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Analogy peptidu-1 podobného glukagonu

Oblast techniky

Vynalez se tykad peptidd, podobnych glukagonu. Tento
dokument chrani ac¢inky  U.S. pfedb&Znych  patentovych
prihlasek &. 60/212 171 (podano 16.3ervna 2000) a 60/240 349
(13 ?ijna 2000).

Dosavadni stav techniky

Peptid 1 podobny glukagonu (dale GLP podle anglického
nazvu "Glucagon-Like Peptide") (GLp-1) obsahuje 37
aminokyselin, a je vyluCovan L-bufikami stfeva podle mnoZstvi
prijimané potravy. Bylo =zjisténo, Ze stimuluje vylucovéani
inzulinu (inzulinotropni acinky), ¢imZ zpasobuje
spottebovavani glukézy bufikami a sniZuje koncentraci glukdzy
v krevnim séru (viz, nap?., Mojsov, S. ,Int. J. Peptide
Protein Research, 40:333-343 (1992)). Nicméng, GLP-1(1-37)
je mé&lo aktivni a proto byla zamérena pozornost na
vzdalen&jsi analogy, oznacované jako "GLB", coi jsou
sloudeniny, které maji vy331i biologicky uGCinek podobny

GLP-1. Pfiklady jsou GLP-1(7-37), GLP-1(7-36)NHyp,

GlyB—GLP—1(7—37)OH a -Ser-34-GLP-1(7-37)0OH. Vzhledem k dobré
schopnosti téchto sloufenin stimulovat vyluCovani inzulinu,

jsou sloudeniny GLP slibné jako ufinné latky pro 1écCeni

diabetu, obezity a ptribuznych potiZi.

Slouéeniny GLP-1 mohou existovat nejméné ve dvou
riiznych forméch. Prvni forma Jje fyziologicky aktivni a
snadno se rozpousti ve vodnych roztocic pri

fyziologickém pH (7,4). V kontrastu s tim ma druh& forma
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slaby nebo 2&dny inzulinotropni GCinek a v podstaté
nerozpustna ve vod& pf¥i pH = 7,4. BohuZel, inaktivni forma
se dé& snadno vyrobit kdyZ se vodné roztoky GLP-1 michajl a
vystavi se plsobeni hydrofobnich povrchd nebo maji velky
povrch rozhrani vzduch/voda. Vyrobu komerénich mnoZstvi
adinné GLP-1 sloudeniny siln& komplikuje sklon k pfemé&né na
nerozpustnou formu. P¥i vyrob& vétSich mnoistvi se pouziva
michacich operaci nebo kontinu&lniho Cerpéani cCerpadlem. Tyto
operace zpusobuji promiseni na rozhrani vzduch/voda a/nebo
kontakt s hydrofobnimi  povrchy, coz m& za nasledek
nerozpustnou formu. K pfeméné& na inaktivni formu mize také
dojit ptri skladovani nebo po podani pacientovi, coZ Jsou
dal%i komplikace pouZiti té&chto slouenin Jjako uCinnych
l4tek farmaceutickych prostfedkd. Proto Jje potfeba novych
biologicky aktivnich analogd GLP-1, které se méné& snadno
mén na nerozpustnou formu, neZ dosud dostupné GLP-1

slouceniny.

Nyni  bylo zjisSténo, e rada analogt GLP-1 s
modifikacemi na jednom nebo vice nasledujicich pozicich: 11,
12, 16, 22, 23, 24, 26, 27, 30, 33, 34, 35, 36 nebo 37,

vykazuje ve srovndni s GLP-

—

-37)0H vyrazné sniZeny sklon

ke shlukovani.

Mnoho =z té&chto analogh si wudrZuje aktivaci GLP-1

receptoru, kterd je srovnatelna a v nékterych ptipadech 1

i, neZ je aktivace GLP-1 sloucenin Jjako GLP-1{7-37)0H a

U)(

7ét

<

Val8-GLP-1(7-37)0H. Naptiklad agregacni doba val8-GluZ2-GLp-
-1(7-37)0H je vice neZ dvacetkrat vé&tsi a pusobl aktivaci
GLP-1 receptoru asi o 25% vétsi, neZ GLP-1(7-37)0H. Na
zakladd téchto objevd byly nalezeny nové GLP-1 slouleniny a

Y
zplisoby lé&eni s jejich pomoci, které jsou zde uvedeny.
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Podstata vynalezu

V jednom z moZnych provedeni spocivd wvynadlez v
polypeptidu, ktery m& sekvenci aminokyselin vzorce I

(SEQ ID NO: 1 )

His—Xaag—Glu—Gly—Xaal1—Xaa12—Thr—Ser—Asp—Xaa16—Ser-
-Ser-Tyr-Leu-Glu-Xaagp-Xaap3-Xaaps-Ala-Xaapg-Xaap7-

-Phe-Ile-Xaa3g-Trp-Leu-Xaaz3-Xaazs-Xaa3zs-Xaa3ze~R

Vzorec 1 (SEQ ID NO: 1)

ve kterém:

Xaag Je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;

Xaa1y Jje: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys nebo His:

Xaayp je: His, Trp, Phe nebo Tyr;

Xaaig Je : Leu, Ser, Thr,. Trp, His, Phe, Asp, Val,
Tyr, Glu nebo Ala;

Xaaop Jje: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, Cys nebo
Cysteova Kyselina;

Xaap3 je: His, Asp, Lys, Glu, Gln nebo Arg; Xaapyg Je:

Glu, Arg, Ala nebo Lys;

Xaasg je: Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu nebo His;

Xaap7 Jje : Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg nebo Lys;

Xaazqg je: Ala, Glu, Asp, Ser nebo His;
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Xaasz3 je: Asp, Arg, Val, Lys, Ala,

Glu, Lys nebo Asp;

je:

Xaazg je: Thr, Trp, Tvr,

Ser, Lys, Arg,

Pro, His nebo Glu;

Xaazg Thr, Ser, Asp, Trp, Tvy, Phe,

His
Glu,

R je: Arg, Thr,

Gly,

Lys, Ser, Trp,

-NH>,

Asp,

Gly-Pro nebo Gly-Pr

vypudtén.

o

s podminkou, Ze tato GLP-1

Gly nebo Glu;

Phe,

Arg,

Tyr,
o-NHo

GLP-1(7-37)0H nebo GLP-1(7-36)-NHp a s podminkou,

GLP-1 sloucleninou neni

(7-36)NHp, Val8-GLP-1(7-37)0H,

Leu8-GLP-1(7-37)0H, Leu8-GLP-1(7-36)NHp,

I1e8-GLP-1(7-36)NHyp, Ser8-GLP-1(7-37)0H,

(7-36)NHy,  Thr8-GLP-1(7-37)0H  nebo

Alall-gLp--1(7-37)04,  Alall-GLP-1(7-36)NHp,
(7-37)OH, nlal6-GLP-1(7-36)NHg,

Alal8-GLP-1-(7-36)NHy,  AlaZ7-GLP-1(7-37)OH,

G1y8-GLP-1(7-37)0H,

Xaaszq

Asp, Gly,

Glu nebo

Phe, His,

nebo Je

sloudenina neobsahuje sekvence

e touto

Gly8-GLpP-1-
val8-GLp-1(7-36)NHp,

T1e8-GLP-1(7-37)CH,

Ser8-GLP-1-

Thr8GLP-1(7-36)NHy,

Alalb-GLP-1-

Alal8-GLP-1(7-37)0H,

AlaZ7-GLP-1-

(7-36)NHy, Ala33--GLP-1(7-37)0H nebo Ala33-GLP-1(7-36)NHp.

Jinvym provedenim podle vynalezu

Jje

polypeptid,

obsahujici sekvenci aminokyselin vzorce II (SEQ ID NO:2):
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His—Xaag—Glu—Gly—Thr-XaalZ—Thr—Ser—Asp—Xaal6—Ser—
—Ser—Tyr-Leu—Glu-Xaa22—Xaa23—Ala-Ala—Xaa26—G1u-

-Phe-Ile-Xaazn-Trp-Leu-Val-Lys-Xaa35-Arg-R
30 35

vzorec II (SEQ ID NO: 2)

Xaag je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;

Xaaip je: His, Trp, Phe nebo Tyr;

Xaaig je: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Glu

nebo Ala;

Xaapy je: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, Cys nebo

kyselina cysteova;
Y Y

Xaap3 je: His, Asp, Lys, Glu nebo Gln;

Xaagg Jje: Asp, Lys, Glu nebo His;

Xaazp je: Ala, Glu, ASsp, Ser nebo His;

Xaazg je: Thr, Ser, Llys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly,

Pro, His nebo Glu;

R je: Lys, Arg; Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His,
-NHp, Gly, Gly-Pro nebo Gly-Pro-NH; nebo Je

vypustén.



s podminkou, e GLP-1 sloudenina neobsahuje sekvence

GLP-1(7-37)0H nebo GLP-1(7-36)-NHp a s podminkou, Ze GLP-1
sloudenina neni Gly8-GLP-1(7-37)0H, Gly8-GLP-1(7-36)NHy,
va18-GLP-1(7-37)0H, Val8-GLP-1(7-36)NHp, LeuS-GLP-1(7-37)0H,
Leu8-GLP-1(7-36)NHyp, T1e8-GLP-1(7-37)0H, Ile8-GLpP-1-
(7-36)NHp, Ser8-GLP-1(7-37)0H, Ser8-GLP-1(7-36)NHy,
Thr8-GLP-1(7-37)0H, Thr8GLP-1(7-36)NH; nebo Alal®-GLP-1-

{(7-36)NH».

