PRIHLASKA VYNALEZU

zveiejnéna podle § 31 zakona €. 527/1990 Sb.

a9 (22) Prihlaseno: 03.02.2000
CESKA
REPUBLIKA (40) Datum zvetejnéni prihlasky vynalezu:  12.09.2001

URAD ]
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(Véstnik & 9/2001)

(21) Cislo dokumentu:

2000 -401

(13) Druh dokumentu: A3

(51)Int.CL. -
CO7K 14/62

CZ 2000 - 401 A3

(71) Prihlagovatel:

USTAV ORGANICKE CHEMIE A BIOCHEMIE AV
CR, Praha, CZ;

(72) Pavodce:

Klasova Lenka Mgr., Chomutov, CZ,;

JeZzek Jan RNDr. CSc., Praha, CZ;

Barthova Jana Doc. RNDr. CSc., Roztoky u Prahy, CZ;
Velek Jiti Ing. CSc., Praha, CZ;

Velkova Vlasta RNDr., Praha, CZ;

Kasic¢ka Vaclav RNDr. CSc., Praha, CZ;

Ubik Karel Ing. CSc., Praha, CZ;

Skarda Josef MVDr. Dr.Sc., Praha, CZ;

Wollmer Axel Prof. Dr., Aachen, DE;

Brandenburg Dietrich Prof. Dr., Reichelsheim, DE;
Zorad Stefan Ing. CSc., Bratislava, SK;

Huml Karel RNDr. DrSc., Praha, CZ;

Barth Tomislav RNDr. DrSc., Roztoky u Prahy, CZ;

(74) Zastupce:

Patentové a licen¢ni sluzby KAV CR, tt. Politickych
véziil 7, Praha, 11121;

(54) Nazev ptihlasky vynélezu:
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(57)Anotace:

Zkréacené derivaty lidského insulinu obecného vzorce I X - Gl
- Y, kde X=desoktapeptidinsulin, Y=Phe-Phe-PheNHj (latka
I) nebo Phe-Phe-N(CH;)PheNH, (latka IT) nebo Phe-N(CH;)-
Phe-PheNH, (latka IT1). ZpGsob vyroby téchto derivatl, kde se
desoktapeptid isulinu kondenzuje s tetrapeptidy vzorce gly-
Phe-Phe-Phe-NH, nebo Gly-Phe-Phe-N(CH;)PheNH, nebo
Gly-Phe-N(CH3)-Phe-PheNH, v ptitomnosti
tosylfenylalaminchlorketon trypsinu v 50 aZ 65 %nim
dimethylformanidu pfi teplot& 4 az 25 °C po dobu 3 az 24 h.,
nate? se vzniklé produkty isoluji, zejména vysokou€innou
kapalinovou chromatografii na reverzni fazi.
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Zkriacené derivaty lidského inzulinu

Oblast techniky

Vyndlez se tyka novych semisyntheticky pripravenych

zkrédcenych derivatd lidského insulinu.

Dosavadni stav techniky

Kraceni karboxytermindlni sekvence B-Yetézce lidského
insulinu je moZné, ale md& ve vztahu k biologickému uG¢inku své
limity. Kritickd délka B retézce insulinu je 25 aminokyselin a
to jesté za predpokladu, Ze koncovy karboxyl fenylalaninu 25

je amidovan

22 23 24 25 26 27 28 29 30
————— Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr

Jiné redeni je zachovani sekvence B22- B26, y analogu
lidského insulinu ptipravenych semisyntheticky z
desoktapeptid insulinu a tetrapeptidd je viditelnéjsi dopad
naslednych zamén provedenych v dané oblasti molekuly lépe nez
je tomu u despentapeptid analogl lidského insulinu (CZ UZitny
vzor 6381). V CZ wuZitném vzoru ¢. 6381 byla pozornost
soustredéna na destetrapeptid insuliny, v jejichz
karboxytermindlni casti B-retézce B23-p26 byla modifikovéna
peptidova vazba, tj. byl substituovdn vodik - NH - skupiny
methylovou skupinou. Cilem bylo zajistit vys$si metabolickou
stabilitu proti endopeptidasovénu Stépeni. Zavedenim
N-methylované aminokyseliny (N(CH3)fenylalaninu) do
jednotlivych posic bezpochybné zvy$i odolnost vazeb vaci
chymotrypsinu, ale odrazi se v prostorovém usporadani té casti
tetézce, kterd je povazovana za rozhodujici pro interakci
insulinového analogu s receptorem. Zavedenim N-methylované
aminokyseliny ztrdci peptidova vazba schopnost tvorit vodikovy
mistek. Se zménou konformace peptidové vazby je spojena zména
lokalni flexibility peptidového retézce a vzroste
hydrofobicita peptidu.
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Postupem peptidové synthesy na pevné fazi byly pripraveny

t¥i analogy sekvence

katalysované sem

Produkty byly is

Podstata vynalez

B23-B2%, které byly pomoci enzymové

isynthesy pripojeny na karboxyl argininu B22,

olovany a charakterisovany.

u

Predmétem

insulinu obecnéh

kde X=desoktap
Y=Phe-Phe-
Phe-Phe-
Phe-N(CH

Tetrapeptid
se kondensuji
tosylfenylalanin
4-250¢ po dobu
zejména vysokou

fazi.

