit GLP-1 odvozeného od
GLP-1 fragmentu vybraného ze skupiny obsahujici GLP-1(7-35), GLP-1(7-36), GLP-1 (7-36)-
amid, GLP-1(7-37), GLP-1(7-38), GLP-1(7-39), GLP-1(7—40) a GLP-1(7-41) nebo jeho
analog.

V dal¥im vyhodném provedeni predloZeny vynilez popisuje derivat GLP-1 odvozeného od
GLP-1 analoga vybraného ze skupiny obsahujici GLP-1(1-35), GLP-1(1-36), GLP-1(1-36)-
amid, GLP-1(1-37), GLP-1(1-38), GLP-1(1-39), GLP-1(1-40) a GLP-1(1-41) nebo jeho
analog.

V dal$im vyhodném provedeni piedloZeny vyndlez popisuje derivat GLP-1, ve kterém oznaceni
analog zahrnuje derivéty, ve kterych soudet do 15, vyhodn&ji do 10 aminokyselinovych zbytki
byl vyménén jakymkoli a-aminokyselinovym zbytkem.

V daldim vyhodném provedeni predlofeny vynalez popisuje derivdt GLP-1, ve kterém oznaleni
analog zahmuje derivaty, ve kterych souget do 15, vyhodngji do 10 aminokyselinovych zbytkil
byl vyménén jakymkoli a-aminokyselinovym zbytkem, ktery miZe byt kédovén genetickym
kodem.

V dal$im vyhodném provedeni ptedloZeny vynalez popisuje derivit GLP-1, ve kterém oznadeni
analog zahrnuje derivaty, ve kterych soudet do 6 aminokyselinovych zbytkd byl vyménén jakym-
koli a—aminokyselinovym zbytkem, ktery miiZe byt kédovan genetickym kédem.

V dal$im vyhodném provedeni pfedloZeny vyndlez popisuje derivit GLP-1(A-B), ve kterém A
je celé &islo od 1 do 7 a B je celé tislo od 38 do 45, nebo jeho analog obsahujici jeden lipofilicky
substituent p¥ipojeny k C-koncovém aminokyselinovému zbytku a, volitelné, druhy lipofilicky
substituent ptipojeny k jednomu ze zbyvajicich aminokyselinovych zbytki.

V daldim vyhodném provedent je vychozi peptid pro derivéty podle vynélezu vybran ze skupiny
obsahujici:

Arg?-GLP-1(1-37); Arg*-GLP-1(7-37); Lys"*-GLP-1(7-37); Arg’**'Lys*-
- GLP-I{7-37); Arg®*Lys*-GLP-1(7-38); Arg™*Lys”-GLP-1(7-39);, Arg™**Lys"-GLP-1(7-
« 40, ArgMLys®-GLP-1(7-37); 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® Arg*-GLP-1(7-37); Gly*Arg*-GLP-1(7-37); Gly*Lys*-GLP-1(7-37);
Gy 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) a Gly"Arg™'Lys"***-GLP-1(7-

- 40),
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V dal3im vyhodném provedeni je vychozi peptid pro derivaty podle vynalezu vybran ze skupiny
obsahujici

Arg"MLys™*GLP-1(7-38); Arg™**Lys " GLP-1(7-39); Arg"***Lys"GLP-1(7-
-0}, ArgMLys" GLP-1(7-41);

Arg ™ Lys"'GLP-1(7-44);
Arg™ M *Lys*GLP-1(1-39);
Arg™***Lys®GLP- 1(1-42);
Arg”**Lys*GLP-1(1-45);
Arg*MLys¥GLP-1(240):
Arg®*¥LysGLP-1(2-43);
Arg™*Lys* GLP-1(3-38);
Arg®MLysY'GLP-1(3-41);
Arg* " Lys"“GLP-1(3-44);
Arg™"Lys GLP-1(4-39);
Asg™*Lys?GLP-1(4-42);
Arg"*Lys*GLP-1(4-45);
Arg?***Lys®GLP-1(5-40);
Arg " Lys GLP-1(5-43);
Arg®™Lys GLP-1(6-38);
Arg®MLys" GLP-1(6-41);

Arg? 1 ys"GLP-1(7-42);

Arg’***LysGLP-1(7-45);
ArgH*Lys“GLP-1(1-40);
Arg*MLys®GLP-1(1-43);
Arg”**Lys GLP-1(2-38);
Arg®*MLys" GLP-1(241);
Arg ys“GLP-1(2-44);
Arg M Lys®GLP-1(3-39);
Arg™*'Lys*GLP-1(3-42);
Arg?*MLys*GLP-1(3-45);
Arg™**Lys“GLP-1(4-40),
Arg*Lys®GLP-1(4-43);
Arg® ML ys®GLP-1(5-38);
Arg?*¥Lys"GLP-1(5-41);
Arg?*MLys“GLP-1(5-44),
Arg®MLys®GLP-1(6-39);
Arg™MLys"GLP-1(6-42);

Arg’***Lys®GLP-1(7-43);
Arg**Lys*GLP-1(1-38);
Arg®**Lys*' GLP-1(1-41);
Arg”Lys*“*GLP-1(1-44);
Arg®**Lys®GLP-1(2-39);
Arg®MLys"?GLP-1(2-42),
Arg®*Lys*GLP-1(2-45),
Arg’***LysGLP-1(3-40);
Arg™**Lys®GLP-1(3-43);
Arg’***Lys**GLP-1(4-38);
Arg™**Lys*' GLP-1(4-41);
ArgMLys“GLP-1(4-44);
Arg”*Lys®GLP-1(5-39);
Arg**Lys"GLP-1(5-42);
Arg®MLys®GLP-1(5-45);
Arg**Lys"GLP-1(6-40);
Arg*HLysPGLP-1(6-43);

Arg”PLys“GLP-1(6-44); Arg™***Lys”GLP-1(645); Arg®ys™®GLR W 1-38); Arg**Lys"*GLP-
1(138),  Arg’**Lys"*GLP-1(1-38), Asg™LysGLP-1(7-38);  Arg™Lys™*GLP-1(7-38);
Arg® MLy GLP-1(7-38); Arg®MLys"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).
V daldim vyhodném provedeni pfedloZeny vynélez popisuje derivat GLP-1, ve kterém je vychozi
peptid vybran ze skupiny obsahujici
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), Gly’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).

V dalsim vyhodném provedeni ptedloZeny vynalez popisuje derivat GLP~1, ve kterém je vychozi
peptid vybran ze skupiny obsahujici

Arg*Lys*™-GLP-1(7-38), Arg"***Lys*®.GLP-1(7-
- 38), Arg**Lys™*%.GLP-1(7-38), Gly* ArgLys"-GLP-1(7-38) a Gly®Arg™**Lys"*.GLP-1(7-
- 38).
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V dal$im vyhodném provedeni ptedlozeny vynalez popisuje derivit GLP-1, ve kterém je vychozi
peptid vybran ze skupiny obsahujici
Arg®Lys”-GLP-1(7-39), Arg?***Lys**-GLP-1(7-

- 39), Gly® Arg®Lys™-GLP-1(7-39) a Gly* Arg****Lys***-GLP-1(7-39).

V dal$im vyhodném provedeni predlozeny vynalez popisuje derivat GLP-1, ve kterém je vychozi
peptid vybran ze skupiny obsahujici
Arg**Lys*.GLP-1(7-40), Arg****Lys***-GLP-1(7-

- 40), Gly* Arg**Lys*-GLP-1(7-40) a Gly* Arg™**Lys**“*-GLP-1(7-40).

V dal$im vyhodném provedeni pfedloZeny vyndlez popisuje derivat GLP-1, ktery je vybran ze
skupiny obsahujici:

Lys?(N°-tetradekanoyl)-GLP-1(7-37),
Lys**(NF-tetradekanoyl)-GLP-1(7-37);
Lys®***-bis(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-37);
Gly*Lys*(N"-tetradekanoyl)-GLP-1(7-37),
Gly*Lys**(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-37),
Gly*Lys®**-bis(N"-tetradekanoyl)-GLP-1(7-37);
Arg*Lys* (N"tetradekanoyl)-GLP-1(7-37),
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Lys**(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-38);
Lys*'(N°-tetradekanoyl)-GLP-1(7-38);
Lys™***-bis(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-38);
Gly’Lys*’(N°-tetradekanoyi)-GLP- 1(7-38);
Gly®Lys® *(N°-tetradekanoyi)-GLP-1(7-3 8);
Gly*Lys™**-bis(N"-tetradekanoyl)-GLP-1(7-38);
Arg™Lys™(N"-tetradekanoyl)-GLP-1(7-38);
Lys™*(N°-tetradekanoyl)-GLP-1(7-39);
Lys*(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-39);
Lys?**_bis(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-39);
Gly*Lys™*(N"-tetradekanoy!)-GLP-1(7-39);
Gly®Lys™*(N"tetradekanoy)-GLP-1(7-39);
Gly®Lys™**-bis(N"-tetradekanoyl)-GLP-1(7-39);
Arg™Lys”*(N"-tetradekanoyl)-GLP-1(7-39);
Lys"(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-40);
Lys™(N°-tetradekanoy!)-GLP-1(7-40);
Lys****_bis(N°-tetradekanoyl)-GLP-1(7-40);
Gly*Lys?’(N"-tetradekanoyl)-GLP-1(7-40);
Gly*Lys**(N*tetradekanoyl)-GLP-1(7-40);
Gly*Lys****.bis(N"-tetradekanoyl)-GLP-1(7-40);
Arg*Lys*(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-40);
Lys*(N°-tetradekanoyl)-GLP-1(7-36);
Lys*(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-36);

Lys™** bis(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-36);
Gly’Lys**(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-36);
Gly®Lys™*(N°-tetradekanoyl)-GLP- 1(7-36);
Gly*Lys**-bis(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-36);
Arg™Lys™(N"-tetradekanoyl)-GLP-1(7-36);
Lys**(N°-tetradekanoyl)-GLP-1(7-35);
Lys*(N°-tetradekanoyl)-GLP-1(7-35);
Ly316'34-bis(N‘-teiradekanoyi)-GLP—1(7-3 5);
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Gly*Lys**(N*-tetradekanoyi)-GLP-1(7-35);
Gly®Lys*(N"-tetradekanoyl)-GLP-1(7-35);
Gly*Lys?**-bis(N°-tetradekanoyl)-GLP-1(7-35);
Arg™Lys™*(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-35},
Lys™(N*-tetradekanoy!)-GLP-1(7-36)amid,
Lys**(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-36)amid;
Lys®*4-bis(N°-tetradekanoyl)-GLP-1(7-36)amid;
Gly*Lys®*(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-36)amid,
Gly*Lys**(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-36)amid,;
Gly*Lys****-bis(N°-tetradekanoyl)-GLP-1(7-36)amid;
Arg?Lys**(N*-tetradekanoyl)-GLP- 1(7-36)amid;
Gly®Arg?*Lys*(N"-tetradekanoyl)-GLP-1(7-37);
Lys*(N"-tetradekanoyl) Arg’*-GLP-1(7-37);
Gly*Lys**(N"-tetradekanoyl)Arg**-GLP-1(7-37);
Arg***Lys**(N"-tetradekanoyl)-GLP-1(7-37);
Gly® Arg?*>*Lys**(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-37);
Gly® Arg®Lys™ (N°-tetradekanoyl)-GLP-1(7-38);
Lys®(N®-tetradekanoyl)Arg*-GLP-1(7-38);
Gly*Lys™(N*-tetradekanoyl) Arg**-GLP-1(7-38),
Arg?®**Lys*(N"-tetradekanoy!)-GLP-1(7-38);
Arg?**Lys* (N"-tetradekanoy})-GLP-1(7-38);
Gly® Arg®*Lys**(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-38),
Gly® Arg?*Lys**(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-39);
Lys®™(N*-tetradekanoyl)Arg**-GLP-1(7-39);
Gly*Lys®*(N*-tetradekanoyl) Arg**-GLP-1(7-39);
Arg®***Lys**(N"-tetradekanoyl)-GLP-1(7-39),
Gly® Arg?s*Lys™*(N"-tetradekanoyl)-GLP- 1(7-39),
Gly® Arg*Lys™(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-40);
Lys”*(N"-tetradekanoyl) Arg**-GLP-1(7-40),
Gly®*Lys™(N"-tetradekanoyl)Arg**-GLP-1(7-40);
Arg?*>*Lys*(N*-tetradekanoyl)-GLP-1(7-40),

*E
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Gly* Arg™*Lys*(N“-tetradekanoyl)-GLP-1(7-40);
Lyszs(N‘-(co—karboxynonadekanoyl))—GLP-1(7-37);
Lys‘“(N"-(m-karboxynonadekanoyl))—GLP-1(7-37);
Lys™*-bis(N*-(-karboxynonadekanoyt))-GLP- 1(7-37);
Gly*Lys™*(N"-(w-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-37):
GlyaLys“(N‘-(m-karboxynonadekanoyl))~GLP-1(7-37);
Gly’Lys"*-bis(N"-(a-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-37);
Lysm(N‘-((u~karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-38);
Lys“(N‘{co~karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-38);
Lys™**-bis(N"-(o-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-38):

Gly Lys™(N°(a-karboxynonadekanoy!))-GLP- 1(7-38);
Gly*Lys™(N*(o-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-3 8);
GlysLys26’34-bis(N“-(cn-karboxynonadekanoyi))-GLP-l(7—38);
Lys*(N*-(0-karboxynonadekanoy))-GLP-1(7-39);
Lys"(N°~(m~karboxynonadekanoyl))-GLP~1(7-39);
Lys****-bis(N*-(@-karboxynonadekanoyl))-GLP-1 (7-39);
Gly’Lys"S(N*-(w-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-39);
Gly"Lys™(N*-(0-karboxynonadekanoyl))- GLP-1(7-39):
GlyLys**-bis(N°-(-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-39);
Lys™(N*-(-karboxynonadekanoy!))-GLP-1(7-40);
Lys”(N"'-'(m-karboxynonadekanoyl))—GLP-I (7-40);
Lys™**-bis(N“(w-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-40);
Gly*Lys™ (N*~(@-karboxynonadekanoy))-GLP-1(7-40);
GlysLys3"(N"—(m-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-40);
GlysLys“‘]4-bis(N-‘-(co—karboxynonadekanoy 1))-GLP-1(7-40);
Lys**(N°-(w-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-3 6);
Lys™(N"-(w-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-36);
Lyszﬁ’“-bis(N‘-(m-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-36);
Gly*Lys™(N°-(o-karboxynonadekanoyl))-GLP- | (7-36);
GlysLys34(N°-(co-karboxynonadekanoyl))—GLP-] (7-36);
GlysLyszs‘”-bis(N‘-(m-karboxynonadekanoyl))-GLP—1(7—36);
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Lys™(N*-(o-karboxynanadekanoyl))-GLP-1(7-36)amid;
Lys’(N"-(@-karboxynonadekanoyl))~GLP-1(7-36)amid;
Lys****_bis(N*-(w-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-36)amid;
Gly*Lys?*(N*-(o-karboxynonadekanoyl))-GLP- 1(/-36)amid;
Gly*Lys*(N*-(@-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-36)amid;
Gly*Lys”*”*-bis(N*-(@-karboxynonadekanoyi))-GLP-1(7-36)amid;
Lys*(N°-(-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-35);
Lys*(N®-(o-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-35);
Lys****.bis(N*~(0-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-35);
Gly*Lys*(N"-(@-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-35);
Gly*Lys™*(N*-(w-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-35);
Gly®Lys**-bis(N*-(0-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-35);
Arg®Lys* (N®-(a-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-37);

Gly® Arg™Lys™ (N*-(o-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-37),
Lys**(N*-(@-karboxynonadekanoyl))Arg**-GLP-1(7-37);
Gly*Lys**(N°-(-karboxynonadekanoy!)) Arg**-GLP-1(7-37);
Arg?**Lys*(N°-(w-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-37);

Gly® Arg?***Lys**(N°-(-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-37);
Arg?Lys*(N*~(w-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-38);

Gly® Arg®Lys* (N*-(w-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-38);
Lys™(N°-(w-karboxynonadekanoyl)) Arg*-GLP-1(7-38);
Gly®Lys™(N*-(o-karboxynonadekanoy!))Arg**-GLP-1(7-38);
Arg****Lys* (N*-(w-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-38);
Arg™*Lys¥(N*-(0-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-38);
Gly* Arg”**'Lys (N*-(@-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-38);
Arg*Lys**(N°-(o-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-39);

Gly® Arg”*Lys™ (N°~(w-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-39);
Lys®*(N°*-(o-karboxynonadekanoyl))Arg’*-GLP-1(7-39);
Gly*Lys?*(N°-(«w-karboxynonadekanoyl)) Arg**-GLP-1(7-39);
Arg®Lys** (N°-(-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-39);
Gly*Arg™***Lys** (N*-(@-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-39);
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Arg®Lys*(N® ~(w-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-40);
Gly® Arg®Lys*‘(N° -(@-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-40);
Lys™*(N*{w-karboxynonadekanoyl))Arg**-GLP-1(7-40);
Gly*Lys™ (N*(o-karboxynonadekanoyi)JAsg -GL-P- 1(7-40);
Arg?**Lys**(N"-(o-karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-40);
GlysArg“J4Lys36(N'-(m-karboxynonadekanoyl))—GLP-1(7-40);
Lys™(N*-(7-deoxycholoy}))-GLP-1(7-37);
Lys™(N°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-37);
Lys™**.bis(N"-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-37);