Jinym provedenim podle vynalezu Jje polypeptid,

obsahujici sekvenci aminokyselin vzorce III (SEQ ID N :3):

His—Xaag—Glu—Gly—Thr—Phe—Thr—Ser—Asp—Val—Ser—
-Ser-Tyr-Leu-Glu-Xaapy-Xaapg-Ala-Ala-Lys-Xaap7—

—Phe—Ile—Xaa30—Trp—Leu—Val~Lys—Gly~Arg—R

vzorec III (SEQ ID NO: 3)
kde

Xaag Jje: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;

Xaapy Jje: Gly, Asp, Glu, Gln; Asn, Llys, Arg, Cys

nebo kyselina cysteové;

Xaap3 je : His, Asp, Lys, Glu nebo Gln;

Xaap7 Jje: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, rg nebo

Lys Xaa3qg je: Ala, Glu, Asp, Ser nebo His;
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R je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
Phe, His, -NHo, Glvy, Gly-Pro nebo

Gly-Pro-NHy nebo je vypudtén.

s podminkou, e GLP-1 sloudenina neobsahuje sekvence

GLP-1(7-37)0H nebo GLP-1(7-36)-NHp a s podminkou, Ze GLP-1
sloudenina neni  Gly8-GLP-1(7-7)0H, GlyS-GLP-1(7-36)NHp,
val8-GLP-1(7-37)0H, Val8GLP-1(7-36)NHy, Leub-GLP-1(7-37)CH,
Leu8-GLP-1(7-36)NHyp, T1e8-GLP-1(7-37)0H, Ile8-GLP-1-
(7-36)NHp, Ser8-GLP-1(7-37)0H, Ser8-GLP-1(7-36)NHyp,
Thr8-GLP-1(7-37)0H, Thr8GLP-1(7-36)NHp, Alal6-GLP-1(7-37)0H,
Alal®6-GLp-1(7-6)NHp, Glu27-GLP-1(7-37)0H nebo

Glu27-GLP-1(7-36)NH,.

Jinym provedenim je podle vynélezu polypeptid, ktery ma

sekvenci aminokyselin vzorce IV (SEQ ID NO: 4):

Xaa7-Xaag-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-
Ser—Tyr—Leu-Glu-Xaaz2—Gln—Ala—Ala—Lys-Glu—Phe—

Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-R

(SEQ ID NO: 4)
kde :

Xaay je L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,
2—aminohistidin, p-hydroxy-histidin, homohistidin,

a-fluormetylhistidin nebo a-metyl-histidin;
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Xaag je glycin, alanin, valin, leucin, isoleucin, serin

nebo treonin.
Vyhodné:

Xaag Je glycin, valin, leucin, isoleucin, serin nebo

treonin;

Xaapp je kyselina aspartova, kyselina glutamova,

glutamin, asparagin, lysin, arginin, cystein nebo

kyselina cysteova.
R je -NHo nebo Gly(OH).

Jinym provedenim podle vynalezu je glukagonu podobny
peptide-1(GLP-1) sloucenina, kterd obsahuje aminokyselinu
jinou neZ alanin na pozici 8, a aminokyselinu jinou neZ

glycin na pozici 22.

Jinym provedenim podle vynalezu je zpusob stimulace
GLP-1 receptoru v subjektu ktery stimulaci GLP-1 receptoru
pot¥ebuje. Zplsob zahrnuje krok, v tom, Ze se podava
podavani ucfinné mnoZstvi zde popsané GLP-1 slouleniny nebo
polypeptidu, obsahujicl sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 1,

SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4.

Jedté Jjinym provedenim podle vynalezu je zde pdpsané
GLP-1 sloudenina nebo polypeptid, obsahujici sekvencil
aminokyselin SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3 nebo
SEQ ID NO:4 pro pouZiti ke stimulaci GLP-1 receptoru Vv

subjektu, ktery stimulaci GLP-1 receptoru potfebuje.
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GLP-1 sloudeniny podle vynalezu si uchovévaji schopnost
aktivace GLP-1 receptoru a navic maji ve srovnani s Jjinymi
GLP-1 sloudeninami sniZeny sklon ke shlukovani. Vysledkem
jsou roztoky téchto sloudenin, které lze rozmichadvat pri
minimalni konverzi na nerozpustnou inaktivni formu. Tato
vyhoda velice zjednodusSuje vyrobni postup. Krom& toho lze
otekavat, Ze po podani pacientovi dojde Jjen k malému nebo k
>4dnému srafeni in wvivo, <&imZz se zvy3i aktivita a
minimalizuje se tendence k neZadoucim reakcim. Dale Jjsou
tyto GLP-1 sloueniny odolné vaci degradaci
diaminopeptidézou IV a navédzéni zinku a proto se d&d oCekavat

prodloufené doba plsobeni in vivo.

Obrazek 1 zndzoriuje aminokyselinové sekvence:
val8-G1lu22-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 5), Val8-Asp22-
-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID NO: 6), val8-Arg22-GLP-1(7-37)0H

(SEQ ID NO: 7) a ValB-Lys22-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID NO: 8).

Obrazek 2 zndzornuje aminokyselinové sekvence
Gly8-Glu22-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID NO: 9), Gly8-Asp22-
~GLP-1{7-37)OH (SEQ ID NO: 10), Gly8-Arg22-GLP-1(7-37)0H

(SEQ ID NO: 11) a Gly8-Lys22-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID NO: 12).

Obrézek 3 zn&zornuje sekvenci aminokyselin
va18-G1u30-GLp-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 13) , G1y8-G1u30-
-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 14), val8-His37-GLP-1(7-37)OH

(SEQ ID NO: 15) a Gly8-His37-GLP-1(7-37)CH (SEQ ID NO: 16).
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Obrazek 4 znazorfiuje sekvenci aminokyselin val8-
-Glu22-p1527-GLP-1(7-37)0OH  (SEQ ID NO: 17) a val8-Lys22-

~Glu23-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 18).

"GLP-1 sloudenina" Jje polypeptid, ktery ma od asi
pdtadvaceti do asi devétatficetil pfirozen& se vyskytujicich
'nebo nepfirozen& se vyskytujicich aminokyselin a ma
dostatednou homologii s GLP-1(7-37)0H, takZe vykazuje
inzulinotropni aktivitu. Priklady neptirozené se

vyskytujicich aminokyselin jsou a-metylaminokyseliny (napf.

o-metylalaninj, D-aminokyseliny, aminokyseliny podobné
histidinu (napt. 2-aminohistidin, g-hydroxyhistidin,
homohistidin, oa-fluormetylhistidin a o-metylhistidin),

aminokyseliny, které maji pridanou metylenovou skupinu Vv
postrannim fetézci ("homo" aminokyseliny) a aminokyseliny,
ve kterych Jje karboxylova funk&ni skupina v postrannim
Yetézci nahrazena kyselou sulfonovou skupinocu (nap?.
kyselina cysteova). Nicméne vyhodné obsahujil GLP-1
slouceniny podle vynalezu pouze pfirodné& se vyskytujicl

aminokyseliny s dal8imi podminkami, které jsou zde uvedeny.

GLP-1 sloucenina obvykle obsahuje v molekule
polypeptidovy  fetézec, ktery m& sekvenci aminokyselin
GLP-1(7-37)0H, analog GLP-1(7-37)CH, fragment GLP-1(7-37)CH
nebo fragment GLP-1(7-37)0H analogu. GLP-1(7-37)0H ma

sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 19:

THis-Ala-Glu-10G1ly-Thr-Phe-Thr-Ser-19Asp-val-Ser-
~Ser-Tyr-20Teu-Glu-Gly-Gln-Ala-29Ala~Lys-Glu-Phe-
~11e-30ala-Trp-Leu-val-Lys-35Gly-Arg-37Gly

(SEQ ID NO: 19)
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V oboru t&chto sloulenin je zavedena praxe, Ze aminova
terminalni skupina GLP-1(7-37)0H se oznaCuje Cislem zbytku 7
a karboxylovd terminadlni skupina m& <Cislo 37. Dalsi
aminokyseliny polypeptidu jsou <&islovany podle poradi, jak
je vidét na SEQ ID NO: 18. Naptiklad, pozice 12 je
fenylalanin a pozice 22 je glycin. Pokud neni uvedeno jinak,

C-terminalni je v tradi¢ni formé karboxyl.

"GLP-1 fragment" je polypeptid, ziskany zkracenim
N-zakoncCeni a/nebo C-zakonceni GLP-1(7-37)0H nebo a
GLP-1(7-37)0H analogu o Jjednu nebo vice aminokyselin.
Pouzité nadzvoslovi pro tyto derivaty vychazi z
GLP-1(7-37)0H a specifikuje GLP-1 fragmenty. Naptriklad

"GLP-1(9-36)0H" znamend GLP-1 fragment, ziskany zkracenim

N-zakonCeni o v& aminokyseliny a C-zakonleni o Jjednu
aminokyselinu. Fragmenty aminokyselin jsou oznacovany
stejnym Cislem jako odpovidajicl aminokyselina v

GLP-1{7-37)0H. Napriklad N-termindlni glutamova kyselina v
GLP-1(9-36)0OH Jje na pozici 9; pozice 12 je obsazena
fenylalaninem; a pozice 22 Je obsazena glycinem, Jjako v

GLP-1(7-37)CH

Termin "GLP-1 slouenina" také zahrnuje polypeptidy, ve
kterych je k N-zakoneni a/nebo k C-zakonceni GLP-1(7-37)0H
nebo jejich fragmentd pfidéna alespofl Jedna aminokyselina.

GLP-1 sloufeniny tohoto typu maji aZ asi tficet devet

aminokyselin. Tyto aminokyseliny, "rozsitrujici" GLP-1
sloucdeninuy, Jsou ¢islovany stejné Jjako odpovidajici

aminokyselina v GLP-1(7-37)0OH. Naptiklad druh& aminockyselina
pt¥idand k N-zakon¢eni GLP-1 slouleniny, aby se ziskala

sloudenina s dvdma pridanymi aminokyselinami Kk N-zakonleni
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GLP-1(7-37)0H, Jje na pozici 5; a aminokyselina v GLP-1
sloueninég, ziskané pridanim jedné aminokyseliny k
C-zakon&eni GLP-1(7-37)OH je na pozici 38. TudiZ v obou
t&chto "rozdifenych"™ GLP-1 slouceninach, stejné Jako v
GLP-1(7-37)0H je pozice 12 obsazena fenylalaninem a pozice
22 je obsazena glycinem. Aminokyseliny 1-6 roz$irené GLP-1
sloudeniny jsou vyhodné stejné nebo konzervativnd nahrazené
aminokyselinou na odpovidajici pozici GLP-1(1-37)0CH.
Aminokyseliny 38-45 v roz3ifené GLP-1 sloucenina Jjsou
vyhodné& stejné nebo konzervativne nahrazené aminokyselinou

na odpovidajici pozici glukagonu nebo exendinu-4.