Priklady provede

vyndlezu jsou zkracené derivaty 1lidského

o vzorce I
X -Gly - ¥ (1)

eptidinsulin,

PheNH, (latka I) nebo
N(CH4)PheNH, (latka II) nebo
3)—Phe-PheNH2 (1ladtka III)

y, které se pripravi synthesou na pevné fazi
s desoktapeptid insulinem v pritomnosti

chlorketon trypsinu v 50-65% DMF pri teploté
3-24 hodin. Vzniklé produkty se isoluji,

éinnou kapalinovou chromatografii na reverzni

ni

Vysvétleni zkrat
Boc -
DIEA -

DCM -
HOBt ester -

DCC -

CMF -
DMAP -

TFA -
RP-HPLC -

TPCK -

ek

t-Butoxycarbonyl,
Diisopropylethylamin,
Dichlormetan,
Hydroxybenztriazolovy ester,
Dicyklohexylkarbodiimid,
Dimethylformamid,
Dimethylaminopyridin,
Kyselina trifluoroctova,
Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie
na reversni fazi,
Tosylfenylalaninchlorketon
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Priklad 1

Tetrapeptidy byly synthesovany na pevné fazi dle
Merrifielda. K synthese byla pouZita 4-methylbenzhydrylaminova
(MBHA) pryskyrice (substituce 0,57 mmol/g). Jako
semipermanentni N-koncové chranéni byla pouzita
t-butyloxykarbonylovd skupina (Boc). Synthesa byla provadéna v
0,3 mmol méritku. Byl pouZit nésledujici protokol synthesy.
Pryskyrice byla neutralisovana opakovanym promytim 10% DIPEA v
DCM (2x5 min), potom byla promyta DCM (3x1 min). Poté byl do
reaktoru s pryskyrici pridédn trojnasobny molarni prebytek HOBt
esteru chréanéné aminokyseliny. Reakce probihala 1 hodinu.
(Ester byl pripraven z Boc-aminokyseliny a HOBt plsobenim DCC
ve smési DCM-DMF (9:1), reakéni doba byla 30 minut pfi 0%. o4
vzniklého esteru byla odfiltrovéana vysrédzZena
dicklohexylmoc¢ovina, tato promyta DCM a filtrat zahustén za
laboratorni teploty a poté pridan DMF do vysledné koncentrace
priblizné 0,1 M. Vyjimkou byly kondensace Boc-N(CH;)Phe, kdy
kondensace byla provadéna bud ¢&inidlem ByBrop/DMAP nebo
HBTU/DIEA. Prubéh reakce byl sledovan kvalitnim Kaiserovym
testen, pouze vsak pri kondensaci nemethylovanych
aminokyselin. Pokud byl test negativni, nasledoval dalsi
reakéni krok. V pripadé positivniho nélezu byla kondensaéni
reakce opakovana. Po ukonc¢eni vystavby peptidového retezce
byla odstépena N-koncovd Boc skupina plsobenim 50% TFA v DCM,
reakce probihala 25 min. Poté se pryskyrice promyla DCM, 4 x 1
min, objem DCM byl viZdy 50 ml. Pryskyrice byla vysusena do
konstantni vahy. Odstépeni peptidl z nosic¢e spolu s odstépenim
chranicich skupin v postrannich ¥rfetézcich bylo provedeno
kapalnym fluorovodikem ve smési s anisolem (9:1) pri o%c.
Flurovodik byl vyfoukdn dusikem pri o%c a anisol extrahovan
vychlazenym diethyletherem (4 x 50 ml). Uvolnéné peptidy byly
extrahovdny 20% kyselinou octovou (5 x 50 ml), pryskyrice
odfiltrovana a roztok peptidu lyofilisovan. Cistota peptidu
byla kontrolovéna stanovenim aminokyselinového sloZeni,

RP-HPLC a hmotovou spektrometrii.



Priklad 2

Priprava [Gly23-Phe24-Phe25—Phe26-NH2] destetrapeptid
B27-B30  jngulinu. Pro pripravu tohoto kraceného analogu byl
pouzit ndsledujici protokol. 23mg tetrapeptidu bylo smichano s
195 pl DMF a 55 ul 0,05M a CaCl,. Bylo pridano 22 mg
desoktapeptid insulinu (DOI) a reakéni smés Jjemné protrepana.
3 mg TPCK-trypsinu byly rozpustény v 50 pl 0,05 M CaCl, a
priddny do reakéni smési. pH reakéni smési bylo upraveno
N-methylmorfolinem na hodnotu 7.0. Reakce probihala za michani
po dobu 3 aZ 24 hodin, konverse byla monitorovana. Reakce byla
zastavena pridanim 1 ml acetonu. SrazZenina byla odstredéna a
supernatant oddélen, sraZenina byla opétovné promyta 1 ml
acetonu. Sediment byl rozpustén v 1,2 ml 10% kyseliny octové a
vysledny roztok byl jimdn a lyofilizovan. Vysledny produkt byl
charakterizovdn RP-HPLC, hmotovou spektrometrii a kapilarni

elektroforesou.