Gly®Lys® (N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-37);
Gly"Lys*(N°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-37);
Gly®Lys™**-bis(N°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-37),
Arg*Lys*(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-37);
Lys**(N°-(7-deoxycholoyl))}-GLP-1(7-38);
Lys™(N°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-38);
Lys™%*.bis(N°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-38);
Gly"Lys*(N°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-38);
Gly’Lys**(N°(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-38);
Gly®Lys?**.bis(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-38);
Arg™Lys*(N°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-38);
Lys**(N°-(7-deoxycholoyi))-GLP-1(7-39);
Lys**(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-39);
Lys™*.bis(N°*-(7-deoxycholoyi))-GLP-1(7-39);
Gly*Lys®(N°(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-39);
Gly*Lys™(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-39);
Gly®Lys****-bis(N°~(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-39);
Arg*Lys* (N*(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-39);
Lys™(N°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-40);

Lys* (N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-40);
Lys™bis(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-40);
Gly®Lys™(N"-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-40);
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Gly*Lys**(N®-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-40);
Gly*Lys****-bis(N°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-40);
Arg®Lys*(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-40);
Lys™(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-36};
Lys**(N®-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-36);
Lys**bis(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-36);
Gly®Lys**(N"-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-36);
Gly*Lys*(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-36);
Gly®Lys™**-bis(N°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-36);
Arg*Lys*(N®-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-36),
Lys*(N®-(7-deoxycholoyl))}-GLP-1(7-35);
Lys*(N®-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-35);
Lys?%*-bis(N®-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-35);
Gly*Lys*(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-35);
Gly*Lys™*(N°(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-35);
Gly*Lys**_bis(N°~(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-35);
Arg*°Lys**(N®-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-35);
Lys?(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-36)amid;
Lys*(N°-(7-deoxycholoyt))-GLP-1(7-36)amid;
Lys™*.bis(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-36)amid;
Gly*Lys**(N®-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-36)amid,
Gly*Lys*(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-36)amid;
Gly®Lys?™**-bis(N°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-36)amid;
Arg?Lys**(N®-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-36)amid;
Gly® Arg™*Lys**(IN°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-37);
Lys™(N*-(7-deoxycholoyl))Arg**-GLP-1(7-37),
Gly*Lys*(N*-(7-deoxycholoy)) Arg**-GLP-1(7-37),
Arg?*Lys*(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-37),
Gly® Arg™***Lys**(N°(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-37),
Lys(N*-(choloyl))-GLP-1(7-37);
Lys**(N*-(choloy1))-GLP-1(7-37);
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Lys™**.bis(N*-(choloyl))}-GLP-1(7-37)
Gly®*Lys”(N*-(choloyl))-GLP-1(7-37);
Gly®Lys™(N°®-(choloyl))-GLP-1(7-37);

Gly*Lys**” *-bis(N*(choloyl))-GLP-1(7-37};
Arg™Lys*(N°-(choloyl))-GLP-1(7-37);

Gly® Arg™Lys**(N*-(7-deoxycholoy))-GLP-1(7-38);
Lys*(N°-(7-deoxycholoyl)) Arg*-GLP-1(7-38);
Gly®Lys™*(N°-(7-deoxycholoyl)) Arg™*-GLP-1(7-38);
Arg?*H*Lys*(N°(7-deoxycholoyl))-GLP- 1(7-38);
Arg”*Lys» (N°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1 (7-38);
Gly® Arg™***Lys*(N"-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-38);
Lys™(N°-(choloyl))-GLP-1(7-38);
Lys**(N°-(choloyl))-GLP-1(7-38);
Lys™*-bis(N"-(choloy))-GLP-1(7-38);
Gly*Lys*(N*-(choloyl))-GLP-K7-38);

Gly*Lys** (N*-(choloyl))-GLP-1(7-38);
Gly*Lys***-bis(N°-(choloyl))-GLP-1(7-38);
Arg”*Lys™(N°(choloyl))-GLP-1(7-38);
Gly*Arg**Lys™(N°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-39);
Lys™(N°-(7-deoxycholoyl)) Arg™-GLP-1(7-39);
GlyaLys”(N‘-(7-deoxycholoyl))Arg“-GLP-1(7-39);
Arg™*MLys*(N°-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-39);
Gly® Arg?**Lys**(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-39);
Lys™(N°-(choloyl))-GLP-1(7-39);
Lys™(N°*-(choloyl))-GLP-1(7-39),
Lys™*-bisqN*(choloyl))-GLP-1(7-39);
Gly*Lys™*(N°-(choloyl))-GLP-1(7-39);
Gly*Lys*(N"-(choloyl))-GLP-1(7-39);
Gly*Lys****-bis(N°-(choloyl))-GLP-1{7-39);
Arg”Lys*(N°-(choloyl))-GLP-1(7-39);

Gly® Arg™Lys™ (IN°(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-40);
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Lys™(N"-(7-deoxycholoyl))Arg’*-GLP-1(7-40);
Gly*Lys™(N*-(7-deoxycholoyl)) Arg**-GLP-1(7-40),
Arg*MLys**(N*-(7-deoxycholoyl))-GLP-1(7-40),
Gly®Arg™ *Lys* (N*(7-deoxychotoyi})-GLP-1{7-40);
Lys®(N*-(choloy!))-GLP-1(7-40);
Lys**(N*-(choloyl))-GLP-1(7-40);
Lys***-bis(N*-(choloyl))-GLP-1(7-40),
Gly*Lys?(N°-(choloyl))-GLP-1(7-40),
Gly*Lys*(N*-(choloy!))-GLP-1(7-40);
Gly*Lys™*-bis(N*-(choloyl)}-GLP-1(7-40);
Arg*Lys* (N*-(choloyl))-GLP-1(7-40),
Lys**(N*{choloyl))-GLP-1(7-36);
Lys’*(N°-(choloy!))-GLP-1{7-36);
Lys™**-bis(N*-(choloyl))-GLP-1(7-36);
Gly®*Lys**(N"-(choloyl))-GLP-1(7-36);
Gly*Lys™(N*-(choloyl))-GLP-1(7-36);
Gly*Lys™**-bis(N*-(choloyl))-GLP-1(7-36);
Arg®Lys*' (N*~(choloyl))-GLP-1(7-36);
Lys*(N"-(choloyl))-GLP-1(7-35);
Lys*(N®-(choloyl))-GLP-1(7-35);
Lys™**-bis(N*-(choloyl))-GLP-1(7-35);
Gly*Lys™(N°-(choloyl))-GLP-1(7-35),
Gly*Lys*(N*-(choloyl))-GLP-1(7-35),
Gly®Lys™**-bis(N"-(choloyl))-GLP-1(7-35),
Arg**Lys*(N°~(choloy1))-GLP-1(7-35);
Lys®*(N*-(choloyl))-GLP-1(7-36)amid;
Lys**(N*-(choloyl)}-GLP-1(7-36)amid;
Lys?***-bis(N°-(choloy1))-GLP-1(7-36)amid;
Gly*Lys™(N*-(choloyl))-GLP-1(7-36)amid;
Gly*Lys™(N*-(choloy!))-GLP-1(7-36)amid;
Gly®Lys™**-bis(N*-(choloyt))-GLP-1(7-36)amid,
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Arg™Lys* (N*-(choloyl))-GLP-1(7-36)amid;
Gly® Arg®Lys**(N*-(choloy}))-GLP- 1(7-37);
Lys*(N°-(choloyl))Arg**-GLP-1(7-37);
Gly*Lys ™ (N°*-(choToyi)) Arg**-GLP-1(7-37);
Arg”*'Lys*(N®-(choloyl))-GLP-1(7-37);
Gly®* Arg™**Lys*(N*-(choloyl))-GLP-1(7-37);
Lys*(N*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-37);
Lys*(N*(lithocholoyl))-GLP-1(7-37);
Lys***.bis(N"-(tithocholoyl))-GLP-1(7-37);
Gly*Lys*(N"-(lithocholoy}))-GLP-1(7-37);
Gly*Lys** (N-(fithocholoyl))-GLP-1(7-37);
Gly*Lys™**-bis(N*(lithocholoyi))-GLP-1(7-37),
Arg®Lys™ (N"-(lithocholoyl))-GLP-1(7-37);
Gly* Arg®Lys* (N"(choloyl))-GLP-1(7-38);
Lys*(N°-(choloyl))Arg**-GLP-1(7-38);
Gly*Lys®(N"-(choloyl)) Arg™*-GLP-1(7-38);
Arg?***Lys’ (N*(choloyl))-GLP-1(7-38);
Arg®MLys* (N°(choloyl))-GLP-1(7-38);
Gly® Arg™H*Lys*(N*-(choloyl))-GLP-1(7-38);
Lys™(N°-(lithocholoy!))-GLP-}(7-38);

Lys* (N*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-38);
Lys***bis(N°*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-38);
Gly*Lys™(N°-(lithocholoyl))-GLP-1(7-38);
Gly*Lys™ (N"(lithocholoyl))-GLP-1(7-38);
Gly"Lys™*bis(N"-(lithocholoy!))-GLP-1(7-38);
Arg*’Lys™*(N"-(lithocholoyl))-GLP-1(7-38);
Gly*Arg™Lys*(N*(choloyl))-GLP-1(7-39);
Lys™(N°-(choloyl})Arg**-GLP-1(7-39);
Gly*Lys®(N"-(choloyl)) Arg**-GLP-1(7-39);
Arg™HLys* (N*(choloyl))-GLP-1(7-39);
Gly® Arg****Lys* (N*-(choloyl))-GLP-1(7-39);

o
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Lys*(N*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-39);
Lys**(N®-(lithocholoyl))-GLP-1(7-39);
Lys™***-bis(N°-(lithocholoyi))-GLP-1(7-39);
Giy*Lys™* N"{iittiocholoyf))-GLP-1(7-3%);
Gly*Lys™(N"-(lithocholoyl))-GLP-1(7-39);
Gly“Lys”-’-“‘-bis(N“-(lithocholoyi))-GLP-1(7-39);
Arg™Lys**(N°-(lithocholoyl))-GLP-1(7-39);
Gly* Arg?Lys* (N*-(choloyl))-GLP-1(7-40);
Lys**(N°-(choloyl))Arg**-GLP-1(7-40),
Gly*Lys®™(N*-(choloyl)) Arg**-GLP-1(7-40);
Arg®**Lys**(N*-(choloyl))-GLP-1(7-40);
Gly® Arg?**Lys* (N*-(choloyl))-GLP-1(7-40);
Lys*(N°-(lithocholoyl))-GLP-1(7-40);
Lys*(N*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-40),
Lys****-bis(N"-(lithocholoyi))-GLP-1(7-40);
Gly*Lys™(N"-(lithocholoyl))-GLP- 1(7-40);
Gly™Lys**(N*-(lithocholoyl))-GLP- 1(7-40);
Gly®Lys****-bis(N*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-40);
Arg®Lys**(N®-(fithocholoyl))-GLP-1(7-37);
Lys?(N°*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-36),
Lys*(N°-(lithocholoyt))-GLP-1(7-36);
Lys?**-bis(N*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-36);
Gly®Lys®(N°*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-36);
Gly*Lys* (N°-(lithocholoyl))-GLP-1(7-36);
Gly*Lys™***-bis(N"-(lithocholoyl))}-GLP-1(7-36);
Arg®Lys*(N"-(lithocholoyl))-GLP-1(7-36);
Lys”(N°-(lithochotoyl))-GLP-1(7-35);
Lys™(N*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-35),
Lys®**-bis(N°-(lithocholoyl))-GLP-1(7-35),
Gly® Lys?(N*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-35);
Gly*Lys*(N*-(lithocholoyl)}- GLP-1(7-35);

ol
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Gly®*Lys™**-bis(N*-(lithocholoyl))- GLP-1(7-35);
Arg™Lys™ (N*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-35);
Lys"(N*-(lithocholoyl))-GLP-1¢7-35)amid;
Lys”*(N“-(lithocholoyl))-GLP-1(7-35)amid,
Lys™*.bis(N*-(lithocholoyl))-GLP- 1(7-35)amid;
Gly®Lys™(N"(lithocholoyl))-GLP-1(7-35)amid;
Gly®Lys*(N*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-35)amid;
Gly®Lys****-bis(N"-(lithocholoyl))-GLP-1(7-35)amid;
Arg™Lys**(N*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-35)amid;
Gly® Arg®Lys* (N*-(litocholoyl))-GLP- 1(7-37);
Lys**(N-(lithocholoyl)) Arg**-GLP-1(7-37);
Gly®Lys*(N°-(lithocholoyl)) Arg**-GLP-1(7-37),
Arg®HMLys* (N°-(lithocholoyl))-GLP-1(7-37),;
Arg®**Lys* (N*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-37);
Gly® Arg™**Lys* (N"(lithocholoyl))}-GLP-1(7-37);
Gly® ArgLys**(N®-(litocholoyl))-GLP-1(7-38);
Lys®*(N*-(lithocholoyl)) Arg**-GLP-1(7-38);
Gly®Lys™(N*-(lithocholoyl))Arg**-GLP-1(7-38);
Arg?S M Lys (IN*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-38);
Arg®*Lys"(N"-(lithocholoyl))-GLP-1(7-38);
Gly® Arg™**Lys*(N°-(lithocholoy!))-GLP-1(7-38);
Gly® Arg™Lys™*(N"(litocholoyl))-GLP-1(7-39),
Lys™(N*-(lithocholoy!)) Arg**-GLP-1(7-39);
Gly®Lys™(N*-(lithocholoy1)) Arg**-GLP-1(7-39);
ArgBHMLys* (N*(lithocholoyl))-GLP-1(7-39);
Gly® Arg™**Lys*(N"-(lithocholoyl))-GLP-1(7-39);
Gly® Arg®Lys*(N*-(litocholoyl))-GLP-1(7-40);
Lys**(N-(Jithocholoyt))Arg**-GLP-1(7-40);
Gly*Lys™*(N°-(lithocholoyl)) Arg**-GLP-1(7-40);
Arg™MLys™(N"-(lithocholoyl))-GLP-1(7-40) a
Gly* Arg™***Lys™(N*-(lithocholoyl))-GLP-1(7-40).
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V daldim vyhodném provedeni pfedloZeny vynalez popisuje farmaceuticky pfipravek obsahujici
derivat GLP-1 a farmaceuticky vhodné pfisady nebo nosie.

V dal$im vyhodném provedeni predloZeny vynalez popisuje pouZiti GLP-1 derivatu podle vyné-
lezu pero pfipravu léiva, které ma dlouhodoby profil pisobeni vzhledem k GLP-1(7-37).

V dal§im vyhodném provedeni pfedloZeny vynalez popisuje pouZiti GLP-1 derivatu podle vyna-
lezu pro pfipravu |éiva, které ma dlouhodoby profil piisobeni, k lé¢eni diabetes inzulinnon-
dependentni.

V dal$im vyhodném provedeni piedloZeny vynalez popisuje pouZiti GLP-1 derivatu podle vyna-
lezu pro piipravu létiva, které ma dlouhodoby profil pisobeni, k léteni diabetes inzulin-
dependentni.

V daldim vyhodném provedeni pfedloZeny vynalez popisuje pouZiti GLP--1 derivatu podle vyna-
lezu pro piipravu lé¢iva, kieré ma dlouhodoby profil plisobent, k lé&eni obezity.

V daldfm vyhodném provedeni predloZeny vynalez popisuje zplisob léleni diabetes inzulin-
dependentni nebo diabetes inzulinnondependentni u pacienta vyZadujiciho takovou 1éZbu, kterd
zahrnuje poddvéni terapeuticky efektivniho mnoZstvi GLP-1 derivdtu podle niroku 1 spoleéné
s farmaceuticky vhodnym nosiem.

Detailni popis vynalezu;

Aby se ziskal dostate¢né dlouhodoby profil pisobeni GLP-1 derivatu, tak lipofilicky substituent
pripojeny k GLP-1 skupin& s vyhodou obsahoval 4 a% 40 uhlikovych atomi, zejména 8 az
25 atomd. Lipofilicky substituent miZe byt p¥ipojen k aminoskupiné GLP-1 pomoci karboxylové
skupiny fipofilického substituentu, ktera tvot amidickou vazbu s aminoskupinou aminokyselino-
vého zbytku, na ktery je pfipejen. Jinak miZe byt lipofilicky substituent pfipojen k doty¢nému
aminokyselinovému zbytku takovym zplsobem, Ze aminoskupina lipofilického substituentu tvofi
amidickou vazbu. S karboxylovou skupinou aminokyselinového zbytku. Jako daldi moZnost
miZe byt lipofilicky substituent spojen s GLP-1 skupinou esterovou vazbou. Formélné ester
miZe vznikat bud’ reakci mezi karboxylovou skupinou GLP-1 a hydroxylovou skupinou substi-
tuentu nebo reakci mezi hydroxylovou skupinou GLP-1 skupiny a karboxylovou skupinou
substituentu. Dal3i moZnosti je, Ze lipofilicky substituent miZe byt alkylovd skupina, kterd je
zavedena na primarni aminoskupinu GLP-1.