"GLP-1 analog" m& natolik dostatecnou homologii s
GLP-1(7-37)0H nebo s fragmentem GLP-1(7-37)CH, ?e analog ma
inzulinotropni aktivitu. Vyhodn& ma GLP-1 analog sekvenci
aminokyselin GLP-1{(7-37)0H nebo jejiho fragmentu,
modifikovanou Ze jedna, avé, tri, ctyri nebo pét
aminokyselin se 1i31 od aminokyseliny, kterd Je na
odpovidajici pozici Vv GLP-1(7-37)0H nebo v tomto jejim
fragmentu. P¥i tvo¥eni nazvu, které se zde pouZiva k
oznadeni GLP-1 slouleniny, se uvadi nadhradni aminokyselina a
jeji pozice pfed zdkladni strukturou. Napfiklad

"G1u22-GLP-1(7-37)0H" =znamend GLP-1 slouceninu, Ve které

glycin, ktery se normalné nalézd na pozici 22 v
GLP-1(7-37)0H byla nahrazena kyselinou glutamovou;
"7a18-G1lu22-GLP-1 (7-37)OH" znamen&d GLP-1 slouleninu, ve

které alanin, normaln& se nalézajicl na pozici 8 a glycin,
normalné se nalézajici na pozici 22 v GLP-1(7-37)OH, byly

nahrazeny valinem a kyselinou glutamovou.
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N-zakoncCeni GLP-1 sloudeniny je vétdinou
nesubstituované, ale miZe také byt alkylovano nebo acylovéano
(vyhodné C1=C20). C-zakondeni mife byt nesubstituované, Jjako
je u GLP-1(7-37)0H, amidované -NHp, -NHR nebo NRR' nebo
esterifikovadno -OR". R a R' jsou nezavisle alkylova nebo
acylova skupina (vyhodné cl-Cyg). R™ Je alkyl (cl-Cog) -
GLP-1(7-36)NH, je prikladem "amidované GLP slouCeniny"
Vyhodné jsou GLP-1 sloudeniny podle vynadlezu na C-zakondeni

nesubstituované nebo substituované -NHo.

Vynhodné jsou GLP-1 slouleniny podle vynalezu GLP-1
analogy nebo fragmenty GTLP-1 analogf, pridem? kostra téchto
analogld nebo fragmentl obsahuje aminoky rselinu  jinou nei

alanin na pozici 8 (analogy na pozici 8). Tento =zakladni
T

mii¥e také obsahovat na pozici L-histidin, D-his idin nebo
modifikované formy histidinu djako Je desaminohistidin,
2-aminohistidin, -hydroxyhistidin, homohistidin,
a-fluormetylhistidin nebo o-metylhistidin. Je vyhodné, kdyZz
tyto analogy na pozici B8 obsahuji ve srovnani s puvodnim

Yet&zcem nativni GLP-1(7-37)0H slouCeniny Jjednu nebo vice
dalsich obm&n na pozicich 11, 12, 16, 22, 23, 29, 26, 27,
30, 33, 34, 35, 36 a 37. Je vyhodn&33i, kdyZ analogy na
pozici 8 obsahuji Jjednu nebo vice daldich obm&n na pozicich
12, 16, 22, 23, 26, 30, 35 a 37. Je dokonce jesdté

vvhodn&j&i, kdyZ analogy na pozici 8 obsahuji ve Srovnan

<
[}

D

Q.
o]

o

pavodnim Fetézcem nativni GLP-1(7-37)CH sloucenin

nebo vice daldich obm@n na pozicich 22, 23, 27 a 37.

Je také vvhodné, kdyZ maji tyto analogy ve srovnani s
piivodnim fet&zcem nativni GLP-1(7- 37V0H sloudeniny 6 nebo

méng zmdn. Vyhodn&idi je, kdy? maji tyto analogy ve sSrovnani
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s pavodnim Fetézcem nativni GLP-1(7-37)0H slouleniny 5 nebo
méné, Jjestd vvhodnéji maji 4 nebo méné zm&n, ve srovnani s
pavodnim FYet&zcem nativni GLP-1(7-37)0H slouCeniny. Je
dokonce jedté& vyhodnéjsi, kdyZz majl tyto analogy ve srovnani
s pavodnim Fetézcem nativni GLP-1{(7-37)0H slouleniny 3 nebo
méné zmé&n. Je nejvyhodn&jsdi, kdyZ majl tyto analogy ve
srovnani s plvodnim fetézcem nativni GLP-1(7-37)0H

slou&eniny 2 nebo méné zmen.

Bylo zjisténo, Ze tyto substituce sniZuji sklon GLP-1
sloudeniny k agregaci a k tvofeni nerozpustné formy. GLP-1
sloudeniny podle vyndlezu obecné agregujli minim&ln& asi
5kriat méné rychle, neZ GLP-1(7-37)OH. To lze doloZit
porovnavacim testem, napfiklad agregadnim testem, popsanym V
pfikladu 3. Vyhodné tyto sloudeniny podle vyndlezu agregujl
minimalnd 20krat ménd rychle, vyhodnéji nejméné 40krat méné
rychle, vyhodné&ji nejméné asi 50krat méné& rychle, dokonce
vyhodn&ji asi 60krdt méné rychle, a dokonce vyhodnéji
nejmén& asi  65kradt mén& rychle. Vyhodn& Jjsou GLP-1
slou&eninami podle vyndlezu, Jjak Jje zde popsano, analogy

GLP-1(7-36)NHy nebo GLP-1(7-37)O0H.

Ve vyhodném provedeni m& v GLP-1 sloudeniné podle
vynadlezu aminokyselina na pozicil 22 postrani Ffetézec, ktery
zahrnuje nejméné& dva uhlikové atomy a polédrni nebo iontovou
funk&ni skupinu. Mezi tyto postrani Yetdzce pat?i kyselina
aspartova, kterd obsahuje metylen a karboxylovy uhlik.
Vyhodn&ji je na aminokyseliné& na pozici 22 postrani Fetézec
1inearni nebo rozvdtvenad alkylové skupina, kterd ma od dvou
do Sesti uhlikovych atomd a funk&ni skupinu se sklonem k
disociaci, napfiklad karboxylovou skupinu, aminoskupinu,

guanidinoskupinu nebo sulfonovou skupinu. PFiklady vyhodnych
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aminokyselin na pozici 22 jsou glutamovéa kyselina, aspartova
kyselina, arginin a lysin. KdyZ Je na pozici 22 aspartova
kyselina, glutamova kyselina, arginin nebo lysin, pak Je
vyhodné& na pozici 8 glycin, valin, leucin, isoleucin, serin,
treonin nebo metionin a vyhodné&ji valin nebo glycin. P¥iklad
aminokyseliny se sulfonovou skupinou v postrannim Yetézci Jje
kyselina cysteova (-NH-CH (CH2503) -CO-, zkracovanad  jako
"Cya"). KdyZ na pozici 22 Jje sulfonova kyselina jako jJe
kyselina cysteova, pakl na pozici 8 Jje vyhodné glycin,
valin, leucin, isoleucin, serin, treonin nebo metionin a

vyhodnéji valin nebo glycin.

V jiném vvhodném provedeni, je aminokyselina na pozici
8 vyhodné& glycin, wvalin, leucin, isoleucin, serin, treonin
30

je kyselina glutamova, aspartova, serin nebo histidin a

nebo metionin a vyhodn&ji wvalin nebo glycin a na pozici

vyhodnéji kyselina glutamova.

V jiném vyhodném provedenl Jje aminokyselinou na pozici
8 vyhodn& glycin, valin, leucin, isoleucin, serin, treonin
nebo metionin a vvhodn&ji valin nebo glycin a na pozici 37
je histidin, lysin, arginin, treonin, serin, kyselina
glutamova, kyselina aspartova, tryptofan, tyxosin,

fenylalanin a vyhodné&ji histidin.

V jiném vyhodném provedeni je aminokyselinou v pozici
je vyhodn& glycin, wvalin, leucin, isoleucin, serin, treonin
nebo metionin a vvhodné&ji wvalin nebo glycin a na pozicil 22
je kyselina glutamové, lysin, kyselina aspartova nebo
arginin a vyhodn&ji kyselina glutamova nebo lysin a pozice

23 je  lysin, arginin, kyselina glutamova, kyselina
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aspartova, a histidin a vyhodnéji lysin nebo kyselina

glutamova.

V jiném vyhodném provedeni, aminokyselina na pozici 8
je vyhodn& glycin, valin, leucin, isoleucin, serin, treonin
nebo metionin a vyhodn&ji wvalin nebo glycin a pozice 22 je
kyselina glutamova, lysin, kyselina aspartovd nebo arginin a
vyhodn&ji kyselina glutamova nebo lysin a pozice 27 Je
alanin, lysin, arginin, tryptofan, tyrosin, fenylalanin nebo

histidin a vvhodn&ji alanin.

V  jiném vyhodném provedeni GLP-1 sloulenin podle
vynalezu Je aminokyselina na pozici 8 a dvé& nebo tEi
aminokyseliny  vybrané ze souboru, do kterého patfi
aminokyselina na pozicich 11, 12, 16, 22, 23, 24, 26, 27,
30, 33, 34, 35, 36 a 37 Jjsou odlisné od ptvodnich
aminokyselin na odpovidaijicich pozicich v nativni

GLP-1(7-37)0H.

V jiném vyhodném provedeni, GLP-1 slouéeniny podle
vyndlezu maji krom& aminokyseliny na pozicli 8 je3té Jednu
nebo dvé aminokyseliny, které Jjsou vybrany ze souboru, do
kterého pat#i pozice 11, pozice 12, pozice 16, pozice 22,
pozice 23, pozice 24, pozice 26, pozice skupinu, pozice 30,
pozice 33, pozice 34, pozice 35, pozice 36 a pozice 37,
kterd(é) se 1i%i od aminokyseliny na odpovidajici pozici

nativni GLP-1(7-37)0H.

Jak je popséano shora, GLP-1 slouleniny podle vynalezu
mohou mit krom& aminokyselin na pozici 8, 11, 12, 16, 22,
23, 24, 26, 27, 30, 33, 34, 35 30 a 37 jesdté dalsi

obm&nd&nou aminokyselinu, kterd se 1i3i od aminokyseliny na
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odpovidajici pozici GLP-1(7-37) nebo fragmentu GLP-1(7-37).
Aminokyselinami, jinymi neZ jsou ty na pozicich 8, 11, 12,
16, 22, 23, 24, 26, 27, 30, 33, 34, 35, 36 a 37 v plvodni
GLP slou&ening&, jsou vyhodné& takzvanymi "konzervativnimi
substitucemi"™ a vyhodnéji Jjsou "vysoce konzervativnimi

substitucemi”.