Priklad 3

Priprava [G1y23—Phe24-Phe25-N(CH3)Phe26-NH2]destetrapeptid
B27-B30 jpsulinu. 10 mg peptidu bylo rozpusténo v 98 ul DMF a
pridano 27 pul 0,05M CacCl,. Poté bylo pridédno 9,1 mg DOI,
Setrné zamichdno a pridédno 1,5 mg TPCK trypsinu rozpusténého v
25 pl 0,05 M CaCl,. Poté bylo postupovano postupem uvedenym Vv
prikladu 2. Reakéni doba byla nejméné 3 hodiny, teplota byla

mezi 5-259C.

Priklad 4

Priprava [G1y23—Phe24-N(CH3)Phe25—Phe26-NH2]destetrapeptid
B27-B30 jpsulin. llmg prislusného tetrapeptidu bylo rozpusténo
ve 110 pl DMF a pridano 30pl 0,05 M CaCl,. Poté bylo
postupovano dle prikladu 2. Reakéni doba byla nejméné 3 hodiny

pri teploté 5-259¢,
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Priklad 5

Kapildrni zonova elektroforesa (CZE). Analysa CcCistoty
pripravenych peptidd byla provadéna metodou CZE se zdrojem
vysokého napéti 0 - 15 kV. Separac¢nim prostorem byla kremenna
kapildra s vnéj$im polyimidovym povlakem o vnit¥nim pruiméru
0,056 mm, vnéjs$im primérem 0,200 mm, celkové délce 315 mm a
efektivni délce (od startu k detektoru) 200 mm. Peptidy byly
analysovany v 0,5M kyseliny octové, nebo v roztoku o sloZeni
0,04 M Tris a 0,04 M Tricinu pH 8,1. Vzorek byl nanasen
manuadlné a méfeni bylo provadéno pri laboratorni teploté.
Separace probihala v reZimu konstatniho napéti 10,0 kV a proud
dosahoval hodnot 9,5-10,8 LA, Detekce byla provadéna
spektrofotometricky pri 206 nm.

Priklad 6

Hmotova spektra jednotlivych peptidli. Mér¥eni bylo
provadéno metodou FAB, kterd spoc¢iva v ionisaci testovanych
vzorkl pomoci urychlenych atomid xenonu. Vzorek byl umistén na
glycerinovou matrici. Snimani spekter bylo provadéno
vicekandlovou analysou pri nizké rozlisovaci schopnosti. Byl
pouzit trisektorovy hmotovy spektrometr VYAB-EQ s geometrii
BEQQ vyrobeny firmou VG Analytical Manchester. Iontovy zdroj
pracoval pr¥i urychlovacim napéti 8 kV.

bPriklad 7

Aminokyselinové slozeni peptida. Peptidy byly
hydrolysovany v 6 M HCI pri teploté 110% po dobu 20 hodin a
jednotlivé aminokyseliny separovany na pristroji D-500 (Durrum
corp.) Zastoupeni prolinu a cystinu nebylo vyhodnocovano
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Prumyslova vyuZitelnost

Zkracené derivaty lidského insulinu podle vyndlezu lze
vyuzit pro zakladni biochemicky a farmakologicky vyzkum a jako

latky s hormondlnim ucinek.



PATENTOVE NAROKY

1. Zkracené derivaty lidského insulinu obecného vzorce I
X - Gly - ¥ (1)

kde X=desoktapeptidinsulin,
Y=Phe-Phe-PheNH, (latka I) nebo
Phe-—Phe—N(CH3)PheNH2 (latka II) nebo
Phe—N(CH3)-Phe—PheNH2 (latka III)

2. Zpusob vyroby zkrdcenych derivatli lidského insulinu podle
ndroku 1 vyznac¢ujici se tim, <Ze se desoktapeptid insulinu
kondenzuje s tetrapeptidy vzorce Gly-Phe-Phe-Phe-NH, nebo
Gly-Phe-Phe-N(CH;)PheNH, nebo Gly-Phe-N(CH;)-Phe-PheNH,
v pritomnosti tosylfenylalaminchlorketon trypsinu v 50-65%nim
dimethylformanidu pri teplotée 4-250¢ po dobu 3-24 h, nacezZ se
vzniklé produkty isoluji, zejména vysokouc¢innou kapalinovou

chromatografii na revezni fazi.
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