V jednom z vyhodnych provedeni vynalezu je lipofilicky substituent pfipojen ke GLP-1 skupiné
pomoci spaceru takovym zpiisobem, %e karboxyiovd skupina spaceru tvof{ amidickou vazbu
s aminoskupinou GLP-1. P¥iklady vhodnych spaceri jsou kyselina jantarov4, Lys, Glu nebo Asp,
nebo dipeptid jako napf. Gly-Lys. KdyZ je spacerem kyselina jantarové, tak jedna karboxylova
skupina tvoti amidickou vazbu s aminoskupinou aminokyselinového zbytku a druhd karboxylova
skupina tvofi amidickou vazbu s aminoskupinou lipofilického substituentu. KdyZ je spacerem
Lys, Glu nebo Asp, tak karboxylova skupina tvoti amidickou vazbu s aminoskupinou amino-
kyselinového zbytku a aminoskupina tvofi amidickou vazbu s karboxylovou skupinou lipofi-
lického substituentu. Kdy% je jako spacer pouzit Lys, tak miize byt v n&kterych piipadech vsunut
mezi e-aminoskupinu Lys a lipofilicky substituent dal§i spacer. V jednom zvyhodnych
provedeni je takovym dal§im spacerem Kyselina jantarové, kterd tvofi amidickou vazbu s e-ami-
noskupinou Lys a s aminoskupinou ptitomnou v lipofilickém substituentu. V jiném vyhodném
provedeni je takovym daldim spacerem Glu nebo Asp, ktery tvoli amidickou vazbu s e-amino-
skupinou Lys a jinou amidickou vazbu s karboxylovou skupinou piitomnou v lipofilickém
substituentu, tzn. lipofilicky substituent je N*-acylovany lysinovy zbytek.
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V jiném vyhodném provedeni pfedloZeného vynilezu obsahuje lipofilicky substituent skupinu,
kterd je zaporné nabitd. Jednou z vyhodnych skupin, kterd je zAporné nabita, Jje karboxylova
skupina,

Vychozi peptid miize byt vyroben metodou zahmujici kultivaci hostitelské buiiky obsahujici
DNA sekvenci kodujici peptid a schopné exprese polypeptidu ve vhodném Zivném médiu pii
podminkich dovolujicich expresi peptidu, nacez se z kultury ziska vysledny peptid.

Médium pouzivané ke kultivaci bunék je béZné médium vhodné pro péstovani hostitelskych
bunek jako napf. minimalni nebo komplexni média obsahujici pkisluiné pfidavky. Vhodna média
jsou dostupna od komerénich dodavatelii nebo se pripravuji podle publikovanych navodii (napk.
v katalogu American Type Culture Collection). Peptid produkovany buiikami je poté ziskdvan ze
zivné pldy obvyklymi postupy zahrujicimi separaci hostitelskych bunék z média centrifugaci
nebo filtract, srazeni bilkovinnych komponent supernatantu nebo filtrédtu pomoci soli napf. siranu
amonného, ¢isténi pomoci riznych chromatografickych postupi nap. iontoméni¢ova chromato-
grafie, gelova filtrace, afinitni chromatografie nebo podobnych, zavistych na typu pfisluiného
peptidu,

DNA sekvence kédujici vychozi peptid je genomického nebo cDNA pitvodu ziskana napf. pfi-
pravou genomické nebo cDNA knihovny a provéfenim DNA sekvenci kédujicich cely nebo $4st
peptidu hybridizaci pouzivajici syntetické oligonukleotidické sondy podle standardnich technik
(viz. napf. Sambrook J, Fritsch EF a Maniatis T, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Coid
Spring Harbor Laboratory Press, New York, 1989). DNA sekvence kodujici peptid miZe byt také
pfipravena synteticky zavedenymi standardnimi zpisoby napf. fosfoamidové metoda popsana
v Beaucage a Caruthers, Tetrahedroll Letters 22 (1981), 1 8591 869, nebo metoda popsana
v Matthes a spol., EMBO Journal 3 (1984), 801-805. DNA sekvence miiZe byt také pfipravena
polymerazovou fetézovou reakei vyuZivajici specifickych primerd, jak je popsano napf.
v US 4 683 202 nebo v Saiki a spol., Science 239 (1988), 487—491.

DNA sekvence miZe byt vioZena do jakéhokoli vektoru, ktery mize byt obydejné vystaven po-
stupu rekombinace DNA, a vybér vektoru bude &asto zaviset na hostitelské buiice, do které bude
zaveden. Vektor je tedy nezdvisle se replikujici vektor napt. vektor, ktery existuje Jjako zvlastni
chromozomélni objekt, jehoZ replikace je nezavisl na chromozomalni replikaci napf. plasmid.
Eventueln€ je nosi¢ ten, ktery, kdyZ je zaveden do hostitelské buiiky, se za€leni do genomu hos-
titelské buiiky a replikuje se spoletné s chromozomem nebo chromozomy, do kterych byl zadle-
nén.

Vektor je s vyhodou expresni vektor, ve kterém je sekvence kédujici peptid Géinné spojena
s dalsimi segmenty potfebnymi pro transkripci DNA jako napf. promotor. Promotorem je
jakakoli sekvence DNA, kterd vykazuje transkripéni aktivitu ve vybranych hostitelskych buiikich
a je odvozena od genu kddujiciho proteiny jak homologni tak heterologni k hostitelské buiice.
Ptiklady vhodnych promotorii pro Fizeni transkripce DNA kédujici peptid podle vynilezu
v riaznych hostitelskych buiikich jsou dobfe znimé ze stavu techniky srov. napf. Sambrook a
spol, uvedeno vyse.

DNA sekvence kédujici peptid miiZe byt v pfipadé potieby i¢inné spojena s vhodnym, terminito-
rem, polyadenylaénimi signaly, transkripéné zesilujicimi sekvencemi a translagng zesilujicimi
sekvencemi. Rekombinantni vektor podle vynilezu miZe dale zahmovat DNA sekvence umoz-
fiujici vektoru replikaci v pfisluinych hostitelskych buiikach.

Vektor také mizZe obsahovat volitelny znatkovaé napt. gen, jehoZ produkt dopliiuje defekty

v hostitelskych buiikich nebo produkt, ktery ud&luje resistenci vixéi lékim napf. ampicilinu,
kanamycinu, tetracyklinu, chloramfenikolu, neomycinu, hygromycinu nebo methotrexatu.
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K zacileni vychoziho peptidu predloZeného vynélezu do sekrednich cest v hostitelské bufice je
rekombinantnim nosi¢em poskytnuta sekre&ni signalni sekvence (nazyvana také vedouci sekven-
ce, prepro sekvence nebo pre sekvence). Sekre¢ni signilni sekvence je navdzina na DNA
sekvenci kodujici peptid ve spravném ¢&tecim uspofadani, Sekredni signaini sekvence je obvykle
v 5" posici viiéi DNA sekvenci kddujici peptid. Sekredni signélni sekvence je obvykle sdruZena
s peptidem, nebo je z genu kddujiciho jiny sekreéni protein.

Postupy pouZivané ke spojeni DNA sekvenci kodujicich tento peptid, promotor a voliteln& termi-
nator a/nebo sekreéni signalni sekvence a jejich zavedeni do vhodnych vektori obsahujicich
informaci nezbytou pro replikaci jsou dobfe znamy odbornikiim (srov. napf. Sambrook a spol.,
uvedeno vyse).

Hostitelska buitka, do které je zavedena DNA sekvence nebo rekombinantni nosig, je jakakoli
buiika, ktera je schopné produkovat popsané peptidy a zahmuje bakterie, kvasinky, houby a vy3si
eukaryotické buiiky. Pfiklady vhodnych, dobfe znamych a pouzivanych hostitelskych bunék jsou
bez omezeni E. coli, Saccharomyces cerevisiae, nebo buiiky savcd rodiny BHK nebo CHO.

Ptiklady latek, které mohou byt pouZity jako GLP-1 skupiny podie pfedloZeného vynilezu jsou
popsény v mezindrodni patentové piihlaice WO 87/06941 (The General Hospital Corporation),
kterd popisuje peptidové fragmenty obsahujici GLP-1(7-37) a jeho funk&ni derivaty a jeho
pouZiti jako inzulinotropicke latky.

Dal$i GLP-! analoga jsou popsany v mezindrodni patentové ptihldSce 90/11296 (The General
Hospital Corporation), ktera popisuje peptidové fragmenty obsahujici GLP-1(7-36) a jeho
funkéni derivity majici aktivitu, kterd pievySuje inzulinotropickou aktivitu GLP—1(1-36) nebo
GLP-1(1-37), a jejich pouZiti jako inzulinotropické latky.

Mezindrodni patentova piihladka 91/11457 (Buckley a spol.) zvefejiiuje analoga aktivnich
GLP-1 peptidii 7-34, 7-35, 7-36 a 7-37, které mohou byt také pouzity jako GLP-I skupiny
podle ptedloZeného vyndlezu.

Farmaceutické pifpravky

Farmaceutické pipravky obsahujici GLP-1 derivit podle pfedlozeného vyndlezu mohou byt
poddvény parenteralné pacientdm vyZadujicim takovou 1é¢bu. Parenterdlni poddvani miiZe byt
providéno podkoing, nitrosvalové nebo nitroZilngé pomoci injekei, volitelné pomoci tuzkovych
injekci. Eventueln& miZe byt parenteralni podavéani provddéno pomoci infiiznich pump. Daisi
moznosti je praskovy nebo kapalny ptpravek pro podavani GLP-1 derivatu ve formé nosniho
nebo plicniho spreje. Jako daldi moZnost mohou byt derivaty GLP-! podle vynalezu podiviny
také transdermalné napf. naplasti, voliteln iontoforetickou néplasti, nebo transmukosalng napf.
ustné.

Farmaceutické piipravky obsahujici GLP-1 derivat podle piedloZeného vynalezu mohou byt pfi-
praveny pouZitim obvyklych technik popsanych napf. v Remingtonové Pharmaceutical Sciences,
1985 nebo v Remingtonové The Science and Practice of Pharmacy, 19 vydani, 1995,

Prpravky GLP-1 derivatu podle vynilezu vhodné pro injekci mohou byt plipraveny pouZitim
obvyklych technik farmaceutického primysle, které zahrnuji rozpousténi a miseni pfislusnych
pfisad poskytujici poZadovany koneény produkt.

Podle jednoho postupu se GLP-1 derivat rozpusti ve vodg, jejiZz objem je o n&co men3i neZ celko-
vy objem piipravovaného piipravku. PHdava se poZadované izotonické ¢inidlo, konzervalni pro-
stredek a pufr a, kdyZ je potfeba, tak se upravuje hodnota pH roztoku pouZitim kyseliny napf.
kyseliny chlorovodikové nebo baze napf, vodného roztoku hydroxidu sodného. Nakonec se
vodou upravi objem roztoku tak, aby se dosahlo poZadované koncentrace pfisad.
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Piikladem izotonickych ¢inidel jsou chlorid sodny, mannitol a glycerol.

Ptikladem konzervaénich &inidel jsou fenol, m—kresol, methyl p-hydroxybenzoat a benzylalko-
hol.

Ptikladem vhodnych pufti jsou octan sodny a fosforeénan sodny.

Aby se zlepsila rozpustnost a/nebo stabilita GLP-1 derivatu, tak miZe roztok obsahujici GLP-1
derivat podle pfedlozeného derivatu, jako daldi sloZku k vy3e zminénym slozkam, také obsahovat
tenzid,

Pfipravek pro nosni podavani urlitych peptidd miZe byt pfipraven napf. podle Evropského
Patentu 272097 (Novo Nordisk NS) nebo podle WO 93/18785.

Podle jednoho vvhodného provedeni pfedioZeného vynalezu je GLP-1 derivat pfipraven ve for-
mé piipravku vhodného k injekénimu podavani. Takovy pfipravek mize byt bud’ roztok vhodny
pro injekci nebo urité mnozstvi tuhého ptipravku napf, lyofilizovany produkt, ktery se pfed pou-
Zitim rozpusti v rozpoustédle. Roztok vhodny pro injekci obsahuje minimainé 2 mg/ml, s vyho-
dou minimalné 5 mg/mi, vyhodnéji minimalné 10 mg/ml GLP-1 derivatu a s vyhodou maximal-
né 100 mg/ml GLP-1 derivatu.

GLP-1 derivaty tohoto vynilezu mohou byt pouZity k lé¢eni riznych chorob. PouZiti jednotlivé-
ho GLP-I derivatu a optimalni davka pro jakéhokoli pacienta bude zaviset na lé¢ené nemoci a na
ruznych faktorech zahrnujicich pisobeni specifického peptidu pouzitého derivatu, vék, télesna
padu. Doporuduje se, aby bylo davkovani GLP-I derivitu tohoto vynalezu pro kazdého jednotli-
vého pacienta uréeno odbornikem.

Zvla3té se ptedpoklada, Ze GLP-1 derivat bude uZite¢ny pro pfipravu medikamentu s dlouhodo-
bym profilem plsobeni pro lé&eni diabetes inzulinnondependentni a/nebo pro 1é€eni obezity.

PredloZeny vynidlez je dile objasnén nasledujicimi piiklady, které nicméné nemaji byt vytvofeny
jako omezeni oblasti ochrany, Césti zvefejnéné v predchazejicim popisu a v nasledujicich pFikla-
dech jsou, bud’ samostatné nebo v jakékoli jejich kombinaci, materidlem pro uskuteénéni tohoto
vynalezu v jeho riznych formach.

Ptiklady provedeni vynalezu:

Pro komeréné dostupné chemikalie je pouzito nasledujicich akronym:

DMF: N,N—dimethylformamid

NMP: N-methyl-2-pyrrolidon

EDPA: N—ethyl-N,N—diizopropylamin

EGTA: ethylenglykol-bis(f—aminoethylether)}-N,N,N",N"—tetra-
octova kyselina

GTP: guanosin 5 "-trifosfat

TFA: kyselina triflucroctova

THF: tetrahydrofuran

Myr—ONSu; 2,5—dioxopyrrolidin—1-y! ester kyseliny tetradekanové

Pal-ONSu: 2,5-dioxopyrrolidin—1-yl ester kyseliny hexadekanové

Ste-ONSu: 2,5—dioxopyrrolidin—1—y| ester kyseliny oktadekanové

HOOC—CH,)s—COONSu: 2,5-dioxopyrrolidin—1-yl ester kyseliny w—karboxy-

heptanové
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HOOC~(CH;),COONSu: 2,5-dioxopyrrolidin—1-yl ester kyseliny o—karboxyun-
dekanové

HOOC—CH,),7-COONSu: 2,5-dioxopyrrolidin—1-yl ester kyseliny w—karboxytri-
dekanové

HOOC—CH;)14,COONSu: 2,5~dioxopyrrolidin—1-yl ester kyseliny w-karboxypeta-

: dekanové

HOOCHCH,)1,~COONSu: 2,5—dioxopyrrolidin~1-yl ester kyseliny w~karboxy-
heptadekanové

HOOC—CH,)s~COONSu: 2,5-dioxopyrrolidin—I—y! ester kyseliny w—karboxynona-
dekanové

Zkratky:

PDMS: plazmova desorbéni hmotnostni spektrometrie

MALDI-MS: matricova laserové desorbéni/ionisani hmotnostni spektrometrie

HPLC: vysokoG¢inna kapalinova chromatografie

amu: atomova hmotnostni jednotka

Analytika

Plazmova desorb¢ni hmotnostni spektrometrie
Pfiprava vzorku:

Vzorek byl rozpustén v 0,1% TFA/EtOH (1:1) na koncentraci 1 pg/ul. Roztok vzorku (5-10 pl)
byl umist&n na nitrocelulosovy tertik (Bio—ion AB, Uppsala, Svédsko) a po dobu 2 minut se
adsorboval na povrch terdiku. Terdik byl nésledn& promyt 2x25 uli 0,1% TFA a byl odstfedivé
vysuden, Nakonec byl nitrocelulosovy teréik umistén do teréového kolotode a zaveden do hmot-
nostniho spektrometru.

MS analyza:

PDMS analyza se provadéla za pouZiti Bio—ion 20 pfistroje méfeni doby priletu (Bio—ion Nordic
AB, Uppsala, Svédsko). bylo pouZito urychiovaci napéti 15 kV a molekuiové ionty vzniklé bom-
bardovéanim povrchu nitrocelulosy pomoci 252-Cf atomovych fragmenta byly urychleny smérem
k stop detektoru. Vysledné spektrum méfeni doby prilletu bylo kalibrovano na skutené hmot-
nostni spektrum pomoci H™ a NO' iontii pfi m/z | a 30. Hmotnostni spektrum bylo obecné aku-
mulovano pro 1,0x10° §t&peni odpovidajicich 15 aZ 20 minutdm. Viechny vysledné stanovené
hmotnosti odpovidaji primémym molekulovym hmotnostem izotopll. Ptesnost stanoveni hmot-
nosti je obecné lep3i nez 0,1 %.

MALDI-MS

MALDI-TOF MS analyza se provadéla za pouZiti Voyager RP pfistroje (PerSeptive Biosystems
Inc., Framinngham, MA) vybaveného zdrZovanou extrakci a pracujiciho pfi linedrnim moédu.
Jako matrice byla pouZita a-kyano—4-hydroxyskoficovd kyselina a pfifazeni hmotnosti bylo
zaloZeno na externi kalibraci,

Priklad 1

Syntéza Lys™*(N'—tetradekanoyl)~GLP-1(7-37).