Vyhodné maji GLP-1 slouceniny podle vynalezu kromé:
aminokyselin na pozicich 8 a 22 jesté *4dnou, Jjednu, dve
nebo t7i daldi obm&n&né aminokyseliny, které se 1131 od
aminokyselin na odpovidajicich pozicich GLP-1(7-37)0H nebo
GLP-1(7-37)0H fragmentu. Napfiklad se maZe, krom& obmeén
aminokyselin na pozicich 8 a 22, je3té alespon Jedna
aminokyselina na pozicich 7, 21 a 27 GLP-1 slouleniny 1i3it
od odpovidajicich aminokyselin v GLP-1(7-37)0H nebo v
GLP-1(7-37)0CH fragmentu.

vyhodn& se 1181 pouze aminokyseliny na pozicich 7, 8 a
22 1i%1 od aminokyselin, které Jsou na odpovidajicich
pozicich GLP-1(7-37)0H (nebo jeho fragmentu). D& se
oSekéavat, Ze lze ze znamych, biologicky aktivnich GLP-1
sloudenin ziskat daldi vylepSené GLP-1 slouCeniny se
snifenou tendenci k agregaci, nahrazenim glycinu na pozici
22 a vyhodn& alaninu na pozici 8 téchto sloucenin vhodnou
aminokyselinou, jak je zde popsano. znamé biologicky aktivnil
GLP-1 slouleniny jsou uvedeny v U.S. patentu 5 977 071
Hoffmanna, et al., U.S. patentu 5 545 618 Buckleyho, et al.,
a v publikaci Adelhorst, et al., J. Biol. Chem. 269:6275
(1994). Cely obsah téchto publikaci se zallefiuje do popisu

formou odkazu.
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Términ "konzervativni substituce" je nahrazeni
aminokyseliny jinou aminokyselinou, terd ma steiny
elektricky naboj a pfibliZné stejnou velikost a tvar.
Aminokyselina s alifatickym nebo substituovanym alifatickym
aminokyselinovym Fetézci majil p¥ibliZné stejnou velikost,
pokud celkovy pocet uhlikovych atoml a heterocatomd v jejich
postrannim Fet&zci se nelisi o vice ne# asi <ty¥i. Majl

pribliZn& stejny tvar tehdy, kdyZ se pocet

<

&tvi v Jjejich
postrannich fetézcich odlidny o ne vice neZ Jedno.
Aminokyselina s fenylovou nebo substituovanou fenylovou
skupinou v postrannim Yet&zci tam patfi, nebot mad zhruba
stejnou velikost a tvar. Dale je uvedeno pé&t souborl
aminokyselin. Nahrazenim aminokyseliny v GLP-1 sloucenineé
jinou aminokyselinou ze stejného souboru ma za nésledek

konzervativni substituci:

Soubor I: glycin, alanin, valin, leucin, isoleucin,
serin, treonin, cystein a neprirodné se vyskytujici
aminokyseliny 8 cl-c9 alifatickym nebo cl-c4 hydroxylem
substituovanymi alifatickymi postrannimi fet&zci (line&rnimi

nebo jednou rozvétvenymi).

Soubor II: kyselina glutamovi, kyselina aspartova a
nepfirodn& se vyskytujici aminokyseliny s cl-c4
alifatickymi postrannimi Fetézci, (nerozvétvenymi
nebo Jjednou rozvé&tvenymi) substituovanymi
karboxylovou skupinou.

Soubor III: lysin, ornitin, arginin a nepfirodné se
vyskytujici  aminokyselina s cl-c4 alifatickymi

postranimi fetézci (nerozvétvenymi nebo jednou
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rozvétvenymi), substituovanymi aminem nebo

guanidinoskupinou

Soubor IV: glutamin, asparagin a neprirozené se
vyskytujici  aminokyselina s  amidovanymi cl-c4
alifatickymi postrannimi Fetézci (nerozvétvenymi nebo

jednou rozvétvenymi).

Soubor V: fenylalanin, fenylglycin, tyrosin &

tryptofan.

Pokud neni wuvedeno Jjinak v podmince, konzervativni
substituce jsou vyhodn& provedeny pEirodné se vyskytujici

aminokyselinou.

"Vysoce konzervativni substituce” je nahrazeni
aminokyseliny Jjinou aminokyselinou tak, Ze m& stejnou
funk&ni skupinu v postrannim Feté&zcl a témér stejnou
velikost a  tvar. Aminokyseliny s alifatickymi nebo
substituovanymi alifatickymi postrannimi fetézci na
aminokyseling& maji témé&f stejnou velikost tehdy, kdyz
celkovy podet uhlikovych atoml a heterocatoml v Jejich
postrannim fetdzci se 1i3i ne vice ne? dvojnésobné. Maji
témé&¥ stejny tvar, kdyZ maji v postrannich fet&zcich stejny
polet wvétvi. Priklady vysoce konzervativnich substituci Jjsou
valin misto leucinu, treonin misto serinu, kyselina
aspartovd misto kyseliny glutamove a fenylglycin misto
fenylalaninu. Pfiklady substituci, které Jjsou neprilis
vysoce konzervativni jsou alanin misto valinu, alanin misto

serinu a kyselina aspartova misto serinu.
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Prikladem GLP-1 slouleniny podle vynalezu je
polypeptid, ktery obsahuje sekvenci aminokyselin
SEQ ID NO:1. Ve vyhodném  pfikladé je GLP-1 takova
GLP-1(7-37)0OH slouenina, ve které Xaag Jje Gly nebo Val,
Xaajpp Jje Glu nebo Lys a Xaap3z je Glu nebo Lys. V Jjiném
p¥ikladé je GLP-1 sloueninou GLP-1(7-37)0H kde Xaag je Gly
nebo Val a Xaazg je Glu. Daldi priklad je GLP-1 sloucenina,
kterou je GLP-1(7-37)0H, ve kterém Xaag je Gly nebo Val a

Xaaz7 Jje His.

Jiny ptiklad GLP-1 slouCeniny podle vynalezu je
polypeptid, ktery obsahuje sekvenci aminokyselin SEQ ID. NO.
4. Ve vyhodném prikladé pak Xaaj je L-histidin, D-histidin,
desaminohistidin, 2-amino-histidin, p-hydroxyhistidin,
homohistidin, oa-fluormetyl-histidin a o-metylhistidin, Xaag
je glycin, alanin, wvalin, leucin, isoleucin, serin nebo
treonin, a vyhodné&, glycin, wvalin, leucin, isoleucin, serin
nebo treonin, R Jje -NHp nebo Gly(OH) a Xaappy je 1lysin,
kyselina glutamovéa, kyselina aspartova nebo arginin v
SEQ ID NO:4. Ve vyhodné&j3im prikladé: Xaay Jje L-histidin,
Xaag Jje glycin nebo wvalin, Xaapp je lysin, kyselina
glutamové, kyselina aspartovd nebo arginin a R je Gly(OH).
Alternativné maji Xaa7, Xaag a R v SEQ ID NO: 4, jak je
popséno shora, nasledujici wvyznamy: Xaapy Jje aminokyselinu s
postrannim Yeté&zcem, obsahujicim sulfonovou skupinu,

napriklad kyselina cysteova.

V jiném priklad® GLP-1 slouleniny podle vynalezu neni
aminokyselinou na pozici 8 D-aminokyselina a postranni

et&zec neobsahuje glycin, serin, treonin, cystein nebo

<
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beta-alanin a zarovelli aminokyselina na pozici 22 ma cl-c2
alkylovy postranni rfetézec, cl-c2 nydroxylovany alkylovy
postranni ZFfetézec nebo cl-c2 thiolovany alkylovy postranni
fetézec (napt. cystein). Ve vyhodném pfikladé GLP-1
sloudeniny podle vyndlezu aminokyselinou na pozici 8 neni
D-aminokyselina a postranni fetézec neobsahuje glycin,
serin, treonin, cystein nebo beta-alanin pricemZ zaroven
aminokyselina na pozici 22 m& Cl-C% alkylovy postranni
retézec, Cl-c4 hydroxyalkylovy postranni Feté&zec nebo cl-c4
thiolovy alkylovy Fetézec.

V Jiném priklad® GLP-1 slouleniny podle vynalezu je
aminokyselinou na pozici 8 glycin, wvalin, leucin, isoleucin,
metionin, serin, treonin, cystein, kyselina aspartova,
kyselina glutamovd, lysin, arginin, asparagin, glutamin,
fenylalanin, tyrosin, histidin nebo tryptofan; a
aminokyselinou na pozici 22 Jje kyselina aspartova, kyselina
glutamova, lysin, arginin, asparagin, glutamin nebo

histidin.

Specifické priklady GLP-1 slouCenin podle vynédlezu Jjsou
Glu22-GLPp-1(7-37)OH (SEQ ID NO: 20),  Asp22-GLP-1(7-37)CH
(SEQ ID NO: 21}, Arg22-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID NO: 22),
Lys22-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 23), Cya22-GLP-1(7-37)OH
(SEQ ID NO: 24), Val8-Glu22-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID NO: 5),
Va18-Asp22-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 6), Val8-Arg22-GLp-1-
(7-37)0H (SEQ ID NO: 7}, Val8-Lys22-GLP-1(7-37)0H

(SEQ ID NO: 8), Val8-Cya22-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID, NO: 25),
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Gly8-Glu22-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID NO: 9),Gly8-Asp22-GLP-1-
(7-37)OH (SEQ ID NO: 10), Gly8-Arg22-GLP-1(7-37)0H
(SEQ ID NO: 11), Gly8-Lys22-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 12),
Gly8-cya22-GLP-1(7-37)0CH (SEQ ID NO: 26), GluZ2-GLP-1-
(7-36) NHp (SEQ ID NO: 27), Asp22-GLP-1(7-36)NH)
(SEQ ID NO: 28), Arg22-GLP-1(7-36)NH) (SEQ ID NO: 29),
Lys22-GLP-1(7-36)NHy (SEQ ID NO: 30), Cya22-GLP-1-
(7-36)NHp. (SEQ ID NO: 31), Va18-Glu22-GLP-1(7-36)NHy
(SEQ ID NO: 32), Val8-Asp?2-GLP-1(7-36)NHp (SEQ ID NO: 33),
Va18-Arg22-GLP-1(7-36)NHy (SEQ ID NO: 34), val8-1ys22GLP-1-
(7-36)NHy (SEQ ID NO: 35) val8-CyaZ2-GLP-1(7-36)NHy
(SEQ ID NO: 36), Gly8-Glu22-GLP-1(7-36)NHy (SEQ ID NO: 37),
G1y8-Asp22-GLP-1(7-36)NHp (SEQ ID NO: 38), Gly8-Arg22-GLP-1-
(7-36)NHy (SEQ ID NO: 39), GlyB-Lys22-GLP-1(7-36)NHy
(SEQ ID NO: 40) Gly8-Cya22-GLP-1(7-36)NHp (SEQ ID NO: 41),
Val81ys23-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 42), val8-a1a27-GLP-1-
(7-37)OH (SEQ ID NO: 43), va18-G1u30-GLP-1(7-37)0H
(SEQ ID NO: 44), Gly8-Glu30-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID NO: 45),
Val8-His35-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 46), Val®-His37-GLP-1-
(7-37)OH (SEQ ID NO: 47),  Val8-Glu22-Lys23-GLP-1(7-37)0H
(SEQ ID NO: 48), vVa18G1u22-G1lu43-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID-
NO: 49), Val8-Glu22-a1a27-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 50),
val8-G1y34-Lys39-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 51), val8-gis3T-

~GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 52),  Gly8-His37-GLpP-1(7-37)0H
(SEQ ID NO: 53).
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Termin "GLP-1 sloulenina", jak se zde pouziva, zahrnuje
také farmaceuticky prijatelné soli slouCenin podle vynélezu.
GLP-1 sloudenina podle vynalezu miZe mit dostatelné& kyselé a
dostatednd zasadité nebo i oboji funkéni skupiny, a podle
toho mohou reagovat s jakymkoliv pocltem anorganickych bazi a

anorganickych a organickych kyselin, a tim tvorit soli.

Kyselinami, které se k tomu obvykle pouZivaji, a které
tvori adiéni soli, Jjsou anorganické kyseliny, Jako je
kyselina chlorovodikova, kyselina bromovodikova, kyselina

jodovodikovéa,  kyselina sirova, fosforelnd kyselina, a

podobné a organické kyseliny jako je kyselina
p-toluensulfonova, kyselina fosforecna, kyselina
metansulfonova, kyselina Stavelova, kyselina

p-bromfenylsulfonova, kyselina uhligita, kyselina jantarova,
kyselina citrénova, kyselina benzoova, kyselina octova a
podobné. Priklady téchto soll pak jsou: siran, pyrosiran,
hydrogensiran, siricitan, hydrogensificitan, fosforec€nan,
monohydrogenfosforecnan, dihydrogenfosforeénan, metafosfo-

re&nan, pyrofosforeénan, chlorid, bromid, Jjodid, octan,

propionan, dekanoét, kaprylat, akrylat, mravendcan,
isobutyrat, kaproat, heptanoat, propiolat, 3favelan,
malonéat, jantaran, suberat, sebakat, fumarat, maleét,

butin-1, 4-diodt, hexin-1, 6-dioat, benzoat, chlorbenzodt,
metylbenzodt, dinitrobenzoat, hydroxybenzoat, metoxybenzodt,

talédt, sulfonat, xylensulfonat, fenylacetat,
fenylpropionat, fenylbutyrat, citrat, laktat, gama-hydroxy-
butyrat, glykoléat, vinan, metansulfondt, propansulfonat,
naftalen-l-sulfonat, naftalen-2-sulfonat, mandeldt a

podobné.
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Adi&ni soli se zasadami jsou solil odvozené od
anorganickych bézi, jako Jsou amonné soli, alkalické soli
nebo soli kovi alkalickych zemin, soli s hydroxidy kovi,
uhlic¢itany, hydrogenuhlicitany a podobné. Tyto  baze,
pouZitelné pro p¥ipravu soli podle vynalezu Jsou naptriklad
hydroxid sodny, hydroxid draselny, hydroxid amonny,

uhli¢itan amonny a podobné.

GLP-1 sloudeniny se daji pouZivat k lé&eni subjektld se
$irokym rozsahem nemoci a stavi. Lze od&ekavat, Ze GLP-1
sloudeniny podle vynalezu budou projevovat biologické
4&inky, spo&ivajici v plsobeni na receptor, oznacovany jako
"GLP-1 receptor" (viz U.S. Patent 5 670 360 Thorrens).
Subjekty trpici chorobami a/nebo stavy, které jsou Zadoucim
zpisobem ovliivnitelné stimulaci  GLP-1 receptoru nebo
podavanim GLP-1 slouleniny se tudiZ mohou GLP-1 slouceninami
podle vynalezu 1é&it. Tyto subjekty jsou oznalovéany jako Ze
"pot¥ebuijl lécgeni stimulaci  GLP-1 sloucCeninami"” nebo
"potfebuji stimulaci GLP-1 receptoru”. Pat¥i mezi ne
subjekty s inzulinove nezavisly diabetes, mna inzulinu
z4visly diabetes, mrtvice (viz WO 00/16 797 Efendic),
infarkt myokardu (viz WO 98/08 531 Efendic), obezita (viz
WO 98/19 698 Efendic), pooperalni katabolické zmény {(viz
U.S. Patent 6 006 753 Efendic), funk&ni dyspepsie a syndrom
dré¥divého streva (viz WO 99/64 060 Efendic). Pat¥i sem také
subjekty, které pottebuji profylakticke léceni GLP-1
sloudeninou, napfiklad subjekty kterym hrozi, Ze se u nich

vyvine inzulinové nezévisly diabetes (viz WO 00/07 617).

)

Subjekty s poruSenou tolerancil ke glukdéze nebo se zménéno
e

1

z

t
D¢

3n

Q

hladinou glukézy na la&no, subjekty, jejichz

hmotnost je asi o 25% nad normalni té&lesnou hmotnosti podil

®
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vy3ky daného subjektu a Jjeho t&lesné stavby, subjekty s
parcidlni pankreatektomii, subjekty, které maji jednoho nebo
vice rodi&i trpicich inzulinové nezavislym diabetem,
subjekty, které mé&ly gestalnil diabetes a subjekty, které
mé&ly akutni nebo chronickou pankreatitidu jsou ohroZeny tim,

e se u nich vyvine inzulinové& nezédvisly diabetes.

Termin "G&inné mnofstvi"™ ve vztahu k GLP-1 sloucCeninam
snamena mnoistvi, které ma, pokud je podano subjektu, ktery
stimulaci GLP-1 receptoru potfebuje, za nasledek
terapeuticky a/nebo profylakticky efekt bez neptrijatelnych
vedlejsich (&inkd. Termin "poZadovany terapeuticky ucinek"
ma4 alespoil jeden néasledujici vyznam: 1) zlep3eni p#iznaki,
spojenych s chorobou nebo stavem; 2) odloZeni nastupu
p¥iznakfi, spojenych s chorobou nebo stavem; 3} prodlouZeni
délky Zivota ve srovnani s absenci daného 1lécCeni; a 4)
zlep3eni kvality Zivota ve srovnani s absenci daného léceni.
Napfiklad ™"acinné mnoZstvi" GLP-1 slou&eniny pri 1léceni
cukrovky Jje mnozstvi, které zpusobi  vétsi kontrolu
koncentrace glukdézy v krvi, neZ by byla pfi absenci 1léceni,
co> vede k oddaleni néstupu diabetickych komplikaci jako je
retinopatie, neuropatie nebo choroba ledvin. "U&inné
mno¥stvi"™  GLP-1 sloudeniny ©pro prevenci cukrovky Jje
mnofstvi, které oddali ve srovnani se stavem ptri absenci
lé3eni, nastup zvySenych koncentracil glukézy v krvi na
takové hodnoty, pri kterych by bylo nutné léceni
antihypoglykemickymi léky jako jsou sulfonylmoloviny,

thiazolidindiony, inzulin a/nebo bisguanidiny.

"IJ&inné mnoistvi" GLP-1 sloueniny, podavané subjektu
bude také zaviset na typu a zavaZnosti 1lé&ené choroby a na

vlastnostech 1é&eného subjektu jako Je v3eobecné zdravi,
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v&k, pohlavi, télesnd hmotnost a tolerance k 1ékim. Odbornik
v oboru bude 7jiZ schopen stanovit potfebné davkovani v
zavislosti na té&chto i jinych faktorech. Obvykle se mizZe
terapeuticky ucdinné mnoistvi GLP-1 slouceniny pohybovat v
rozmezi od asi 0,01 mg denn& do asi 1000 mg denné pro
dospé&lého. Vyhodn& je davka v rozmezl od asi 0,1 mg denné do
asi 100 mg denn&, vvhodn&ji od asi 1,0 mg/den do asi
10 mg/den.

GLP-1 slouleniny podle vynédlezu se mohou podavat
napriklad oralné&, nasalng, inhaladné& nebo parenteralné.
Parenteralni podéavani miZe byt napfiklad systémické Jako
intramuskuléarni, intravendzni, subkuténni nebo
intraperitonedlni injekci. GLP-1 sloudeniny se mohou podat
subjektu spolu s prijatelnym farmaceutickym nosicem,
¥fedidlem nebo excipientem jako  souléast farmaceutické
kompozice k 1léCeni shora diskutovanych nemoci. Farmaceuticka
kompozice miZe byt roztok  nebo, pokud se  podava
parenteralng, suspenze GLP-1 sloucCeniny nebo suspenze GLP-1
sloudeniny v komplexu s dvojmocnym kationtem kovu, Jjak Jje
popsano dale. Vhodné farmaceuticke nosie mohou obsahovat
inertni  ptrisady, které neinteraguiji s ©peptidem nebo

)

peptidovym derivatem. Pro p¥ipravu 1éktt se daji pouZit

standardni farmaceutické techniky tak, Jak Jsou popsany Vv

" ¥ + "
Remington's Pharmaceutical Sciences™, Mack Publishing
. ) «
Company, Easton, PA. Vhodné farmaceutické n¢sice pre
~o At arAln g A erAn 4 et n—\v\"-il.-‘L—\d at+rnwri lni trnel o
hJaJ.ClLLC.LCl_Lll.L bJ\J\.ACLVCL.l.lJ. _JS\JU lGth.LJ\_LO. OLTL L iiid vullG y
. - .
fysiclogicky roztok, bakteriocstaticka solanka {sclanka
co . .