Titulni sloudenina byla pfiopravena z GLP-1(7-37) Smés GLP-1{7-37) (25 mg; 7,45 pmol),

EDPA (26,7 mg; 208 umol), NMP (520 pl) a vody (260 ul) byla mirmé& tfepdna 5 minut pit
pokojové teploté. K vysledné smési byl ptidan roztok Myr—-ONSu (2,5 mg; 7,67 umol) v NMP
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(62,5 pl) a reakéni smés byla mirné& tfepana S minut pfi pokojové teploté a poté ponechana
20 minut stat. bylo pfidino dal¥i mnozstvi Myr-ONSu (2,5 mg; 7,67 pmol) v NMP (62,5 ul)
a vysledna smés byla mirné tfepdna 5 minut. Po celkové reakéni dobé& 40 minut byla reakce ukon-
Cena pridavkem roztoku glycinu (12,5 mg; 166 xmol) v 50% vodném ethanolu (12,5 ml). Titulni
slouCenina byla izolovana z reakéni smési pomoci HPLC vyuZivajici kyanopropylovou kolonu
(Zorbax 300SB-CN) a standardni systém acetonitril/TFA. Vytézek byl 1,3 mg, coz odpovida
4,9 % teoretického vytézku. Kolona byla vyhiata na 65 °C a acetonitrilovy gradient bylo az
100 % za 60 minut. [zolovany produkt byl analyzovan PDMS a m/z hodnota pro protonovany
molekulovy ion byla 3567,9+3. Vysledna molekulova hmotnost je 3566,9+3 amu (teoretick
hodnota: 3565,9 amu). Pozice acylace (Lys26) byla ovéfena enzymatickym $t&penim titulni
sloueniny pomoci Staphylococcus aureus V8 proteasy a naslednym uréenim hmotnosti peptido-
veého fragmentu pomoci PDMS. Kromé titulni sloudeniny byly z reakéni smési izolovany dva
dal¥f GLP-1 derivaty pouZitim stejné chromatografické kolony a slabsiho gradientu (35 az 38 %
acetonitrilu za 60 minut), viz. pfiklady 2 a 3.

Priklad 2

Syntéza Lys *(N*—tetradekanoy!}-GLP-1(7-37).

Titulni slou¢enina byla izolovina z reak&ni smési popsané v ptikladu 1 pomoci HPLC. PDMS
analyza poskytla protonovany molekulovy ion m/z 3567,7+3. Molekulovd hmotnost je tedy
3566,7+3 amu (teoretickd hodnota: 3565,9 amu). Poloha acylace byla uréena na zikladé charak-
teru fragmentace,

Ptiklad 3

Syntéza Lys™"*—bis(N*tetradekanoyl)-GLP—1(7-37).

Titulni sloudenina byla izolovéna z reakéni smési popsané v pikladu 1 pomoci HPLC, PDMS
analyza poskytla protonovany molekulovy ion m/z 3778,4+3. Molekulovd hmotnost je tedy
37717,4%3 amu (teoreticka hodnota: 3776,1 amu).

Piiklad 4

Syntéza Lyszf’(N"—te:tradekanoyl)Arg3 *_GLP-1(7-37).

Titulni sloudenina byla ptipravena z Arg*~GLP-1(7-37). Smés Arg-GLP-1(7-37) (5 mg;
1,47 umol), EDPA (5,3 mg; 41,1 pmol), NMP (105 pl) a vody (50 ul) byla mimé tfepana 5 minut
pfi pokojové teploté. K vysledné smési byl pFidan roztok Myr-ONSu (0,71 mg; 2,2 umol)
v NMP (17,8 pl) a reakdni smés byla mirn& tfepana 5 minut pii pokojové teploté a poté pone-
chana 20 minut stat. Po celkové reakéni dob& 30 minut byla reakce ukon&ena pidavkem roztoku
glycinu (25 mg; 33,3 pmol) v 50% vodném ethanolu (2,5 ml). Reakéni smés byla &isténa pomoci
HPLC, jako v ptikladu 1. PDMS analyza poskytla protonovany molekulovy ion m/z 3594,9+3.
Molekulova hmotnost je tedy 3593,9+3 amu (teoretickd hodnota: 3593,9 amu).

Priklad 5

Syntéza Gly*Arg™**Lys™(NE-tetradekanoyl)-GLP~1(7-37).
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Titulni sloucenina byla piipravena z Gly?Arg™**Lys*~GLP-1(7-37), ktery byl koupen od QCB.
Smés Gly*Arg®*Lys®~GLP-1(7-37) (1,3 mg; 0,39 umol), EDPA (1,3 mg; 10 umol), NMP
(125 pl) a vody (30 ul) byla mimé tfepana 5 minut pfi pokojové teploté. K vysledné smési byl
piidan roztok Myr-ONSu (0,14 mg; 0,44 umol) v NMP (3,6 ml) a reakéni smés byla mirné
tfepna 15 minut pk pokojové teplots. Reakce byla ukondena pfidavkem roztoku glycinu
(0,! mg; 1,33 umol) v 50% vodném ethanolu (10 pl). Reakéni smés byla ¢idténa pomoci HPLC
a byla izolovana titulni slouéenina (60 pg, 4 %).

Priklad 6
Syntéza Arg’***Lys " (N°~tetradekanoyl}-GLP—1(7-37)-OH.

Smés Arg™*Lys**~-GLP-1(7-37)-OH (5 mg; 1,477 umol) EDPA (5,4 mg; 41,78 umol), NMP
(105 ub) a vody (50 pl) byla mirné tfepana 5 minut p¥i pokojové teploté. K vysledné smési byl
pfiddn roztok Myr-ONSu (0,721 mg; 2,215 pmol) v NMP (18 ul). Reakeni smés byla mirné&
tfepAna 5 minut pfi pokojové teploté a poté ponechéna stét daldich 45 minut. Reakce byla ukon-
¢ena pridavkem roztoku glycinu (2,5 mg; 33,3 umol) v 50% vodném ethanolu (250 pl). Reakéni
smés byla &idténa pomoci kolo nové chromatografie za pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax
300SB-CN) a standardniho systému acetonitri/TFA. Kolona byla vyhrita na 65°C
a acetonitrilovy gradient byl 0 a2 100 % za 60 minut. Byla izolovéna titulni slouenina (1,49 mg,
28 %) a produkt byl analyzovian PDMS. Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla
3595+3. Vyslednd molekulova hmotnost je 3594+3 amu (teoretickd hodnota: 3594 amu).

P¥iklad 7
Syntéza Lys****bis(N*~(w—karboxynonadekanoy!))-GLP-1(7-37)-OH.

Smés GLP-1(7-37OH (70 mg; 20,85 pmol), EDPA (75,71 mg; 585,8 umot), NMP (1,47 ml)
a vody (700 ul) byla mimné tfepana 10 minut p¥i pokojové teploté. K vysledné smési byl ptidan
roztok HOOC—CH;),—COONSu (27,44 mg; 62,42 pmol) v NMP (686 pl). Reak&ni smés byla
mirné t¥epana 5 minut p¥i pokojové teploté a poté ponechana stat dalSich 50 minut pfi pokojové
teploté. Reakce byla ukonéena pFidavkem roztoku glycinu (34,43 mg; 458,7 umol) v 50% vod-
ném ethanolu (3,44 ml). Reak&ni smé&s byfa &iSténa pomoci kolonové chromatografie za pouziti
kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému acetonitril/TFA. Kolona
byla vyhFata na 65 °C a acetonitrilovy gradient byi 0 a2 100 % za 60 minut. Byla izolovéna titulni
sloutenina (8,6 mg, 10 %) a produkt byl analyzovan PDMS. Hodnota m/z pro protonovany mole-
kulovy ion byla 4006+3. Vyslednid molekulova hmotnost je 4005+3 amu (teoretickd hodnota:
4005 amu).

Priklad 8
Syntéza Arg”®**Lys’(N"~(w—karboxynonadekanoyt))-GLP-1(7-36)-OH.

Smés Arg***Lys**—GLP-1(7-36)-OH (5,06 mg; 1,52 pmol), EDPA (5,5 mg; 42,58 umot), NMP
(106 pl) a vody (100 ul) byla mirn& tfepina 5 minut p#i pokojové teploté. K vysledné smési byl
pfidan roztok HOOC—(CH,);sCOONSu (1,33 mg; 3,04 umol) v NMP (33,2 pl). Reakéni smés
byla mirn& tfepina 5 minut pii pokojové teploté a poté ponechéna stit daldi 2,5 hodiny pfi
pokojové teploté, Reakce byla ukonéena pfidavkem roztoku giycinu (2,50 mg; 33,34 umol)
v 50% vodném ethanolu (250 pl). Reakéni smés byla &isténa pomoci kolonové chromatografie za
pouziti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému acetonitril/TFA.
Kolfona byla vyhfita na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 az 100 % za 60 minut. Byla
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izolovana titulni slou¢enina (0,46 mg, 8 %) a produkt byl analyzovan PDMS. Hodnota m/z pro
protonovany molekulovy ion byla 3652+3. Vysledna molekulova hmotnost je 365143 amu
(teoreticka hodnota: 3651 amu).

Priklad 9
Syntéza Arg?®*'Lys™ (N°~(a—karboxynonadekanoyl))}-GLP—1(7-38)-OH.

Smés Arg’*Lys*-GLP-1(7-38)-OH (5,556 mg; 1,57 pmol), EDPA (5,68 mg; 43,96 umol),
NMP (116,6 ul) a vody (50 pl) byla mirné tfepana 10 minut pti pokojové teploté. K vysledné
smési byl pfidan roztok HOOC—(CH,);s~COONSu (1,38 mg; 3,14 umol) vNMP (34,5 pi).
Reakéni smés byla mimé tfepana 5 minut pfi pokojové teploté a poté ponechana stat dalsi
2,5 hodiny pfi pokojové teploté. Reakce byla ukontena pridavkem roztoku glycinu (2,5 mg;
33,3 umol) v 50% vodném ethanolu (250 ul). Reakéni smés byla ¢isténa pomoci kolonové chro-
matografie za pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému
acetonitril/TFA. Kolona byla vyhtta na 65 °C a acetonitrilovy gradient bylo az 100 % za
60 minut. Byla izolovana titulni sloutenina (0,7 mg, 12 %) a produkt byl analyzovin PDMS.
Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla 3866+3. Vysledna molekulovd hmotnost je
3865+3 amu (teoretickd hodnota: 3865 amu).

Ptiklad 10
Syntéza Arg *Lys™(N*~(«—karboxynonadekanoyl)-GLP-1(7-37)-OH.

Smés Arg*-GLP-1(7-37)-OH (5,04 mg; 1,489 umol), EDPA (5,39 mg; 41,70 pmol), NMP
(105 pl) a vody (50 pi) byla mimé tfepana 10 minut pfi pokojové teploté. K vysledné smési byl
pfidan roztok HOOC—CH,);s~COONSu (1,31 mg; 2,97 umol) v NMP (32,8 pl). Reakéni smés
byla mirn& tfepana 5 minut pfi pokojové teploté a poté ponechana stat dalsich 30 minut pfi poko-
Jové teploté. Reakce byla ukonfena ptidavkem roztoku glycinu (2,46 mg; 32,75 pmol) v 50%
vodném ethanolu (246 pl). Reakini smés byla &iSténa pomoci kolonové chromatografie za
pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému acetonitril/TFA.
Kolona byla vyhfdta na 65°C a acetonitrilovy gradient byl 0 az 100 % za 60 minut. Byla
izolovana titulni slou¢enina (1,2 mg, 22 %) a produkt byl analyzovan PDMS. Hodnota m/z pro
protonovany molekulovy ion byla 3709+3. Vysledna molekulovad hmotnost je 3708+3 amu
(teoreticka hodnota: 3708 amu).

Piklad 11
Syntéza Arg*Lys(N‘~(@karboxyheptadekanoyl)-GLP-1(7-37)-OH.

Smés Arg“-GLP-1(7-37)-OH (5,8 mg; 1,714 umol), EDPA (6,20 mg; 47,99 umol), NMP
(121,8 pl) a vody (58 ul) byla mirné tfepana 10 minut pti pokojové teploté. K vysledné smési byl
pfidén roztok HOOC~(CH?),c~COONSu (2,11 mg; 5,142 pmol) v NMP (52,8 ul). Reakéni smés
byla mim¢ tfepana 5 minut pti pokojové teploté a poté ponechana stat daldi 2 hodiny pii pokojo-
vé teploté. Reakce byla ukoncena pFidavkem roztoku glycinu (2,83 mg; 37,7 umol) v 50% vod-
ném ethanolu (283 pl). Reakéni smés byla Sidténa pomoci kolonové chromatografie za pouziti
kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému acetonitril/TFA. Kolona
byla vyhfata na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 aZ 100 % za 60 minut. Byla izolovéana titulni
sloucenina (0,81 mg, 13 %) a produkt byl analyzovan PDMS. Hodnota m/z pro protonovany
molekulovy ion byla 3681+3. Vyslednd molekulovd hmotnost je 368043 amu (teoretickd
hodnota: 3680 amu).
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Priklad 12
Syntéza Arg”**Lys™(N*~(w-karboxyheptadekanoyl))-GLP-1(7-37)-OH.

Smés Arg™*Lys*-GLP-1(7-37)-OH (3,51 mg; 1,036 umol), EDPA (3,75 mg; 29,03 pmol),
NMP (73,8 pl) a vody (35 ul) byla mimé& tfepdna 10 minut pfi pokojové teploté. K vysledné
smési byl pfidan roztok HOOC~(CH;)s~COONSu (1,80 mg; 4,37 umol) vNMP (45 ul).
Reakéni smés byla mimé tfepdna 5 minut pfi pokojové teplotd a poté ponechdna stat dalsi
2 hodiny a 10 minut pfi pokojové teploté. Reakce byla ukondena pridavkem roztoku glycinu
(1,7t mg; 22,79 umol) v 50% vodném ethanolu (171 pl). Reakeni smés byla ifténa pomoci
kolonové chromatografie za pouZiti Kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB—CN) a standardniho
systému acetonitril/TFA. Kolona byla vyhtéta na 65 °C a acetonitrilovy gradient bylo az 100 %
za 60 minut. Byla izolovana titulni slou¢enina (0,8 mg, 21 %) a produkt byl analyzovin PDMS,
Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla 3682+3. Vysledna molekulovd hmotnost je
368143 amu (teoreticka hodnota: 3681 amu).

Priklad 13
Syntéza Arg™*‘Lys**(N"—(o—karboxyheptadekanoyl)}-GLP-1(7-38)-OH.

Smés Arg”***Lys*~GLP-1(7-38)-OH (5,168 mg; 1,459 umol), EDPA (5,28 mg; 40,85 pmol),
NMP (108,6 ui) a vody (51,8 pl) byla mirné ttepina 10 minut pti pokojové teploté. K vysiedné
smési byl pidan roztok HOOC—CH,);sCOONSu (1,80 mg; 4,37 pmol) v NMP (45 ul). Reakni
smés byla mirné tfepana 10 minut pH pokojové teplot® a poté ponechdna stit dal3i 2 hodiny
a 15 minut pfi pokojové teploté. Reakce byla ukondena ptidavkem roztoku glycinu (2,41 mg;
32,09 wmol) v 50% vodném ethanolu (241 pl). Reakéni smés byla ¢isténa pomoci kolonové
chromatografie za pouziti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB—CN) a standardniho systému
acetonitril/TFA. Kolona byla vyhfita na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 az 100% za
60 minut. Byla izolovéna titulni sloudenina (0,8 mg, 14 %) a produkt byl analyzovin PDMS.
Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla 3838+3. Vysledna molekulova hmotnost je
3837+3 amu (teoreticka hodnota: 3837 amu).

Piklad 14
Syntéza Arg’®*Lys’®(N*~(e—karboxyheptadekanoy!)-GLP-1(7-36)-OH.

Smés Arg?**Lys**~-GLP-1(7-36)-OH (24,44 mg; 7,34 umol), EDPA (26,56 mg; 205,52 pmol),
NMP (513 pl) a vody (244,4 pl) byla mimé tfepana 5 minut pfi pokojové teploté. K vysledné
smési byl ptidin roztok HOOC—CH,)sCOONSu (9,06 mg; 22,02 umol) v NMP (1,21 ml).
Reakéni smés byla mirn& tfepana 5 minut pH pokojové teploté a poté ponechana stat dalSich
30 minut pii pokojové teplot®, Reakce byla ukonéena ptfidavkem roztoku glycinu (12,12 mg;
161,48 umol) v 50% vodném ethanolu (1,21 mi). Reakéni smés byla &isténa pomoci kolonové
chromatografie za pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému
acetonitril/ TFA. Kolona byla vyhfdta na 65 °C a acetonitrilovy gradient bylo aZ 100 % za
60 minut. Byla izolovana titulni slougenina (7,5 mg, 28 %) a produkt byl analyzovin PDMS,
Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla 3625+3. Vyslednd molekulova hmotnost je
3624+3 amu (teoretickd hodnota: 3624 amu).
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Priklad 15
Syntéza Arg™***Lys"(N*~(w—karboxyundekanoy!))~GLP-1(7-37)-OH.

Smés Arg”***Lys"~GLP-1(3-37)}-OH (4,2 mg; 1,24 pmol), EDPA (4,49 mg; 34,72 pmol), NMP
(88,2 ul) a vody (42 pl) byla mirné tfepana 10 minut pii pokojové teploté. K vysledné smési byl
pridan roztok HOOC—{CH,(,—COONSu (1,21 mg; 3,72 umol) v NMP (30,25 pl). Reakéni smés
byla mimné tfepana 5 minut pii pokojové teploté a poté ponechana stat dal$ich 40 minut pfi
pokojové teploté. Reakce byla ukonéena ptidavkem roztoku glycinu (2,04 mg; 27,28 umol)
v 50% vodném ethanolu (204 pl). Reak&ni smés byla &isténa pomoci kolonové chromatografie za
pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému acetonitril/TFA,
Kolona byla vyhtfata na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 az 100 % za 60 minut. Byla izolo-
vana titulni sloucenina (0,8 mg; 18 %) a produkt byl analyzovan PDMS. Hodnota m/z pro
protonovy molekulovy ion byla 3598+3. Vyslednd molekulové hmotnost je 3597+3 amu
(teoreticka hodnota: 3597 amu).

Ptiklad 16
Syntéza Arg***Lys*(N*~(w—karboxyundekanoy!))-GLP-1(7-38)-OH.

Smés Arg”*Lys™-GLP-1(7-38)-OH (5,168 mg; 1,46 umol), EDPA (5,28 mg; 40,88 pmol),
NMP (108,6 pl) a vody (51,7 pl) byla mimé tfepana 10 minut pii pokojové teploté, k vysledné
smési byl pfiddn roztok HOOC—(CH,),c—COONSu (1,43 mg; 4,38 pmol) v NMP (35,8 ul).
Reakéni smés byla mirné tfepana 5 minut pfi pokojové teploté a poté ponechina stit dalich
50 minut pii pokojové teploté. Reakce byla ukondena pfidavkem roztoku glycinu (2,41 mg;
32,12 pmol) v 50% vodném ethanolu (241 pl). Reakéni smés byla &i¥t€éna pomoci kolonové
chromatografie za pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax 3060SB—CN) a standardniho systému
acetonitril/TFA. Kolona byla vyhfita na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 a% 100 % za
60 minut. Byla izolovana titulni slou¢enina (0,85 mg, 16 %) a produkt byl analyzovan PDMS.
Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla 3753+3. Vysledna molekulovd hmotnost je
375243 amu (teoretickd hodnota: 3752 amu).

Ptiklad 17
Syntéza Lys™**bis(N°~(w~karboxyundekanoy!))~GLP-1(7-37)-OH.

Smés GLP-1(7-37)-OH (10,0 mg; 2,98 umol), EDPA (10,8 mg; 83,43 umol), NMP (210 ul)
a vody (100 ul) byla mimé tfepana |0 minut pfi pokojové teploté. K vysledné smési byl pfidan
roztok HOOC—~CH,),i—COONSu (2,92 mg; 8,94 pmeol) v NMP (73 pl). Reak&ni smés byla mimé
tfepdna 5 minut pfi pokojové teploté a poté ponechdna stat dalgich 50 minut pfi pokojové teploté.
Reakce byla ukoncena piidavkem roztoku glycinu (4,92 mg; 65,56 pmol) v 50% vodném etha-
notu (492 ul). Reakéni smés byla isténa pomoci kolonové chromatografie za pouZiti kyano-
propylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému acetonitril/TFA. Kolona byla
vyhfata na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 aZ 100 % za 60 minut. Byla izolovana titulni
slou¢enina (1,0 mg, 9%) a produkt byl analyzovin PDMS. Hodnota m/z pro protonovany
molekulovy ion byla 3781%3. Vyslednd molekulovd hmotnost je 3780+3 amu (teoreticka hod-
nota: 3780 amu).

Ptiklad 18

Syntéza Arg*~*Lys**(N"~(@-karboxyundekanoy!))-GLP-1(7-36)-OH.
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Smés Arg**Lys*-GLP-1(7-36)-OH (15,04 mg; 4,52 pmol), EDPA (16,35 mg; 126,56 pmol),
NMP (315,8 pi) a vody (150,4 pul) byla mimé tfepana 10 minut pfi pokojové teploté, K vysledné
smési byl ptiddn roztok HOOC—CH,);o~COONSu (4,44 mg; 13,56 umol) v NMP (111 pl).
Reakéni smés byla mimné tfepana 5 minut pfi pokojové teploté a poté ponechdna stit dalgich
40 minut pfi pokojové teplotd. Reakce byla ukondena pFidavkem roztoku glycinu (7,5 mg;
99,44 pmol) v 50% vodném ethanolu (750 pl). Reak&ni smés byla &iiténa pomoci kolonové
chromatografie za pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardntho systému
acetonitrit/ TFA. Kolona byla vyhfdta na 65°C a acetonitrilovy gradient byl 0 az 100% za
60 minut. Byla izolovana titulni slouenina (3,45 mg, 22%) a produkt byl analyzovin PDMS.
Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla 3540+3, Vysledna molekulové hmotnost je
3539+3 amu (teoretickd hodnota: 3539 amu).

Ptiklad 19
Syntéza Arg*'Lys™(N*~(w—karboxyundekanoyl)-GLP-1(7-37)-OH.

Smés Arg*-GLP-1(7-37)-OH (5,87 mg; 1,73 pmol), EDPA (6,27 mg; 48,57 umol), NMP
(123,3 ul) a vody (58,7 pul) byla mimé tfepana 10 minut pfi pokojové teploté. K vysledné smesi
byl pfidén roztok HOOC—(CH;)1o-COONSu (1,70 mg; 5,20 pmol) vNMP (42,5 ul). Reakéni
smés byla mirmé& tfepana 5 minut pfi pokojové teploté a poté ponechéna stit dal3ich 40 minut pii
pokojové teploté. Reakce byla ukontena pfidavkem roztoku glycinu (2,86 mg; 286 pumol) v 50%
vodném ethanolu (286 ul). Reakéni smés byla ¢ijté€na pomoci kolonové chromatografie za pou-
ziti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB—~CN) a standardniho systému acetonitril/ TFA. Kolo-
na byla vyhfita na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 az 100 % za 60 minut. Byla izolovana
titulni slouéenina (1,27 mg, 20%) a produkt byl analyzovin PDMS. Hodnota m/z pro protono-
vany molekulovy ion byla 3597+3. Vyslednid molekulova hmotnost je 35963 amu (teoreticka
hodnota: 3596 amu).

Piklad 20
Syntéza Arg’*Lys**(N*~(w—karboxyheptanoyl))~GLP-1(7-37)-OH.

Smés Arg*-GLP-1(7-37)-OH (4,472 mg; 1,32 umol), EDPA (4,78 mg; 36,96 umol), NMP
(94 pi) a vody (44,8 pl) byla mirné tfepana 5 minut pii pokojové teploté. K vysledné smési byl
ptidan roztok HOOCHCH,)s~COONSu (1,07 mg; 3,96 umol) vNMP (26,8 pl). Reak&ni smés
byla mimé tfepana 5 minut pfi pokojové teplot& a poté ponechéna stat dal¥i 1 hodinu a 50 minut
pii pokojové teploté. Reakce byla ukondena piidavkem roztoku glycinu (2,18 mg; 29,04 pmol)
v 50% vodném ethanolu (218 pl). Reakéni smés byla &idt&na pomoci kolonové chromatografie za
pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB—CN) a standardniho systému acetonitril/TFA.
Kolona byla vyhfita na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 aZz 100% za 60 minut. Byla
izolovana titulni sloudenina (0,5 mg, 11%) a produkt byl analyzovan PDMS. Hodnota m/z pro
protonovany molekulovy ion byla 3540+3. Vysledna molekulovd hmotnost je 3539£3 amu
(teoretickd hodnota: 3539 amu). ‘

Priklad 21
Syntéza Arg”*Lys**(N"(a—karboxyheptanoyl))-GLP-1(7-38)-OH.

Smés Arg***Lys’*-GLP-1(7-38)-OH (5,168 mg; 1,459 pmol), EDPA (5,28 mg; 40,85 pmol),
NMP (108,6 pul) a vody (51,6 pl) byla mimé tfepana 10 minut pfi pokojové teploté. K vysledné
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smési byl ptidan roztok HOOC—CH;)e~COONSu (1,18 mg; 4,37 pmol) vNMP (29,5 pul).
Reakéni smés byla mimé tfepdna 5 minut pii pokojové teploté a poté ponechana stat dalsi
| hodinu a 50 minut pfi pokojové teplotd. Reakce byla ukonena piidavkem roztoku glycinu
(2,40 mg; 39,09 pmol) v 50% vodném ethanolu (240 pl). Reakéni smés byla ¢isténa pomoci
kolonové chromatografie za pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho
systému acetonitril/TFA. Kolona byla vyhiata na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 a2 100%
za 60 minut. Byla izolovana titulni slougenina (0,5 mg, 9%) a produkt byl analyzovan PDMS.
Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla 3697+3. Vysledni molekulova hmotnost je
3695+3 amu (teoreticka hodnota: 3695 amu).

P¥iklad 22
Syntéza Arg”***Lys"(N‘~(w—karboxyheptanoyl))}-GLP—1(7-37)-OH.

Smés Arg™*Lys*-GLP-1(7-37)-OH (5,00 mg; 1,47 umol), EDPA (5,32 mg; 41,16 pmol),
NMP (105 pl) a vody (50 pl) byla mirné tfepana 5 minut pfi pokojové teplot&. K vysledné smési
byl pfidin roztok HOOCCH,)e—COONSu (1,19 mg; 4,41 umol) v NMP (29,8 ul). Reakéni
smés byla mirné tfepana 5 minut pfi pokojové teploté a poté ponechana stat dal$i 2 hodiny pfi
pokojové teploté. Reakce byla ukontena piidavkem roztoku glycinu (2,42 mg; 32,34 pmol)
v 50% vodném ethanolu (242 pl). Reak&ni smés byla &iténa pomoci kolonové chromatografie za
pouziti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB—CN) a standardniho systému acetonitril/TFA.
Kolona byla vyhfata na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 a% 100% za 60 minut. Byla izolova-
na titulni sloutenina (0,78 mg, 15%) a produkt byl analyzovan PDMS. Hodnota m/z pro
protonovany molekulovy ion byla 3542+3. Vyslednd molekulovd hmotnost je 35413 amu
(teoreticka hodnota: 3541 amu).

Ptiklad 23
Syntéza Arg****Lys**(N*~(@—karboxyheptanoyl)}-GLP-1(7-36)~OH.

Smés Arg’**Lys*~GLP-1(7-36)-OH (5,00 mg; 1,50 umol), EDPA (5,44 mg: 42,08 pumol),
NMP (210 pl) a vody (50 ul) byla mimé tfepana 5 minut pti pokojové teploté. K vysledné smési
byl ptidén roztok HOOC~(CH,)s—~COONSu (1,22 mg; 4,5 umol) v NMP (30,5 pl). Reakéni smés
byla mirné tfepana 5 minut pfi pokojové teplot& a poté ponechana stat dal$i 2 hodiny pii pokojo-
vé teploté. Reakce byla ukoniena ptidavkem roztoku glycinu (2,47 mg; 33,0 umol) v 50% vod-
ném ethanolu (247 pl). Reakéni smés byla &iténa pomoci kolonové chromatografie za pouziti
kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému acetonitril/TFA. Kolona
byla vyhtét a na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 az 100% za 60 minut. Byla izolovéna titulni
sloudenina (0,71 mg, 14%) a produkt byl analyzovan PDMS. Hodnota m/z pro protonovany
molekulovy ion byla 348443, Vysledna molekulova hmotnost je 3483+3 amu (teoretickd hod-
nota: 3483 amu).

Prikiad 24
Syntéza Lys™**bis(N‘~(w-karboxyheptanoyl))-GLP-1(7-37)-OH.

Smés GLP-1(7-37)-OH (10 mg; 2,5 pmol), EDPA (10,8 mg; 83,56 pmol) NMP (210 pl) a vody
(100 pl) byla mimé tfepana 10 minut pti pokojové teploté. K vysledné smési byl p¥idin roztok
HOOC~CH,)s~-COONSu (2,42 mg; 8,92 umol) v NMP (60,5 pl). Reakéni smés byla mirn&
tfepana 5 minut pti pokojové teploté a poté ponechana stét dalii 2 hodiny a 35 minut pti pokojo-
vé teploté. Reakce byla ukondena pfidavkem roztoku glycinu (4,92 mg; 65,54 pmol) v 50% vod-
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ném ethanolu (492 pl). Reakéni smés byla Sisténa pomoci kolonové chromatografie za pouziti
kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému acetonitril/ TFA. Kolona
byla vyhfita na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 aZz 100% za 60 minut. Byla izolovana tituini
sloudenina (2,16 mg, 24%) a produkt byl analyzovin PDMS, Hodnota m/z pro protonovany
molekulovy ion byla 3669+3. Vyslednad moiekulova hmotnost je 3668+3 amu (teoretickd hodno-
ta: 3668 amu).

Priklad 25
Syntéza Arg*'Lys* (N*~(@—karboxypentadekanoy)}-GLP-1(7-37)}-OH.

Smés Arg*-GLP-1(7-37)-OH (4,472 mg; 1,321 pmol), EDPA (4,78 mg; 36,99 umol), NMP
(93,9 ul) a vody (44,7 pl) byla mimé tfepana 10 minut pfi pokojové teploté. K vysledné smési
byl pfidan roztok HOOC—CH;),,—~COONSu (1,519 mg; 3,963 pmol) v NMP (38 pl). Reakéni
smés byla mirné tfepana 5 minut pfi pokojové teploté a poté ponechdna stat dal$i 1 hodinu pti
pokojové teploté. Reakce byla ukontena pfidavkem roztoku glycinu (2,18 mg; 29,06 pmol)
v 50% vodném ethanolu (218 pl). Reak&ni smés byla &isténa pomoci kolo nové chromatografie
za pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB—CN) a standardniho systému acetonitri/ TFA.
Kolona byla vyhtita na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 aZ 100% za 60 minut. Byla izolo-
véna titulni slou¢enina (0,58 mg, 12%) a produkt byl analyzovan PDMS. Hodnota m/z pro proto-
novany molekulovy ion byla 3654+3. Vysledna molekulova hmotnost je 365343 amu (teoreticka
hodnota: 3653 amu).

Ptiklad 26
Syntéza Arg”***Lys**(N“~(w—karboxyheptanoyl))}-GLP-1{7-36)-OH.

Smés Arg”*Lys*®-GLP-1(7-36)-OH (5,00 mg; 1,50 umol), EDPA (5,44 mg; 42,08 umol),
NMP (210 pl) a vody (50 pl) byla mirn& tfepana 5 minut p¥i pokojové teploté. K vysledné smési
byl ptidan roztok HOOC~CH;)1s,~COONSu (1,72 mg; 4,5 pmol) v NMP (43 ul). Reak&ni smés
byla mimé& tfepina 5 minut pfi pokojové teploté a poté ponechana stit dalsi 1 hodinu pfi
pokojové teploté. Reakce byla ukonéena piidavkem roztoku glycinu (2,48 mg; 33 pmot) v 50%
vodném ethanolu (248 ul). Reakéni smés byla &isténa pomoci kolonové chromatografie za pou-
Ziti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB—CN) a standardniho systému acetonitril/TFA Kolona
byla vyhiita na 65 °C a acetonitrilovy gradient bylo a2 100% za 60 minut. Byla izolovéna titulni
sloudenina (0,58 mg, 11%) a produkt byl analyzovan PDMS. Hodnota m/z pro protonovany
molekulovy ion byla 359643, Vyslednd molekulovd hmotnost je 359543 amu (teoreticka
hodnota: 3595 amu).

Ptiklad 27
Syntéza 2,5—dioxopyrrolidin-1-yl esteru kyseliny lithocholové.

Ke smési lithocholové kyseliny (5,44 g 14,34 mmol), N-hydroxysukcinimidu (1,78 g;
15,0 mmol), bezvodého THF (120 ml) a bezvodého acetonitrilu (30 ml), jejiz teplota byla udrZo-
vana okolo 10°C, byl pfidin roztok N,N'—dicyklohexylkarbodiimidu (3,44 g; 16,67 mmol)
v bezvodém THF, Reakéni smés byla michdna 16 hodin pii okolni tepiotg, filtrovana a vakuové
zakoncentrovana. Zbytek byl rozpustén v dichlormethanu (450 ml), promyt  10% vodnym
roztokem Na,CO; (2x 150 ml) a vysuden (MgSQ,), Susidio bylo odfiltrovano a filtrat byl
vakuové zakoncentrovin za vzniku krystalického zbytku. Zbytek byl prekrystalovan ze smeési
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dichlormethanu (30 ml) a n~heptanu (30 ml) za vzniku titulni slouceniny (3,46 g; 51 %) jako
krystalické tuhé latky.

Priklad 28
Syntéza Arg”*Lys**(N*lithocholyl}-GLP-1(7-37)-OH.

Smés Arg™*-GLP-1(7-37)-OH (4,472 mg; 1,32 umol), EDPA (4,78 mg; 39,69 pmol), NMP
(94 pl) a vody (44,8 pl) byla mimeé tfepana 10 minut pii pokojové teploté. K vysledné smési byl
pfidan roztok 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl esteru kyseliny lithocholové (1,87 mg; 3,96 pmol)
v NMP (46,8 pi). Reakéni smés byla mirn& tfepana 5 minut p#i pokojové teploté a poté ponecha-
na stat dal3i 1 hodinu pfi pokojové teploté. Reakce byla ukonéena ptidavkem roztoku glycinu
(2,18 mg; 29,04 pmol) v 50% vodném ethanolu (218 pl). Reakéni smés byla isténa pomoci
kolonové chromatografie za pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB—CN) a standardniho
systému acetonitril/TFA. Kolona byla vyhféta na 65 °C a acetonitrilovy gradient bylo az 100% za
60 minut. Byla izolovana titulni slougenina (1,25 mg, 25%) a produkt byl analyzovan PDMS,
Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla 3744+3. Vysledna molekulova hmotnost je
37433 amu (teoreticka hodnota: 3743 amu).