. . .

obsahuiici asi 0,9 mg/ml benzylalkcholu), fosfatem pufrovana

ol anle b N R R d ~ot e~ ke j=g ovr M1 A8~ A~y A TR et A

solanka, HankGv roztox, Ringeruv m.ecnan a poGopne. Nektere
~ 7 -1 ' I_ L‘ 0 " Z .y pa

priklady vhodnych  excipientu  Jsot laktdza, dextréza,
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Termin "subjekt" znamend savce, vyhodnée ¢lovéka, ale
mife jit o =zvifata, napfiklad domaci zvitata (nap?. psi,
ko¢ky a podobné&), hospodafska zvitata (napt. kravy, ovce,
prasata, koné& a podobné) a laboratorni zvifata (napf. krysy,

my3i, morlata a podobné).

GLP-1 sloudeniny podle vynalezu se daji wuvést do
komplexu s vhodnym dvojmocnym kationtem kovu. Dvojmocné
kovové komplexy GLP-1 slouCenin Jsou obecné ve vodném
roztoku s pH kolem fyziologického nerozpustné. TudiZ tyto
komplexy mohou byt podavany subkutanne jako suspenze a

’.

vykazuji sniZenou rychlost uvoliiovani u&¢inné latky in vivo,

¢

im# se prodlou?i doba Jjejiho plasobeni. PIiklady vhodnych
dvojmocnych iontd kovd jsou Zn++, Mnt+, Fe++, Ca++, Cot+,

Cd++, Ni++ a podobné. Vyhodny je Zn++.

Aby se pripravily komplexy GLP-1 slou¢enin podle
vyndlezu s dvojmocnym kationtem kovu, rozpusti se GLP-1 ve
vhodném pufru a v pfritomnosti soli kovu. Smés se necha
inkubovat =za okolni teploty, gim? se umoZni sraiZeni
komplexu. Vhodné pufry jsou ty, které udrZuji pH smési na
hodnot® pH v rozmezi asi 3,0 aZ asi 9,0 a neru$i komplexadlni
reakci. PFiklady jsou fosfatové pufry, acetatové pufry,
citratové pufry a Goodeovy pufry, napf. HEPES, Tris a Tris
acetat. Vhodné soli kova jsou ty, ve kterych je kov vhodny
pro komplexaci. Pfiklady vhodnych zinkovych soli jsou
chlorid zine&naty, octan zinecnaty, oxid zineCnaty a siran
zinednaty. Vyhodnou je soli s dvojmocnym kationtem kovu je
chlorid zinednaty, pokud se p?idédvd v prebytku, aby se
doséhl molarni pomér do asi 50 molekul dvojmocného kationtu

kovu na kaZdou molekulu GLP-1 slouleniny.



.0 LR J LA LR sed e
.

.
qeesse
easee
seee
ceoee

case

28

"Inzulinotropni aktivita" znamend stimulaci vyludovani
inzulinu Jjako odpov&d na zvydeni hladiny glukézy, cozi pak
zpusobi odebirani glukézy builikamli a sniZeni Jjeji hladiny.
Inzulinotropni aktivita se da posoudit metodami, které jsou
v oboru znamé, véetné pouZiti experimentl in vivo a in vitro

w

testfi, které m&Fi vézaci aktivitu GLP-1 receptoru nebo
aktivaci receptoru, napf. test pouZivajici pankreatické
bufiky Langerhansovych ostrivkd nebo bufiky inzulinomu, Jak Je
popsadno v EP 619 322 Gelfand, et al., a U.S. patentu
5 120 712. Celé obsahy té&chto referencl jsou zaClen&ny do

tohoto popisu.

GLP-1 slouleniny podle vynadlezu se daji pripravit s
pouZitim standardnich zplsobl syntézy peptidl v pevné fazi.
Peptidové syntezatory Jsou komercné dostupné naptriklad od
firmy Applied Biosystems ve Foster City, CA. ReakCni c¢inidla
pro syntézu v pevné fazi jsou komerdn& dostupnd napfiklad od
Midwest Biotech (Fishers, V). Syntezatory peptidd v pevné

z

fazi se daji pouZivat podle instrukci vyrobce k blokovani

H

usicich skupin, pricemZz se uvadi do reakce chréanéné
aminokyselina, provadi se kopulace, od3tépeni kopulované

kyseliny a zakonleni nezreagovane aminokyseliny.

Obvykle se na N-koncovou aminokyselinu na prodluZovanem
peptidovém ret&zci, ktery je navazan na prysky¥ici, kopuluje
p¥i pokojové teploté dalsi aminokyselina chranéna na
a-N-karbamoylu, coZ se provadi v inertnim rozpoudtédle jako
je dimetylformamid, N-metylpyrrolidon nebo metylenchlorid za
pritomnosti  kopulalnich Cinidel Jjako je dicyklohexyl-
karbodiimid a l1-hydroxybenzotriazol a Dbaze Jako Je

diisopropyletylamin. o-N-karbamoylova chranici skupina se z
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vysledného peptidu na pryskyfici od3té&pi pomoci reakéniho
¢inidla jako Je kyselina trifluoroctovd nebo piperidin a
kopulalni reakce se opakuje s dalsi poZadovanou N-chranénou
aminokyselinou, kterd se ma& do Yetdzce pridat. Vhodné
skupiny chrénici aminoskupinu jsou Vv oboru dostatelné& znamé
a jsou popsény napfiklad v publikaci Green a Wuts,
"protecting Groups v Organic Synthesis", John Wiley and
Sons, 1991, jejiZ vesSkeré uGdaje jsou zallenény timto odkazem
do popisu. p¥iklady Jjsou t-butyloxykarbonyl (tBoc) a

fluorenylmetoxykarbonyl (FmocC).

Peptidy se také syntetizuji standardnimi
automatizovanymi protokoly syntézy v pevné fazi, pfi CemZz se
pouziva t-butoxykarbonyl- nebo fluorenylmetoxykarbonyl-
alfa-aminokyselin s vhodnou ochranou postranniho fetézce. PO
dokon&eni syntézy se peptid odstépi od pevného podkladu a
soudasnd se provede odstran&ni skupin, chranicich postrani
Yetdzce standardni fluorovodikovou metodou. Surové peptidy
se pak dale &isti s pouZitim chromatografie na reversni fazi
na kolondch Vydac Cj1g pficemZ se pouiiva acetonitrilovych
gradientd v O,l% kyselin& trifluoroctové (TFA). Acetonitril
se pak odstrani tak, Ze se peptidy lyofilizuji z roztoku,
ktery obsahuje 0,1 % TFA, acetonitril a vodu. Cistota
produktu se d& oveérit analytickou chromatografii na reverzni
fazi. Identita peptidl se da oveérit hmotnostni
spektrometrii. Peptidy se dajil solubilizovat ve vodnych

pufrech p¥i neutrélnim pH.

Vynadlez Jje déle ilustrovéan ptriklady, které nejsou

minény v Zadném sm&ru jako omezujici.
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Pfiklady provedeni vyndlezu

P¥iklad 1 - PFiprava GLP-1 sloudenin podle wvynalezu "t-Boc

chemii"™ v pevné fazi

Do 60 ml standardni reak&ni bylo navadZeno pfibliZné
0,5-0,6 gramad (0,38-0,45 mmol) pryskyfice Boc-Gly-PAM a byla
provedena dvoji kopulace na syntezatoru peptidd Applied
Biosytems ABI430A. K chrédnéni postranich fetézcld Dbyly
pouZity Boc aminokyseliny ve 2 milimolovych kazetéach, které
byly ziskény od Midwest Biotech (Fishers, V), ptiCemZz byly

syntetizovany:

Arg-Tosy (TOS), Asp~-d-cyklohexylester (CHXL),
Glu-d-cyklohexylester (CHXL), His-benzyloxymetyl (BOM},
Lys-2-chlorbenzyloxykarbonyl (2C1-2), Met-sulfoxid (0),
Ser-O-benzyléter (OBzl), Thr-O-benzyléter (OBzl), Trp-formyl
(CHO) a Tyr-2-brombenzyloxykarbonyl (2Br-Z) a pryskyfice
Boc-Gly-PAM. Kyselina trifluoroctova (TFA), diisopropyl-
etylamin (DIEA), 0,5 M hydroxybenzotriazol (HOBt) v DME a
0,5 M dicyklohexylkarbodiimid (DCC) v dichlormetanu byly
ziskdny od PE-Applied Biosystems {(Foster City, CA).
Dimetylformamid (DMF-Burdick a Jackson) a dichlormetan
(DCM-Mallinkrodt) byly ziskadny od Mays Chemical Co.

{Indianapolis, V).

Byla provadéna standartni dvojita kopulace bud pomoci
symetrického anhydridu nebo pomoci HOBt-esterl, v obou
pripadech s pouzitim DCC. Druh& dvojita kopulace (bez
odstrandni TFA chranici skupiny) byla provedena s Trp33,

1 —~ N - . L 2 N P
Thri3 a Thril. P#i wukon&eni syntéz byla N-koncova Boc
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skupina odstranéna a peptidylové pryskyfice byly oSettfeny
20% piperidinem v DMF, aby se deformyloval postrani fetézec
Trp. Po promyti DCM, byly pryskyfice pfemistény do teflonové

reak&ni nadoby a suSeny ve vakuu.

Pro pripravu analogld obsahujicich Met byly postupem "na
pryskyfici" provadé&ny redukce pomoci TFA/10% dimetylsulfidu
(DMS) /2% konc. HCl. Od3tépovéani bylo provadéno pripojenim
reak&ni nédoby k =zafizeni na aplikaci HF (kyselina
fluorovodikova) od Penninsula Laboratories. Vidy byl pfidan
1 ml m-kresolu na 1 gram pryskyfice a v predchlazené nadobé
bylo zkondenzovano 10 ml HF (ziskan od firmy AGA,
Indianapolis, IN). Za pfitomnosti metioninu byl pak vidy
pfiddn 1 ml DMS na 1 gram pryskyrice. Reakd&ni smé&si byly pak
vidy hodinu michény na ledové léazni a pak z nich byl pod
vakuem odstran&n HF. Odparky byly rozmichdvany v etyléteru a
pevné podily byly odfiltrovany a promyvany éterem. KaZdy
peptid byl extrahovan do vodné kyseliny octové a bud suSen
za mrazu nebo p¥imo nanéden na kolonu s naplni pro reverzni

fazi a chromatografovan.

8ist&ni bylo provéad&no na 5Scm koloné& VYDAC Cig v pufru
A (0,1% kyselina trifluoroctovad ve vodé&, B: 0,1% TFA ©
acetonitrilu). Chromatografie byla A: gradientova od 20% do
90%, B: HPLC (Waters) v prub&u 120 minut pfi rychlostil
10 ml/minutu, pricemz obsah latek byl sledovan UV zafenim
pfi 280 nm (4,0 A) a frakce byly odebirany vZdy po 1 minuté.
Frakce s obsahem poZadovanych latek byly spojeny, zmrazeny a
lyofilizovany. VysuSené produkty byly analyzovany HPLC (0,46
x 15 cm METASIL AQ Cqg) a hmotnostni spektrometrii (MALDI).
Pfiklad 2 - Priprava GLP-1 sloucenin podle vynalezu F-MocC

chemii v pevné fézi
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Do jamek 96jamkového reak&niho - bloku na
programovatelném syntezatoru peptidl "Advanced ChemTech 396"
bylo umist&no pfibliZn& 119 mg (50 mmol) pryskyfice FMOC-Gly
WANG (ziskana od NovaBiochem, LadJolla, CA) a byly provedeny
dvoji kopulace. Analogy s C-koncovym amidem byly pIipraveny
s pouZitim 75 mg (50 mol) pryskyfice "Rink Amide AM"

(NovaBiochem, LaJolla, CA).

Nasledujici FMOC aminokyseliny byly ziskany od Advanced
ChemTech (Louisville, KY), NovaRiochem, (La Jolla, CA), a
Midwest BioTech (Fishers, V). Arg-2,2,4,6,7-penta-
metyldihydrobenzofuran—5—sulfonyl (Pbf), Asn-trityl (Trt),
Asp-B-t-Butylester (tBu), . Glu-d-t-butyl-ester (tBu),
Gln-trityl (Trt), His-trityl (Trt), Lys-t-butyloxykarbonyl
(Boc), Ser-t-butyléter (OtBuj, Thr-t-butyléter (OtBu),
Trp-t-butyloxykarbonyl (Boc), Tyr-t-butyléter (OtBu).

Rozpousté&dla dimetylformamid (DMF-Burdick and Jacksonj,
N-metylpyrrolidon (NMP-Burdick a Jackson), dichlormetan
(DCM-Mallinkrodt) byla ziskéna od Mays Chemical Co.

(Indianapolis, V).

Hydroxybenzotriazol (HOBt}, diisopropylkarbodiimid
(DIC), diisopropyletylamin (DIEA) a piperidin (Pip) byly

ziskdny od firmy Aldrich Chemical Co (Milwaukee, WI).

V3echny aminokyseliny byly rozpustény vV 0,45 M HOBt W
NMP a 50 minut aktivovany DIC/HOBt, kopulace byly provadény
po 20 minutéch, odstrafiovani chranicich skupin s pouZitim
20% Pip/DMF. KaZdé& pryskyf¥ice byla po odstranéni chranicich

skupin a kopulac¢nich <¢inidel promyta DMF. Po posledni
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kopulaci a odstranéni chrénicich skupin byly peptidylové
pryskyfice promyty DCM a suSeny pod vakuem jedté v reaklnim
bloku.

Do ka?dé jamky bloku sestavy pro provadéni reakci a
stépeni byly umistény 2 ml "Reagentu K" a S&tépici reakéni
smds byla provadéna 2 hodiny ["Reagent K" = 0,75 g fenolu,
0,5 ml thioanisolu, 0,25 ml etanditiolu, 0,5 ml vody s 10 ml
trifluoroctovou kyselinou (TFA), prigemZ v3echny tyto
chemikalie byly ziskédny od firmy Aldrich Chemical Co.,
Milwaukee, WI]. TFA filtraty byly pfridény k 40 ml etyléteru
a sraZzeniny byly odstfedény po dobu 2 minut pri
2000 otalkéach za minutu. Supernatanty byly dekantovany,
pelety byl op&t rozmichany ve 40 ml éteru, opét odstredény,

opét dekantovany, suSeny pod dusikem a pak in vacuo.

Davky po 0,3-0,6 mg kaZdého produktu byly rozpudtény v
1 ml 0,1% sm&si TFA/acetonitril (ACN) a 20 upl ziskaného
roztoku bylo analyzovéno HPLC [0,46 x 15 cm METASIL AQ Cig,
1 ml/min, 45C°, 214 nM (0, 23), A=0,1% TFA,
B=0,1% TFA/50%ACN. Gradient = 50% B aZ 90% B v prub&hu 30

minut].

Cistici operace byly provadény na koloné& 2,2 x 25 cm
VYDAC Cq1g v pufru A (0,1% kyselina trifluoroctova ve vodg,
B: 0,1% TFA v acetonitrilu). Byl pouZit gradient od 20% do
90% B na HPLC (Waters) v prab&hu 120 minut pfi rychlosti
pritoku 10 ml/minutu pricemz vymyvané latky byly
monitorovany UV za&¥enim o vlnové délce 280 nm (4,0a) a
frakce byly odebirdny po 1 minuté&. PoZadované frakce byly

spojeny, zmrazeny a lyofilizovéany. SuSené produkty byly
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analyzovany HPLC (0,46 x 15 cm METASIL AQ Cqig) a hmotnostni

spektrometrii MALDI.

GLP peptidy podle tohoto vynalezu byly analyzovany =z
hlediska jejich sklonu k agregaci v roztoku. Obecné byly
peptidy v roztoku michény pfi zvySené teploté ve vhodném
pufru, pticemz byl zaznamendvan zadkal, zjistovany pri svétle
o vlnové délce 350 nm jako funkce <Casu. Bvla také méfena

doba, kter do zac
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ku agregace, aby se

a at
kvantitativn vyjadril sklon danych GLP molekul ke

(D¢

shlukovani za té&chto obtiZnych podminek.

O

Typovy protokol p¥i provadéni méfeni:

GLP-1 sloucdenina byla nejprve rozpu3téna za alkalickych
podminek (pH 10,5) ptricemZ byla michdna 30 minut aby se
rozpustily vedkeré pfed tim agregované podily. Ziskany
roztok byl pak upraven na pH 7,4 a zfiltrovan. Konkrétné
bylo pouZito 4 mg 1yofilizované GLP-1 slouéeniny ve 3 ml
pufru s obsahem 10 mM fosfatu/ mM citratu. pH pzak bylo
upraveno na 10,0-10,5 a udrZovéno 30 minut. Roztok pak byl
upraven p¥idédnim HC1 na pH 7,4 a filtrovadn na vhodném
filtru, naptriklad filtru pro injeké&ni stfikacCky Millex GV

(Millipore Corporation, Bedford, MA). Tento roztck pak byl

¥fedén na finadlni vzorek, obsahujici 0,3 mg/ml pro v
pufru s obsahem 10 mM citratu, 10 mM fosféatu, 150 mM N a
upraven na pH 7,4 az 7,5. Vzorek byl inkubovan pfi 37°C v

ktemenné kyveté&. KaZdych pé&t minut pak byl stanovovan zakal
roztoku pfi 350 nm na spektrofotometru AVIV Model 14
Uv-vISs

——~

Lakewood, NJ). Po dobu 30 vtefin prYed méfenim a v
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prib&hu m&feni byl roztok michédn pomoci magnetickeého
michadla od firmy Starna Cells, Inc. (Atascadero, CA}.
ZvySovani zadkalu {OD) pri 350 nm indikuje agregaci
GLP-peptidu. Doba po kterou se dostavi urcitd agregace byla
mezi md&Fenimi odhadnuta linedrni interpolaci a byla
stanovena predriéistovd a ristova féaze metodou Drakea (Arvinte

T, Cudd A a Drake AF. (1993) J. Bio. Chem. 268, 6415-6422).

Kyveta byla mezi experimenty ¢isténa roztokem

zadsaditého mydla (nap¥. Contrad-70).

Vysledky pro fadu GLP-1 slouCenin podle vynalezu Jsou
uvedeny v tabulce 1 jako doba v hodinach, potfebnéd k
agregaci sloueniny do shluku. Jak lze vidét z této tabulky,
sloucCeniny  podle vynalezu vykazuji vyrazné zvySenou
agregaéni dobu oproti GLP-1 sloucenindm, které byly znamy

podle stavu techniky pfed vynalezem.

Priklad 4 - Aktivace GLP-1 receptoru GLP-1 slouCeninami

podle vynédlezu

Schopnost GLP-1 slouenin podle vynalezu aktivovat
GLP-1 receptor byla posouzena in vitro testem, ktery Jje
popsén v EP 619 322 autord Gelfand, et al., a v U.5. Patentu
5 120 712. Cely obsah té&chto odkaz@ je =zallenén do tohoto
popisu formou odkazu. Aktivita téchto sloulenin ve srovnani
s aktivitou GLP-1(7-37)0H ije uvedena v tabulce 1. Jak je
vidét =z té&chto vysledka, u¢inek GLP-1 slouCenin podle
vyndlezu je obecn& asi stejné dobry nebo lep8i nezZ

GLP-1(7-37)0H.
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Tabulka 1
GLP-1 Sloulenina Agregace Aktivace
Cas GLP-1
v hodinach receptoru
GLP-1(7-37)0H 1 1,0
Val8-GLP-1(7-37)0H 0,9%0,2 (n=6) 0,47
Gly8-Hisll-GLP-1(7-37)0H 9* 0,282
val8-Alan-GLP-1(7-37)0H 10 0,021
val8-Lysll-GLp-1(7-37)0H 13 0,001
val8-Tyrl2-GLP-1(7-37)0H 6 0,81
val8-Giul6é-GLp-1(7-37)0H 12 0,047
val8-a1al6-GLP-1(7-37)0H 16 0,112
val18-Tyrl6-GLp-1(7-37)0H 5 1,175
val8-1ys20-GLp-1(7-37)0H 5 0,33
Gln22-GLP-1(7-37)0H 7 0,42
val8-21a22-GLP-1(7-37)0H 19 0,56
val8-Ser<2-GLP-1(7-37)0H 22 0,50
Val8-Asp22-GLP-1(7-37)0H >90 0,40
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Tabulka 1 pokraovani

val18-G1lu22-GLp-2(7-37)0H 72 1,29
va18-Lys22-GLP-1(7-37)OH 100,54 0,58
val8-Pro22-GLP-1(7-37)0H >75 0,01
val8-His22-GLP-1(7-37)0H >75 0,14
Val8-Lys22-GLP-1(7-36)NHp 24 0,53
va18-G1lu22-GLP-1(7-36)NHy >65 1.0