Ptiklad 29
Syntéza N*-tetradekanoy -Glu(ONSu)}-Obu',

Roztok Myr-ONSu (4,0 g; 12,3 mmol) v DMF (59 ml) byl po kapkéch pridin k suspenzi
H-Glu(OH)-Obul (2,5 g; 12,3 mmol), DMF (283 ml) a EDPA (1,58 g; 12,3 mmol). Reaké&ni
smés byla michdna 16 hodir pfi pokojové teploté a poté byla vakuové zakoncentrovina na
celkovy objem 20 ml. Zbytek byl rozd&len mezi 5% vodny roztok kyseliny citrénové (250 ml)
a ethylacetat (150 ml) a ob& faze byly odd&leny. Organicka vrstva byla vakuové zakoncentrovina
a zbytek byl rozpustén v DMF (40 mi). Vysledny roztok byl po kapkach pfidan do 10% vodného
roztoku kyseliny citronové (300 ml), ktery byl udrfovan pfi teplotd 0°C. Srazenina byla
shroméZdéna a promyta ledovou vodou a sufena ve vakuové sudama. VysuSena litka byla
rozpusténa v DMF (23 ml) a k roztoku byl pfidan HONSu (1,5 g; 13 mmol), k této smési byl
pfiddn roztok N,N’-dicyklohexylkarbodiimidu (2,44 g; 11,9 mmol) v dichlormethanu (47 ml).
Reakeni smés byla michana 16 hodin pfi pokojové teplot a vznikla srazenina byla odfiltrovana.
SraZenina byla prekrystalovina ze smési n-heptan/2—propanol za vzniku titulni sloudeniny
(3,03 g; 50%).

Ptiklad 30
Syntéza Glu™* Arg’*'Lys™(N*~(y-glutamyI(N*~tetradekanoy)}~GLP-1(7-38)-OH.

Smés Gl Arg**Lys® -GLP-1(7-38)-OH (1,0mg; 0,272 pmol), EDPA (0,98 mg;
7,62 pmol), NMP (70 ul) a vody (70 ul) byla mirng tfepana 5 minut pfi pokojové teploté,
k vysledné smési byl piidin roztok N*-tetradekanoyl-Glu(ONSu)-OBy' pfipraveného podle
prikladu 29 (0,41 mg; 0,816 pmol) YNMP (10,4 pl). Reakéni smés byla mirné tfepdna 5 minut pfi
pokojové teploté a poté ponechdna stat dal§ich 45 minut pFi pokojové tepioté. Reakce byla
ukondena ptidavkem roztoku glycinu (0,448 mg; 5,98 pmol) v 50% vodném ethanolu (45 pl),
Byl ptidan 0,5% vodny roztok octanu amonného (0,9 ml) a vysledna smés byla imobilizovana na
Varian 500 mg C8 Mega Bond Elut® naplni, imobilizovana slou¢enina byla promyta 5% vodnym
roztokem acetonitrilu (10 ml) a nakonec uvolnéna z néplné vymytim pomoci TFA (10 ml), Eluat
by vakuové zakoncentrovan a reakéni smés byla ¢i§téna pomoci kolonové chromatografie za
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pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému acetonitril/ TFA.
Kolona byla vyhiita na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 aZ 100 % za 60 minut. Byla
izolovana titulni slou¢enina (0,35 mg, 32%) a produkt byl analyzovan PDMS. Hodnota m/z pro
protonovany molekulovy ion byla 401243, Vyslednd molekulovd hmotnost je 40113 amu
(teoreticka hodnota: 4011 amu).

Piiklad 31
Syntéza Glu™Arg**Lys’ (N*~(y—glutamyl(N"tetradekanoy1)))}-GLP-1(7-38)-OH.

Smés Glu>®Arg”Lys”-GLP-1(7-38)-OH (6,07 mg; 1,727 pumol), EDPA (6,25 mg;
48,36 umol), NMP (425 pl) a vody (425 pl) byla mimé& tfepana S minut pfi pokojové teploté.
K vysledné smési byl pfidan roztok N*-tetradekanoyl-Glu(ONSu)-OBu' ptipraveného podle pfi-
kladu 29 (2,65 mg; 5,18 umol) v NMP (66,3 pl). Reakéni smés byla mimé tfepana 5 minut pfi
pokojové teploté a poté ponechdna stat daldich 45 minut pfi pokojové teploté. Reakce byla ukon-
&ena pFidavkem roztoku glycinu (2,85 mg; 38,0 pumol) v 50% vodném ethanolu (285 pl). Byl pii-
dén 0,5% vodny roztok octanu amonného (5,4 ml) a vyslednd smés byla imobilizovina na Varian
500 mg C8 Mega Bond Elut® ndpini, imobilizovan4 sloutenina byla promyta 5% vodnym rozto-
kem acetonitrilu (10 ml) a nakonec uvolnéna z naplné vymytim pomoci TFA (10 mi). Eluat byl
vakuové zakoncentrovan a reak&ni smés byla &idténa pomoci kolonové chromatografie za pouzZiti
kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému acetonitril/ TFA. Kolona
byla vyhfata na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 aZ 100% za 60 minut. Byla izolovéna titulni
sloudenina (0,78 mg, 12%) a produkt byl analyzovan PDMS. Hodnota m/z pro protonovy
molekulovy ion byla 3854+3. Vysledn4 molekulovad hmotnost je 3853+3 amu (teoreticka hod-
nota: 3853 amu).

Piiklad 32
Syntéza Lys*5*bis(N‘~(w—karboxytridekanoyl)-GLP-1(7-37)-OH.

Smés GLP-1(7-37OH (30 mg; 8,9 umol), EDPA (32,3 mg; 250 pmol), NMP (2,1 ml) a vody
(2,1 ml) byla mimé tfepana 5 minut pfi pokojové teploté. K vysledné smési byl ptidan roztok
HOOC—CHy),,-COONSu (12,7 mg; 35,8 pmol) vNMP (318 pl). Reakéni smés byla mirné
tfepdna 1 hodinu a 40 minut pfi pokojové teploté. Reakce byla ukonéena piidavkem roztoku
glycinu (3,4 mg; 44,7 umol) v 50% vodném ethanolu (335 pl). Reakéni smés byla ¢isté€na pomoci
kolonové chromatografie za pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB—CN) a standardniho
systému acetonitril/ TFA. Kolona byla vyhtéta na 65 °C a acetonitrilovy gradient bylo aZ 100% za
60 minut. Byla izolovana titulni sloudenina (10 mg, 29%) a produkt byl analyzovan PDMS.
Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla 3840+3, Vysledna molekulovad hmotnost je
38393 amu (teoreticka hodnota: 3839 amu).

Priklad 33
Syntéza Lys™*bis(N°~(y—glutamyl(N°tetradekanoy?)))-GLP-1(7-37)-OH. (NNC 90-1167).

Smés GLP-1(7-37)-OH (300 mg; 79,8 pmol), EDPA (288,9 mg; 2,24 mmol), NMP (21 pl)
avody (21 ml) byla miré& tfepana 5 minut pfi pokojové teploté. K vysledné smési byl pfidin
roztok N°—tetradekanoyl-Glu(ONSu)-OBu' piipraveného podle ptikladu 29 (163 mg;
319,3 umol) v NMP (4,08 pl). Reakéni smés byla mimé tfepana 5 minut pii pokojové teploté
a poté ponechina stat dal3i [ hodinu pfi pokojové teplotd. Reakce byla ukondena pfidavkem
roztoku glycinu (131,8 mg; 1,76 mmol) v 50% vodném ethanolu (13,2 ml). Byl pfidan 0,5% vod-
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ny roztok octanu amonného (250 ml) a vysledna smés byla rozdélena na étyfi stejné dasti. Kazda
Cast byla vymyta na Varian 500 mg C8 Mega Bond Elut® népli, imobilizovana slouenina byla
promyta 0,1% vodnym roztokem TFA (3,5 ml) a nakonec uvolnéna z naplné vymytim pomoci
70% vodnym roztokem acetonitrilu (4 ml). Spojené eluaty byly zfedény 0,1% vodnym roztokem
TFA {300 ml). SraZenina byla shromazdéna centrifugaci, promyta 0,1 % vodnym roztokem TFA
a nakonec izolovana centrifugaci. Ke sraeniné byla pfiddna TFA (60 ml) a vysledna reakéni
smés byla michéna 1,5 hodiny pfi pokojové teploté. Ptebytek TFA byl vakuové odstranén a
zbytek byl nalit do vody (50 ml). SraZenina byla &i¥téna pomoci kolonové chromatografie za
poutiti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému acetonitril/TFA.
Kolona byla vyhtita na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 az 100 % za 60 minut. Byla izolova-
na titulni sloutenina (27,3 mg, 8%) a produkt byl analyzovin PDMS. Hodnota m/z pro
protonovany molekulovy ion byla 4036+3. Vyslednd molekulova hmotnost Je 403543 amu (teo-
reticka hodnota: 4035 amuy).

Pfiklad 34
Syntéza Arg®*Lys’ S(N‘—(m—karboxypentadekanoyl))—GLP-1 (7-38)-OH.

Smés Arg®*'Lys”-GLP-1(7-38)-OH (30 mg; 8,9 umol), EDPA (32,3 mg; 250 umol), NMP
(2,1 ml) a vody (2,1 mi) byla mimé tfepna 5 minut pfi pokojové teploté, k vysledné smési byl
pfidén roztok HOOC—CH,);+—COONSu (13,7 mg; 35,8 umol) v NMP (343 pul). Reakéni smés
byla mimg tfepana 1 hodinu pfi pokojové teplot&. Reakce byla ukon&ena pridavkem roztoku gly-
cinu (3,4 mg; 44,7 umol) v 50% vodném ethanolu (335 ul). Reakéni smés byla &ist&na pomoci
kolonové chromatografie za pouziti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB—CN) a standardniho
systému acetonitril/TFA. Kolona byla vyh¥ata na 65 °C a acetonitri lovy gradient bylo az 100% za
60 minut. Byla izolovana titulni slouenina (4,8 mg, 14%) a produkt byl analyzovan PDMS,
Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla 389443, Vysledna molekulova hmotnost je
389343 amu (teoretick4 hodnota; 3893 amu).

Ptiklad 35
Syntéza N"-hexadekanoyl-Glu(ONSu }-OBu'.

Roztok Pal-ONSu (7,3 g; 20,6 mmol) v DMF (100 ml) byl po kapkach pfidan k suspenzi
H-Glu(OH)-OBu' (4,2 g; 20,6 mmol), DMF (500 mi) a EDPA (2,65 g; 20,6 mmol). Reakeni
smés byla michdna 64 hodin pti pokojové teploté a poté vakuové zakoncentrovéna na celkovy
objem 20 ml. Zbytek byl rozd&len mezi [0% vodny roztok kyseliny citronové (300 ml)
a ethylacetdt (250 ml) a ob& faze byly oddéleny. Organick4 vrstva byla vakuové zakoncentrovana
a zbytek byl rozpustén v DMF (50 ml). Vysledny roztok byl po kapkéch pFidan do 10% vodného
roztoku kyseliny citrénové (500 ml), ktery byl udrovan pii teploté 0 °C. SraZenina byla shro-
mazdéna a promyta ledovou vodou a susena ve vakuové susdrg. Vysusena latka byla rozpusténa
v DMF (45ml) a kroztoku byl ptidin HONSu (2,15 g; 18,7 mmol). K této smési byl p¥idan
roztok N,N'—dicyklohexylkarbodiimidu (3,5 g 17mmol) v dichlormethanu (67 ml). Reakeni
smés byla michana 16 hodin pfi pokojové teplot® a vznikla srazenina byla odfiltrovana. Srazenina
byla pfekrystalovana ze smési n-heptan/2-propanol za vzniku titulni sloueniny (6,6 g; 12%).

Piiklad 36
Syntéza Lys™**“bis(N*(y—glutamy}(N"—hexadekanoyl)))~GLP-1(7-37)-OH.

Smés GLP-[(7-37)-OH (10 mg; 2,9 pmol), EDPA (10,8 mg; 83,4 umol), NMP (0,7 ml) a vody
(0,7 ml) byla mirné tfepina 5 minut pi pokojové teploté. K vysledné smési byl piidan roztok




20

25

30

38

40

45

50

CZ 300837 B6

%_hexadekanoyl-Glu(ONSu)-OBu' pipraveného podle piikladu 33 (163 mg; 319,3 umoi)
v NMP (4,08 ml). Reakéni smés byla miné tfepana | hodinu a 20 minut pfi pokojové teploté.
Reakce byla ukontena pridavkem roztoku glycinu (4,9 mg; 65,6 pumol) v 50% vodném ethanolu
(492 pl), Byl pFidén 0,5% vodny roztok octanu amonného (9 ml) a vyslednd smés byla eluovana
na Varian 1g C8 Mega Bond Elut® napli, imobilizovana sloudenina byla promyta 5% vodnym
roztokem acetonitritu (10 ml) a nakonec uvolnéna z napin& vymytim pomoci TFA (10 ml). Eluat
byl vakuové zakoncentrovén a reakéni smés byla &ist¢na pomoci kolonové chromatografie za
pouziti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému acetonitril TFA
Kolona byla vyhFata na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 a2 100% za 60 minut. Byla izolova-
na titulni sloutenina (2,4 mg, 20%) a produkt byl analyzovin PDMS. Hodnota m/z pro protono-
vany molekulovy ion byla 4092+3. Vysledna molekulova hmotnost je 40913 amu (teoreticka
hodnota: 4091 amu).

Priklad 37
Syntéza Arg**Lys”(N"~(y~glutamyl(N*~hexadekanoyl))}-GLP-1(7-37)-OH.

Smés Arg"-GLP-1(7-37)-OH (3,7 mg; 1,1 pmol), EDPA (4,0 mg; 30,8 umol), acetonitrilu
(260 pl) a vody (260 pi) byla mimé tfepna 5 minut pti pokojové teploté, k vysledné smési byl
piidan roztok N°—hexadekanoyl-Glu(ONSu)-OBu' pfipraveného podle piikladu 35 (1,8 mg;
3,3 umol) v acetonitrilu (44,2 pi). Reakéni smés byla mimé tfepéna 1 hodinu a 20 minut pfi
pokojové teploté. Reakce byla ukoncena pfidavkem roztoku glycinu (1,8 mg; 24,2 umol) v 50%
vodném ethanolul81 pl). byl ptiddn 0,5% vodny roztok octanu amonného (12 ml) 2 NMP
(300 ul) a vysledna smés byla eluovana na Varian 1g C8 Mega Bond Elut® napli, imobilizovand
slougenina byla promyta 5% vodnym roztokem acetonitrilu (10 ml) a nakonec uvolnéna z napiné
vymytim pomoci TFA (6 ml). Eluét byl ponechan stat 2 hodiny pfi pokojové teploté a vakuové
zakoncentrovan, Zbytek byl ist&n pomoci kolonové chromatografie za poufiti kyanopropylové
kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardnfho systému acetonitril/ TFA. Kolona byla vyhfita na
65 °C a acetonitrilovy gradient bylo a% 100% za 60 minut. Byla izolovéna titulni slouZenina
(0,23 mg, 6%) a produkt byl analyzovan PDMS, Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion
byla 3752+3, Vysledna molekulova hmotnost je 375143 amu (teoretickd hodnota: 3751 amu).

Ptiklad 38
Syntéza Arg**'Lys”*(N‘~(y-glutamyl(N"tetradekanoyl)))-GLP-1(7-38)-OH.

Smés Arg?**Lys**~GLP-1(7-38)-OH (14 mg; 4,0 pmol), EDPA (14,3 mg; 110,6 pmol), NMP
(980 ul) a vody (980 pl) byla mirng tfepéna 5 minut pfi pokojové teploté. K vysiedné smési byl
ptiddn roztok N-tetradekanoyl-Glu(ONSu)-OBu' ptipraveného podle pfikladu 29 (12,1 mg;
23,7 pmol) v NMP (303 pf). Reak¥ni smés byla mirné tfepéna 2 hodiny pfi pokojové teploté.
Reakce byla ukondena piidavkem roztoku glycinu (6,5 mg; 86,9 umol) v 50% vodném ethanolu
(652 pl), Byt ptidén 0,5% vodny roztok octanu amonného (50 ml) a vysiedna smés byla eluovana
na Varian 1g C8 Mega Bond Elut® néplii, imobilizovana sloutenina byla promyta 5% vodnym
roztokem acetonitrilu (15 ml) a nakonec uvolnéna z naplng vymytim pomoci TFA (6 ml). Eluat
byl ponechén stt 1 hodinu a 45 minut pfi pokojové teploté a poté vakuove zakoncentrovan. Zby-
tek byl &istén pomoci kolonové chromatografie za pouiti kyanopropylové kelony (Zorbax
300SB-CN) a standardniho systému acetonitrilTFA. Kolona byla vyhfita na 65 °C a aceto-
nitrilovy gradient bylo aZ 100 % za 60 minut. Byla izolovana titulni slouenina (3,9 mg, 26 %)
a produkt byl analyzovin PDMS. Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla 3881+3.
Vysledna molekulova hmotnost je 38803 amu (teoreticka hodnota: 3880 amu).
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Priklad 39
Syntéza Arg™***Lys"(N*{(@—karboxypentadekanoyl))-GLP—1(7-38)-OH.

Smés Arg”*'Lys"-GLP-1(7-38)-OH (14 mg; 4,0 umol), EDPA (14,3 mg; 111 wmol), NMP
(980 pi) a vody (980 pl) byla mirné tfepana 5 minut pfi pokojové teploté, k vysledné smési byl
pfidan roztok HOOCHCH,),~COONSu (4,5 mg; 11,9 pmol) v NMP (100 pl). Reakéni smés
byla mimé tfepina 1 hodinu a 45 minut pH pokojové teplots. Byl pfidan daldi roztok
HOOCHCH,);i~COONSu (4,0 mg; 10,4 umol) vNMP (100 pl). Reakéni smés byla mirné
trepana | hodinu a 30 minut pfi pokojové teploté. Reakce byla ukondena piidavkem roztoku
glycinu (1,5 mg; 19,8 umol) v 50% vodném ethanolu (148 pl). Reakéni smés byla ¢isténa pomoci
kolonové chromatografie za pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax 3008 B-CN) a standardniho
systému acetonitril/TFA Kolona byla vyhFita na 65 °C a acetonitrilovy gradient bylo a2 100% za
60 minut. Byla izolovana titulni sloudenina (3,9 mg, 26 %) a produkt byl analyzovian PDMS,
Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla 3809+3. Vysledna molekulova hmotnost je
38083 amu (teoretickd hodnota: 3808 amu).

Ptiklad 40
Syntéza Arg™***Lys™(N*~{(y-glutamyl(N*~hexadekanoyl))}-GLP-1(7-38)-OH.

Smés Arg’**'Lys™~GLP-1(7-38)-OH (14 mg; 4,0 umol), EDPA (14,3 mg; 110,6 pmol), NMP
(980 pl) a vody (980 ul) byla mimg tfepéna 5 minut pti pokojové teploté, k vysledné smési byl
pfidan roztok N*-hexadekanoyl-Glu(ONSu)}-OBu' pfipraveného podle ptikladu 35 (6,4 mg;
11,9 pmol) v NMP (160 pl). Reakéni smés byla mirn& tfepana 1 hodinu a 20 minut pfi pokojové
teploté. Reakce byla ukondena pfidavkem roztoku glycinu (6,5 mg; 87 umol) v 50% vodném
ethanolu (653 pl). Byi pfidan 0,5% vodny roztok octanu amonného (50 ml) a vyslednd smés byla
eluovdna na Varian lg C8 Mega Bond Elut® ndpli, imobilizovana slou¢enina byla promyta
5% vodnym roztokem acetonitrilu (10 ml) a nakonec uvolnéna z napin& vymytim pomoci TFA
(6 ml). Eludt byl ponechdn stat 1 hodinu a 30 minut pfi pokojové teploté a poté vakuove
zakoncentrovan. Zbytek byl &istén pomoci kolonové chromatografie za pouziti kyanopropylové
kolony (Zorbax 300SB—CN) a standardniho systému acetonitril/ TFA Kolona byla vyhiata na
65 °C a acetonitrilovy gradient bylo az 100% za 60 minut. Byla izolovana titulni slou&enina
(7,2 mg, 47%) a produkt byl analyzovan PDMS. Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion
byla 3881+3. Vysledna molekulova hmotnost je 38803 amu (teoreticka hodnota: 3880 amu).

Piiklad 41
Syntéza Arg"* P54 ys™(Ne_hexadekanoyl)-GLP-1(7-38)-OH.

Smés Arg "2 04Lys® GLP-1(7-38)}-0H (1,0 mg; 0,27 umol), EDPA (0,34 mg; 2,7 pmol)
a DMSO (600 pl) byla mimg tfepana 5 minut pfi pokojové teplot&, K vysledné smési byl pridan
roztok Pal-ONSu (0,28 mg; 0,8 umol) v NMP (7 pl). Reakéni smés byla mimé& tfepéna 5 minut
pfi pokojové teploté a poté ponechina stat dalSich 6 hodin pii pokojové teplots. Reakce byla
ukontena piidavkem roztoku glycinu (1,6 mg; 21,7 umol) v 50% vodném ethanolu (163 pul).
Reakeni smés byla &isténa pomoci kolonové chromatografie za pousziti kyanopropylové kolony
(Zorbax 300SB—CN) a standardnihio systému acetonitril/TFA. Kolona byla vyhfita na 65 °C
a acetonitrilovy gradient bylo aZ 100 % za 60 minut. Byla izolovana titulni slougenina (0,17 mg,
16 %) a produkt byl analyzovan PDMS. Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla
3961+3. Vysledna molekulova hmotnost je 39603 amu (teoreticka hodnota: 3960 amu).
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Priklad 42
Syntéza Arg?***Lys*(N*~(w-karboxytridekanoyl}-GLP-1(7-38)-OH.

Smés Arg™*Lys-GLP-1(7-38)-OH (14 mg; 4,0 umol), EDPA (14,3 mg; 111 umol), NMP
(980 pl) a vody (980 ul) byla mirné tfepana 5 minut pfi pokojové teploté. K vysledné smési byl
ptidan roztok HOOC—CH;),2-COONSu (4,2 mg; 11,9 pmol) v NMP (105 pl). Reakéni smés
byla mimé tfepana | hodinu a 50 minut p#i pokojové teploté. Reakce byla ukontena pridavkem
roztoku glycinu (6,5 mg; 87 umol) v 50% vodném ethanolu (652 ul). Reak&ni smés byla ¢iSténa
pomoci kolonové chromatografie za pouziti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a stan-
dardniho systému acetonitril/TFA. Kolona byla vyhtéta na 65 °C a acetonitrilovy gradient bylo aZ
100 % za 60 minut. Byla izolovéna titulni sloutenina (5,8 mg, 39 %) a produkt byl analyzovan
PDMS. Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla 3780+3. Vyslednd molekulova
hmotnost je 377943 amu (teoretickd hodnota: 3781 amu).

Ptiklad 43
Syntéza Arg"Lys”(N“~(y-glutamyl(N"~tetradekanoyl)}-GLP-1(7-37)-OH.

Smés Arg"-GLP-1(7-37)-OH (15 mg; 4,4 umol), EDPA16 mg; 124 umol) , NMP (2 ml)
a vody (4,8 ml) byla mirng tfepéna 5 minut pfi pokojové teplot®. K vysledné smési byl pfidén
roztok N°-tetradekanoyl-Glu(ONSu)}-OBu' ptipraveného podle ptikladu 29 (12,! mg;
23,7 pmol) v NMP (303 pl). Reak&ni smés byla mirné tfepdna 2 hodiny pfi pokojové teploté.
Reakce byla ukondena ptidavkem roztoku glycinu (6,5 mg; 86,9 pmol) v 50% vodném ethanolu
(652 pl). By! ptidan 0,5% vodny roztok octanu amonného (50 ml) a vysledna smés byla eluovana
na Varian lg C8 Mega Bond Elut® niplt, imobilizovan sloudenina byla promyta 5% vodnym
roztokem acetonitrilu (15 ml) a nakonec uvoinéna z naplng vymytim pomoci TFA (6 ml). Eluét
byl ponechén stit | hodinu a 45 minut pfi pokojové teploté a poté vakuové zakoncentrovan.
Zbytek byl &istén pomoci kolonové chromatografie za pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax
300SB-CN) a standardniho systému acetonitril/TFA Kolona byla vyhfita na 65 °C a aceto-
nitrilovy gradient bylo az 100% za 60 minut. Byla izolovana titulni slougenina (3,9 mg, 26%)
a produkt byl analyzovin MALDI-MS. Hodnota m/z pro protonovany molekulovy ion byla
3723+3. Vysiedna molekulova hmotnost je 372243 amu (teoreticka hodnota: 3723 amu).

Piiklad 44
Syntéza N*-oktadekanoyl-Glu(ONSu }-OBu'.

Roztok Ste-ONSu (5,3 g; 13,9 mmol) vDMF (60 ml) byl po kapkach piidn k suspenzi
H-Glu(OH)-OBu' (2,82 g; 13,9 mmol), DMF (370 ml) a EDPA (1,79 g; 13,9 mmol). Byl pfidan
dichlormethan (35 ml) a reak&ni smés byla michana 24 hodin pti pokojové teploté a poté vakuové
zakoncentrovina. Zbytek byl rozddlen mezi 10% vodny roztok kyseliny citronové (330 ml)
a ethylacetat (200 ml) a ob& faze byly oddé&leny. Organicka vrstva byla vakuové zakoncentrovina
a zbytek byl rozpuitdn v DMF (60 ml). Vysledny roztok by! po kapkéach p¥idan do 10% vodného
roztoku kyseliny citrénové (400 ml), ktery byl udrfovén pki teploté 0 °C. SraZenina byla
shroméZd&na a promyta ledovou vodou a suena ve vakuové susdmé. Vysulend litka byla
rozpuiténa v DMF (40 ml) a k roztoku byl pfidin HONSu (1,63 g; 14,2 mmol). K vysledné smési
byl ptiddn roztok DCC (2,66 g; 12,9 mmol) v dichlormethanu (51 ml). Reakéni smés byla
michéna 64 hodin pti pokojové teplot& a vznikl4 sraZenina byla odfiltrovana. SraZenina byla pfe-
krystalovina ze smési n—heptan/2—propanol za vzniku titulni slou¢eniny (4,96 g; 68 %).
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Ptiklad 45
Syntéza Arg26'34Ly533(NE—(y—glutamyI(N“—oktadekanoyl)))—GLP—l (7-38)-OH.

Smés Arg”*-GLP-1(7-38)-OH (28 mg; 7,9 umol), EDPA (28,6 mg; 221,5 umol), NMP
(1,96 ml) a vody (1,96 ml) byla mirné tfepana 5 minut pfi pokojové teploté. K vysledné smési byl
pfidan roztok N°-oktadekanoyl-Glu(ONSu)-OBu' ptipraveného podle prikladu 44 (17,93 g;
31,6 pmol) v NMP (448 pl). Reakéni smés byla mirné tfepiana 2 hodiny pfi pokojové teplotg,
Reakce byla ukondena piidavkem roztoku glycinu (13,1 mg; 174 pmol) v 50% vodném ethanolu
(1.3 mi), Byl ptidan 0,5% vodny roztok octanu amonného (120 ml) a vysledn4 smés byla rozdgle-
na na dvé stejné &asti. Kazda ¢ést byla eluovana na Varian 5g C8 Mega Bond Elut® napli, imobi-
lizovana slouenina byla promyta 5% vodnym roztokem acetonitrilu (25 ml) a nakonec uvolnéna
z naplné& vymytim pomoci TFA (25 ml). Eluét byl ponechén stat | hodinu a 25 minut pfi pokojové
teploté a poté vakuové zakoncentrovan. Zbytek byl &idtén pomoci kolonové chromatografie za
pouZiti kyanopropylové kolony (Zorbax 300SB-CN) a standardniho systému acetonitril/TFA.,
Kolona byla vyhiata na 65 °C a acetonitrilovy gradient byl 0 az 100% za 60 minut. Byla izolova-
na titulni slougenina (3,6 mg, 11%) a produkt byl analyzovan MALDI-MS. Hodnota m/z pro
protonovany molekulovy ion byla 3940+3. Vysledna molekulova hmotnost je 3939+3 amu (teo-
reticka hodnota: 3937 amu),

Biologické nalezy
Protrakce GLP-1 derivath po s.c. podéni

Protrakce mnoha GLP-1 derivati vynalezu byla stanovena monitorovanim jejich koncentrace
v plazmé& po sc podani zdravym vepfim za pouZiti metody popsané niZe. Pro srovnani byla
sledovéna koncentrace GLP-1(7-37) v plazmé po se podéani. Vysledky jsou ukazany v tabulce
1. Protrakce dal3ich GLP-1 derivatd vynalezu miZe byt stanovena stejnym zpiisobem.

Vepit (50% Duroc, 25% Yorkshire, 25% Danish Landrance, pfiblizn& 40 kg) byli pied
experimentem laéni. KaZdému vepti bylo poddno 0,5 nmol testované latky na kilogram télesné
hmotnosti v 50 uM izotonickém roztoku (5 mM fosfore¢nan; pH 7,4; 0,02% Tween® 20 (Merck);
45 mg/ml mannitolu (bez pyrogenu, Novo Nordisk)). Krevni vzorky byly odebrany z katétru ve
vena jugularis po dobé vyznacené v tabulce 1. 5 ml krevnich vzorkd bylo nalito do ochlazenych
nadobek obsahujicich 175 ul nasledujictho roztoku: 0,18 M EDTA, 1500 KIE/ml aprotininn
(Novo Nordisk) a 3% bacitracin (Sigma), pH 7,4, Po 30 minutach byly vzorky centrifugovany
10 minut pii 5 aZ 6000 G. Teplota byla udrzovana p¥i 4 °C. Supernatant byl pipetovén do riznych
sklenénych nadobek a uchovavan pfed pouZitim pii —20 °C.,

Koncentrace peptidG v plazmé byla stanovena pomoci RIA vyuZivajici monoklonalni protilatku
specifickou pro N-koncovou ¢ast GLP-1(7-37). Zkfizené reaktivity byly men$i neX 1%
u GLP-1(1-37) a GLP-1(8-36)amidu a mensi nez 0,1 % u GLP-1(9-37), GLP-1(10-36)amidu
a GLP-1 (11-36)amidu. V3echny postupy byly provad&ny pfi 4 °C.

Zkouska byla provedena nasledovng: 100 ul plazmy bylo smichano pomoci vitivého sméSovade
s 271 pl 96% ethanolu a centrifugovano 30 minut pfi 2600 G. Supemnatant byl dekantovan do
Minisorp zkumavek a iplng odpafen (Savant Speedvac AS290). Odpateny zbytek byl rekonstitu-
ovan v analytickém pufru obsahujicim 80 mM NaH,PO,/Na,HPQ,; 0,1% HSA (Orpha 20/21,
Behring); 10 mM EDTA; 0,6 mM thiomersal (Sigma); pH 7,5. Vzorky byly rekonstituovény
v objemech vhodnych pro jejich odekavané koncentrace a ponechany rekonstituovat 30 minut.
100 pl roztoku protilitky ve zfedéném pufru obsahujicim 40 mM NaH,POy/Na,HPO,: 0,1%
HSA; 0,6 mM thiomersal; pH 7,5 bylo ptidano k 300 ul vzorku. Nespecificky vzorek byl ptipra-
ven 300 pl pufru se 100 ul ztedéného pufru. Jednotlivé standardy byly ptipraveny ze zmrazeného
vysuseného vychoziho materidlu rozpusténého v 300 pl analytického pufru. Viechny vzorky byly
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pretnkubovany protilatkou 72 hodin v Minisorb zkumavkéch, jak je uvedeno vy3e. bylo ptidano
200 pi indikatoru ve zfedéném pufru obsahujicim 6 aZz 7000 CPM, vzorky byly smichany a
inkuboviny 48 hodin. Do kadé zkumavky bylo pfidano 1,5 ml suspenze 200 ml/l heparinem sta-
bilizované hovézi plazmy a 18 g/ aktivniho uhli (Merck) v 40 mM NaH,PO*/Na,HPO,; 0.6 mM
thiomersal; pH 7,5. Pfed pouZitim byla suspenze smichana a ponechana stat 2 hodiny pii 4 °C.
Viechny vzorky byly inkubovény | hodinu pfi 4 °C. a poté centrifugoviny 25 minut p#i 3400 g.
Ihned pe centrifugaci byl supernatant dekantovéan a spoditin v y—poéitadle. Koncentrace ve vzor-
ku byla vypodtena z jednotlivych standardnich kfivek. Byly nalezeny nasledujici koncentrace
plazmy, vypoltené jako % maximalni koncentrace pro jednotlivé sioudeniny (n = 2).

Tabulka 1

Testovani Doba po s¢ podéni v hodindch

sloudenina” 0,75 1 2 4 6 8 10 12 24

GLP-1(7-37) 100 | 9 T
Priklad 25 73 | 92 | 100 | 98 | 82 | 24 | 16 | 16 | 1&
Priklad 17 76 | 71 | 91 | 100 | 84 | 68 | 30 9
Piiklad 43 39 | 70 | 93 | 100 | 91 | 59 | 50 | 17
Priklad 37 26 | 38 | 97 | 100 | 71 | 81 | 80 | 45
Piiklad 11 24 | 47 | 59 | 71 | 100 | 94 | 100 94
Priklad 12 36 | 54 | 65 | 94 | 80 | 100 | 85 93
Priklad 32 55 | 53 | % | 8 | 8 | 70 | 98 | 100 | 100
Prikiad 14 18 | 25 | 32 | 47 | 98 | & | o7 100
Piiklad 13 15 | 22 | 38 | 9 | 97 | 8 | 100 76
Priklad 38 60 | 53 | 100 | 66 | 48 | 39 | 25 | 29 | o
PFiklad 39 38 | 100 | 70 | 47 | 33 | 33 | 18 | 27 | 14
Piiklad 40 47 | 19 | sa | 100 | 51 | 56 | 34 | 14 | 0
Pfiklad 34 19 | 32 | 44 | 84 | 9 | 66 | 8 | 84 | 100

" Testované slougeniny jsou tituln{ slougeniny jednotlivych prikladd danych &isel.

Jak vyplyva z tabulky 1, GLP-1 derivaty vynalezu maji dlouhodoby profil plsobeni vzhledem
k GLP-1(7-37) a jsou v plazmé vice stilé nez GLP-1(7-37). Z tabulky 1 také vyplyv4, Ze doba ,
pti které je v plazmé& dosaZeno maximdini koncentrace, kolisd v Sirokych mezich zdvislych zej-
ména na vybraném GLP-1 derivitu,

Stimulace vzniku cAMP v linii bunék specifickych klonovanym lidskym GLP-1 receptorem

Za i¢elem dikazu G¢innosti GLP-1 derivat byla testovéna jejich schopnost stimulovat vznik
cAMP v linii bun&k specifickych klonovanym lidskym GLP-1 receptorem. Byly vypoéteny ECsq
z kfivky odezvy na davku.

Byly pouzity ledvinové buitky mladéte kfetka (BHK) specifické lidskym pankreatickym GLP-1
receptorem (Knudsen a Pridal, 1996, Eur. J. Pharm. 318, 429-435). Plazmatické membrany byly
pfipraveny (Adethorst a spol, 1994, 1. Biol. Chem. 269, 6 275) homogenizaci v pufru (10 mmol/l
Tris—HCI a 30 mmol/l NaCl pH 7,4; obsahujici navic 1 mmol/] dithiothreitolu, 5 mg/l leupeptinu
(Sigma, St. Louis, MO, USA), 5 mg/l pepstatinu (Sigma, St. Louis, MO, USA), 100 mg/!1
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bacitracinu (Sigma, St. Louis, MO, USA) a 16 mg/| aprotininu (Novo Nordisk NS, Bagsvaerd,
Denmark)). Homogenat byl centrifugovan na vrchu vrstvy 41% (m/V) sacharosy. Bily pas mezi
dvéma vrstvami byl zfedén pufrem a centrifugovan. Plazmatické membrany byly pred pouzitim
skladovany pii —80 °C.

Zkouska byla providéna na mikrotitratnich destitkich s 96 jamkami s celkovym objemem
140 ul. Byl pouzit pufr 50 mmol/l Tris=HCI, pH 7,4 s piidavkem 1 mmol/l EGTA: 1,5 mmol/l

MgSO,, 1,7 mmol/l ATP; 20mM GTP; 2 mmol/l 3-izobutyl-1-methylxanthinu; 0,01%
Tween—20 a 0,1% lidského sérového albuminu (Reinst, Behringwerke AG, Marburg, Germany).
Latky testované na agonistickou aktivitu byly rozpuitény ve ziedéném pufru, pfidny
k pfipravené membran¢ a smés byla inkubovana 2 hodiny pfi 37 °C. Reakce byla zastavena
pfidanim 25 pl 0,05 mol/l HCL. Vzorky byly pfed analyzou 10 x zfedény a cAMP stanoveno
scintilaéni proximitni zkouSkou (RPA 538, Amersham, UK), Byly zjistény nésledujici vysledky:

Testovana sloudenina ’ ECso, pM Testovans sloudenina’ ECso, pM

GLP-1(7-37) 61 Priklad 31 96
Priklad 45 120 Priklad 30 4]
Piiklad 43 24 Piiklad 26 88
Prikiad 40 55 Piiklad 25 99
Pfiklad 39 5,1 Priklad 19 79
Priklad 38 54 PHklad 16 35 T
Priklad 37 60

!

" Testované slouceniny jsou titulni slougeniny jednotlivych pfikladi danych &isel.

Promyslové vyuZitelnost:

Vynilez popisuje derivaty GLP-1 a jejich analoga, které obsahuji lipofilicky substituent a maji
zajimavé farmakologické vlastnosti, zvIa$t¢ maji dlouhodob&jdi profil piisobeni nez
GLP-1(7-37). Vynalez také popisuje farmaceuticky pfipravek obsahujici GLP—1 derivat a poui-
ti tohoto pfipravku k lé€eni diabetes inzulindependentni, diabetes inzulinnondependentni a obezi-

ty.

PATENTOVE NAROKY

1. Derivat nativniho GLP-1(7-37) nebo jeho analog, ve kterém je celkové aZ 6 amino-
kyselinovych zbytkii zaménéno s jakymkoliv a—aminokyselinovym zbytkem, ktery miize byt
kédovan genetickym kédem, kde derivat je agonista lidského GLP-1 receptoru, ptidemz derivat
ma pouze jeden lipofilicky substituent pfipojeny k aminokyselinovému zbytku, ktery neni
N—koncovy nebo C—koncovy aminokyselinovy zbytek, kde lipofilni substituent obsahuje 8 az 25
atomii uhliki a je vybrin ze skupiny obsahujici:

i) substituenty obsahujicimi &dsteéné nebo zcela hydrogenovany cyklopentanofenantrenovy
skelet,

i) rozvétveny nebo rozvétveny alkylovy fetézec,
iii) acyl rozvétvené mastné kyseliny,

Ar
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iv) acyl nerozvétvené nebo rozvétvené mastné Kkyseliny vybrany 2z CHi(CH;),CO-,
CH;(CH)12€0~,  CH3y(CHphyCO=~, CHy(CH3)6CO-, CH3(CHy)isCO-, CH3(CH;)CO-
a CH;(CH),CO—, a

v) acyl nerozvétvené nebo rozvétvené alkan &, w~—dikarboxylové kyseliny.

2. Derivat nativniho GLP-1(7-37) nebo jeho analog, ve kterém je celkové aZ 6 aminokyse-
linovych zbytkd zaménéno s jakymkoliv a—aminokyselinovym zbytkem, ktery muze byt kddovan
genetickym kédem, kde derivat je agonista lidského GLP-1 receptoru, ptitemz derivat ma pouze
dva lipofilické substituenty, ptitemZ jeden je pfipojeny k C—koncovému aminokyselinovému
zbytku, zatimco druhy je ptipojen k aminokyselinovému zbytku, ktery neni N—koncovy nebo C-
koncovy aminokyselinovy zbytek.

3. Derivat nativniho GLP-1(7-37) nebo jeho analog, ve kterém je celkové aZ 6 amino-
kyselinovych zbytki zaménéno s jakymkoliv a—aminokyselinovym zbytkem, ktery miZe byt
kédovan genetickym kddem, kde derivit je agonista ltidského GLP-1 receptoru, pfi¢emZ derivit
mé pouze dva lipofilické substituenty, které jsou p¥ipojené ke dvéma riiznym aminokyselinovym
zbytkdm, které nejsou N-koncovy nebo C-koncovy aminokyselinovy zbytek.

4. Derivat analogu GLP-1(7-37), ve kterém je celkové aZ 6 aminokyselinovych zbytkd
zaménéno s jakymkoliv a~aminokyselinovym zbytkem, které mohou byt kédovany genetickym
koédem, kde derivét je agonista lidského GLP-1 receptoru, kde analog je GLP-1(7-C), kde C je
36 az 38, ktery mé pouze jeden lipofilicky substituent, ktery je pfipojen k C—koncovému amino-
kyselinovému zbytku a kde lipofilni substituent obsahuje 8 aZ 25 atomi uhliki a je vybrén ze
skupiny obsahujici:

i) substituenty obsahujicimi ¢4stetné nebo zcela hydrogenovany cyklopentanofenantrenovy
skelet,

i) nerozvétveny nebo rozvétveny alkylovy fetézec,
ii) acyl rozvétvené mastné kyseliny,
iv) acyl nerozvétvené nebo rozvétvené mastné kyseliny vybrany z
CH3(CH2)oCO-,

CH3(CH2)12C0-, CH3(CH2)14C0-, CHa(CHz)mCO-, CH3(CH2)13CO-, CH;(CHz)zoCO~ a
CH;(CH:)}:CO-, a

v) acyl nerozvétvené nebo rozvétvené alkan &,o—dikarboxylové kyseliny.

5. Derivat GLP-1(7-37) podle nékterého z narokii 1 aZ 4, kde analog GLP-1(7-37) je vybrin
ze skupiny skladajici se z

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-

-38),  Arg®Lys-GLP-1(7-37); Arg*Lys-GLP-1(7-37); Gly*Arg®-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*S-GLP-1(7-37); a Gly*Arg*"Lys*-GLP-1(7-37).

6. Derivat GLP-1(7-37) podle nékterého z ndrokii 1 az 4, kde analog GLP-1(7-37) je vybrin
ze skupiny skladajici se z

Arg?**Lys"*GLP-1(7-38); Arg*Lye**GLP-1(7-38); Arg*Lys®GLP-1(1-38);
Arg?*Lys***3GLP-1(7-38) a Arg?®MLys*GLP-1(7-38).

AT
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7. Derivat GLP-1(7-37) podle nékterého z naroki 2, 3, S a 6, kde lipofilni substituent obsahuje
4 aZ 40 atomil uhlikt, vyhodné& 8 aZ 25 atoma uhliku.

8. Derivat podle jakéhokoli pfedchazejiciho naroku, ve kterém je lipofilicky substituent
piipojen k aminokyselinovému zbytku takovym zpisobem, ze karboxylova skupina lipofilického
substituentu tvofi amidickou vazbu s aminoskupinou aminokyselinového zbytku.

9. Derivat podle jakéhokoli predchazejiciho naroku, ve kterém je lipofilicky substituent
pfipojen k vychozimu peptidu pomoci spaceru.

10. Derivét podle néroku 9, ve kterém spacer je dipeptid jako je Gly-Lys nebo aminokyselinovy
zbytek kromé Cys.

I1. Derivét podle naroku 10, ve kterém aminoskupina vychoziho peptidu tvofi amidickou vazbu
s karboxylovou skupinou aminokyselinového zbytku nebo dipeptidového spaceru a aminosku-
pina aminokyselinového zbytku nebo dipeptidového spaceru tvoii amidickou vazbu s karboxy-
lovou skupinou lipofilického substituentu.

12. Derivat podle jakéhokoli z ndroka 2, 3, 5 az 11, ve kterém lipofilicky substituent obsahuje
Castetn& nebo apliné hydrogenovany cyklopentanofenanthrenovy skelet.

13. Derivat podle jakéhokoli z naroki 2, 3, 5 aZ 11, ve kterém lipofilicky substituent je acylova
skupina nerozvétvené nebo rozvétvené mastné kyseliny.

14. Derivat podle niroku 13, ve kterém je acylovd skupina vybrani ze skupiny obsahujici
CH3(CH,),CO~, ve které je n celé &islo od 4 do 38, vyhodn&ji CH3(CH,)sCO-, CH3(CH,)CO—,
CH3(CHz10CO-, CH3(CH2)12CO-, CH3(CHpCO- a CHi(CHy)6CO-, CH3(CH,);CO-,
CH;(CH:)QQCO— a CH;;(CHz)zzCO—

15. Derivat podle jakéhokoli z néroki 2, 3, 5 aZ 11, ve kterém je tipofilicky substituent acylova
skupina nerozvétvené nebo rozvétvené alkan &,o~dikarboxylové kyseliny.

16. Derivat podle naroku 15, ve kterém je acylova skupina vybrana ze skupiny obsahujici
HOOC(CH)nCO-, ve které je m celé &islo od 4 do 38, s vyhodou celé &islo od 4 do 24,
vyhodnéji vybrand ze skupiny obsahujici HOOC(CH;),CO-, HOOC(CH,)sCO-, HOOC-
(CH3)15C0O—, HOOC(CH,)oCO- a HOOC(CH,),;CO-.

17. Derivit podle jakéhokoli z nérokil 1 aZ 11 a 13 aZ 16, ve kterém lipofilicky substituent se
spacerem je skupina vzorce CH;(CH,).CO-NHCH(COOH)(CH,),CO-, ve které r je celé &islo od
10 do 24.

18. Derivat podle jakéhokoli z narokii 1 az 11 a 13 aZ 16, ve kterém lipofilicky substituent se
spacerem je skupina vzorce CH3(CH,);CO-NHCH((CH,)»,COOH)CO-, ve které s je celé &islo od
8 do 24.

19. Derivat podle naroku 1, kterym je Lys*(N°—tetradekanoy|}-GLP-1(7-37).

20. Derivat podle ndroku 1, kterym je Lys**(N*—tetradekanoyl}-GLP—1(7-37).

21. Derivat podle naroku 3, kterym je Lys™*-bis(N°~tetradekanoy!}-GLP-1(7-37).

22. Derivat podle naroku 1, kterym je Lys’(N*~tetradekanoyh)Arg**~GLP-1(7-37).

23. Derivat podle naroku 1, kterym je Gly®Arg™**Lys**(N°~tetradekanoyl}-GLP—1(7-37).
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24. Derivit podle naroku 1, kterym je Arg***Lys*(N*tetradekanoyl)-GLP-1(7-37).
25, Derivit podle naroku 3, kterym je Lys™*—bis(N*~m—karboxynonadekanoy!)}-GLP-1(7-37).

26. Derivat podle naroku 1, kterym je Arg’**'Lys”(N‘~(w—karboxynonadekanoyl))-GLP-1(7-
38).

27. Derivit podle naroku 1, kterym je Arg“Lys*(N°~<@—karboxynonadekanoyl)}~GLP-1(7-
3.

28. Derivit podle ndroku 1, kterym je Arg**Lys™(N°~(a—karboxyheptadekanoyi)}-GLP-1(7-
3.

29. Derivat podle naroku 3, kterym je Arg™**Lys’°(N“~(w—karboxyheptadekanoyl))-GLP-1(7—
37).

30. Derivit podle naroku 1, kterym je Arg”**Lys’*(N*~(w—karboxyheptadekanoyl)}~GLP~1(7-
38).

31. Derivét podle naroku 1, kterym je Arg?***Lys**(N"~(@—karboxyundekanoyl)-GLP-1(7-37).
32. Derivit podle naroku 1, kterym je Arg****Lys’*(N*~(w—karboxyundekanoy1))-~GLP-1(7-38).
33. Derivit podle ndroku 3, kterym je Lys™**-bis(N*~(w—karboxyundekanoyl)}-GLP-1(7-37).
34. Derivat podle naroku 1, kterym je Arg’*Lys®(N*~(@-karboxyundekanoyl))}-GLP-1(7-37).
35, Derivat podle naroku I, kterym je Arg**Lys*(N*~(co—karboxyheptanoy!))-GLP-1(7-37).
36. Derivat podle naroku 1, kterym je Arg”>**Lys**(N*~(w-karboxyheptanoy!))-GLP~1(7-38).
37. Derivét podle néroku 1, kterym je Arg”***Lys**(N‘~(co—karboxyheptanoyl)}-GLP-1(7-37).
38. Derivat podle néroku 3, kterym je Lys™**—bis(N*~(w—karboxyheptanoyl)-GLP-1(7-37).

39. Derivét podle ndroku 1, kterym je Arg**Lys™(N°~(w~karboxypentadekanoyl)}-GLP-1(7-
.

40. Derivét podle naroku I, kterym je Arg**Lys?(N*lithocholyl}-GLP-1(7-37).

41. Derivat podle naroku 1, kterym je Glu?*Arg™**Lys™ (N°~(y-glutamyl(N°-tetradeka-
noyl))}-GLP-1(7-38).

42, Derivat podle ndroku 1, kterym je Glu™**Arg™'Lys™(N*(y—glutamyl(N*~tetradekanoyl))-
GLP-1(7-38).

43, Derivat podle naroku 3, kterym je Lys®*~*—bis(N‘~(w—karboxytridekanoyl)}-GLP-1(7-37).

44. Derivat podle niroku 3, kterym je Lys™***~bis(N°~y—glutamyl(N°—tetradekanoy?)))}-GLP-
1(7-37).

45. Derivat podle naroku 1, kterym je Arg’5*Lys**(N"~(w—karboxypentadekanoyl))-GLP-1(7-
38).

46, Derivat podle naroku 3, kterym je Lys™'~bis(N*~(y—glutamyl(N"~hexadekanoyl))}-GLP-
1(7-37).

10
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47. Derivat podle naroku I, kterym je Arg’*Lys™(N~(y—glutamyl(N*~hexadekanoy!))}-GLP—1-
(7-37).

48. Derivét podle naroku 1, kterym je Argz"'MLys”(N‘—(y-glutamyI(N“—tetradekanoyl)))—GLP—
1(7-38).

49. Derivat podle naroku I, kterym je Arg™**Lys*(N*~(@—karboxypentadekanoyl}-GLP—1(7-
38).

50. Derivat podle naroku 1, kterym je Argzﬁ'“Lys”(N"—(y—glutamyI(N"-—hexadekanoyl)))—GLP-
1(7-38).

S1. Derivét podle naroku 1, kterym je Arg'*#2***H¥Lys®(N®_hexadekanoyf)}-GLP-1(7-38).
52. Derivét podle naroku 1, kterym je Arg****Lys™(N*~(w—karboxytridekanoyl))-GLP—1(7-38).
po ry

53. Derivét podle naroku 1, kterym je Arg“Lyszﬁ(N‘—{*ﬁglutamyl(N"—tetradekanoyl)))—GLP—l-
{7-37).

54. Derivat podle néroku 1, kterym je Arg“‘“Lys“(N‘—(y—glutamyI(N“-oktadekanoyl)))—GLP—
1(7-38).

S5. Farmaceuticky ptipravek, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje derivit podle jakého-
koli pfedchazejiciho naroku a farmaceuticky ptijatelnou ptisadu nebo nosié.

56. Poutziti derivatu podle jakéhokoli z nérokd 1 az 54 pro ptipravu 1é&iva, které ma dlouhodoby
profil pisobeni vzhledem k GLP-1(7-37).

37, Pouziti derivatu podle jakéhokoli z naroki 1 a2 54 pro pFipravu légiva k [&eni inzulinnonde-
pendentni diabetes mellitus,

38. Pouiiti derivtu podle jakéhokoli z naroki 1 a% 54 pro ptipravu lé&iva k 1édeni inzulindepen-
dentni diabetes mellitus.

59. Pouziti derivatu podle jakéhokoli z narokd 1 aZ 54 pro pFipravu 1édiva k léeni obezity.

60. Pouliti derivitu podle jakéhokoli z nrokii 1 a2 54 pro pripravu 1é€iva k lé8eni jedné nebo
vice potizi vybranych z inzulinnondependentni diabetes mellitus, inzulindependentni diabetes
mellitus a obezity.

61. Derivat podle jakéhokoliv z néroki 1 aZ 54 pro poutiti jako légivo.

62. Derivat podle jakéhokoliv z néroku 1 az 54 pro pouziti jako 1&&ivo k IéSeni jedné nebo vice
potiZi vybranych z inzulinnondependentni diabetes mellitus, inzulindependentni diabetes mellitus
a obezity.
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