Gly8-Glu22-GLp-1(7-37)0H 19 1,07
val18-G1u23-GLpP-1(7-36)0H 65 0,28
val8-1ys23-GLP-1(7-37)0H >45 0,18
val8-His24-GLP-1(7-37)0H 3 0,007
val8-Lys24-GLP-1(7-37)0H 22 0,02
A1a8-His26-GLP-1(7-37)CH >24 0,8

val8-His24-GLP-1(7-37)CH 3 0,007
va18-1ys24-GLP-1(7-37)CH 22 0,02
A1a8-His26-GLP-1(7-37)0H >24 0,8

val8-His24-GLP-1(7-37)0H 3 0,007
val8-Lys24-GLP-1(7-37)0H 22 0,02
A1aB8-His26-GLP-1(7-37)0H >24 0,8

A1a8-Glu26-GLP-1(7-37)0H >24 0,7

val8-His27-GLP-1(7-37)CH 10 0,37
val8-a1a27-GLP-1(7-37)0H 2 0,47
Gly8-G1u30-cLp-1(7-37)0H >40 0,29
val8-G1u30-GLp-1(7-37)0H 30 0,29
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Tabulka 1 pokracovani

Val8-Asp3°-GLP-1(7-37)0H >45 0,15
Val8-5er30-GLP-1(7-37)0H 8 0,19
val8-His30-GLP-1(7-37)0H 13 0,19
val8-Glu33-GLP-1(7-37)0H >10 0,033
vVal8-A1a33-GLP-1(7-37)0CH 20 0,1

val8-Gly33-GLP-1(7-37)0H 9 0,01
val8-Glu34-GLP-1(7-37)0H >40* 0,17
Val8-Pro39-GLP-1(7-37)0H 14 0,094
val8-His35-GLP-1(7-37)0H >45,30 0,41
val8-G1lu39-GLP-1(7-37)0H 63 0,15
Val8-G1u36-GLP-1(7-37)0H >45 0,11
vVal8-His36-GLP-1(7-37)0H 8 0,22
Val8-His37-GLP-1(7-37)0H >40 0,33
val8-Leul6-G1u26-GLP-1(7-37)0H >20 0,23
Val8-Lys22-G1u30-GLP-1(7-37)0H 4 G, 37
Val8-Lys22-G1u23-GLP-1(7-37)OH >30 0,35
Val8-G1u22-G1n23-GLP-1(7-37)0H >20 0,47
Val8-Glu22-A1a27-GLP-1(7-37)0H >45 1,02
vVal8-Glu?2-Lys23-GLP-1(7-37)0H >65 1,43
Vale-Lys33-val34-GLP-1(7-37)0H 22 0,08
val8-1ys33-asn39-GLP-1(7-37)0H >48 0,09
Val8-Gly34-1ys35-GLP-1(7-37)0H 21 0,34
Val8-Gly36-pro37-GLP-1(7-37)NH) 2 0,53

o

Agregalni doba stanovend pri 30°C




39

priklad 5 - SraZeni GLP-1 slouleniny zinkem

Jednotlivé GLP-1 sloudeniny byly pfipraveny jak Je
popsano v prikladech 1 nebo 2. 3 mg jednotlivych
lyofylizovanych latek s GLP molekulou bylo vidy rozmichano v
3ml 0,1 M pufru HEPES s pH 10,5. Pak bylo pH vysledného
roztoku upraveno na hodnotu mezi 10,0 a 10,5 pomoci O0,2N
NaOH. Roztok byl michan p¥i teploté& okoli po dobu 30 minut a
pak bylo jeho pH upraveno na 7,4 pomoci 0,2N HCl. Tento
roztok byl pak prefiltrovén pres vhodny filtr pro injek&ni
sttikadku, naptiklad pres filtr injeklni stfikacky Millex GV
(Millipore Corporation, Bedford, MA) a koncentrace GLP-1
sloueniny byla odhadnuta méfrenim absorpce pfi 280 nm ve
'spektrofotometru, napriklad znacky Beclanan DU540.
Koncentrace proteinu pak byla upravena na 200 pM v HEPES prfi
pH 7,4.

prefiltrované roztoky GLP-1 (po 100 ul) pak Dbyly

z¥edény na desti&kdch ELISA (nap¥. Falcon MicrotestTM
96)pridavky 100 pl 0,1 M HEPES pH 7,4 s rlznou koncentraci
chloridu zine&natého, &im? byly ziskény 200ul vzorky roztoku
s rfiznym obsahem chloridu zinelnatého a s koncentraci 100 uM
GLP-1 sloudeniny. Tyto roztoky byly pak inkubovany pti
teplot& okoli (22 °C) po dobu 18 hodin a pak odstfedény,
napfiklad na odstredivce Jouan CR412 s mikrodestickovymi
adaptéry. 150 pl supernatantd, ziskanych po odstfedéni, bylo
pak preneseno do UV-Ctelky pro mikrotitrové destilky ELISA
(nap¥. UV destilky Costar) a bylo vyhodnoceno OD pfi 280,
stanovitelné v &tedce mikrodestidek (nap?. Molecular Devices

SPECTRAmax PLUS, SOFTmax PRO).
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Vysledky experimentu Jjsou zndzorné&ny Vv tabulce 2.
Hodnoty A 280 jsou prim&rné hodnoty ze dvou nezavislych
stanoveni.

Tabulka 2

pomer (7- GLP-1 GLE- -GLP- | _glu22 | -a1a22
=370 - (7- -1(7- | -1(7- |gLP-1(7-| GLP-1-

zn/ OH ~37)0H | -37)OH | -37)OH | -37)-0H | (7-37)0H
GLP-1 | A 280 | n 280 | A 280 | A 280 A 280 A 280
0 0,337 0,32 0,3 0,290 0,295 0,289
0,3 0,318 0,166 0,27 0,390 0,291 0,202
0,5 0,329 0,151 0,26 0,123 0,292 0,107
0,7 0,253 0,156 0,129 0,076 0,293 0,104
1 0,148 0,119 0,06 0,074 0,26 0,110
2 0,092 0,089 0,025 0,095 0,078 0,110
3 0,081 0,085 0,021 0,095 0,052 0,104
5 0,074 0,078 0,019 0,097 0,035 0,119
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Tabulka 2 (pokradovani)
molarni Val8- Val8- Val8- ValS8- Val8-
pomer -Ser?2- -Phe?2- -Pro22- ~Lys22- ~Asp?2-
| Zn/GLP-1 | _rpoq- | -gLp-1- | -GLP-1- | -GLP-1- | -GLP-1-
(7-37)0H | (7-37)0H | (7-37)0H | (7-37)0H | (7-37)CH
A 280 A 280 A 280 A 280 A 280
0 0,2855 0,31 70,2595 0,299 0,288
0,3 0,2805 0,1485 0,2455 0,0825 0,2785
0,5 0,2665 0,1165 0,2325 0,0905 0, 2845
0,7 0,1825 0,1015 0,219 0,1195 0,287
1 0,149 0,1265 0,1905 0,1225 0,291
2 0,0935 0,092 0,1695 0,1675 0,184
3 0,101 0,061 0,1615 0,1475 0,1485
5 0,0615 0,00795 0,171 0,142 0,1675
Tyto vysledky ukazuji, Ze ke vzniku komplexu a k
vysraZzeni signifikantniho mnoZstvi raznych GLP-1 sloucenin

ze ztedé&nych roztokl jsou potfebnd jen mald mnoZstvi zinku.

Ekvivalenty

PrestoZe byl vynalez konkrétnd ukdzan a popsan s

odkazem na Jjeho vvhodnd provedeni,

tak,

je treba tomu rozumét

e odbornik v oboru mfe uskutednit rtzné zmény v forme

a detailech, ani? by se odchylil od mySlenky vynalezu spirit

a anif Dby se tim dostal mimo rozsah vynélezu, Jak Je

definovan pfipojenymi naroky. Odbornik v oboru rozpozna nebo

je schopen zjistit pomoci pouhych rutinnich experimentl

mnoho ekvivalent® popsanych konkrétnich provedeni vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY

1. GLP-1 slou&enina obsahujici sekvenci aminokyselin

vzorce 1 (SEQ ID NO:1)

His-Xaag-Glu-Gly-Xaaji-Xaajp-Thr-Ser-Asp-Xaajg-Ser-
-Ser-Tyr-Leu-Glu-Xaajpp-Xaap3-Xaapg-Ala-Xaapg-Xaapy-

—Phe-Ile—Xaa3O—Trp—Leu—X5a33—Xaa34ana35—Xaa36—R
Vzorec 1 (SEQ ID NO: 1)
ve kterém:

Xaag Jje: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;
Xaa1i je: Asp, Glu, Arg, Thr, Ala, Lys nebo His:

Xaaip je: His, Trp, Phe nebo Tyr;

Xaa1g je : Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, Asp, Val, Tyr,

Glu nebo Ala;

Xaagp je: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, Cys nebo

Cysteové Kyselina;

Xaap3z je: His, Asp, Lys, Glu, Gln nebo Arg; Xaapg Jje:

Glu, Arg, Ala nebo Lys;
Xaapg je: Trp, Tyr, Phe, Asp, Lys, Glu nebo His;

Xaap7 je : Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg nebo Lys;
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Xaaszg je: Ala, Glu, Asp, Ser nebo His;

Xaasz3 je: Asp, Arg, Val, Lys, Ala, Gly nebo Glu; Xaa3zy

je: Glu, Lys nebo ASp;

Xaazs je: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly,

Pro, His nebo Glu;

Xaazg je: Thr, Ser, Asp, Trp, Tyr, Phe, Arg, Glu nebo

His

R je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, AsSp, Trp, Tyr, Phe, His,
-NHp, Gly, Gly-Pr nebo Gly-Pro-NHy neboc Je

vypustén.

s podminkou, Ze tato GLP-1 sloudenina neobsahuje sekvence

GLP-1(7-37)0H nebo GLP-1(7-36)-NHp a s podminkou, Ze touto
cLp-1 sloudeninou neni Gly8-GLP-1(7-37)OH, Gly8-GLP-1-
(7-36)NHy, Val8-GLP-1(7-37)0H, Val8GLP-1(7-36)Nip, Leu8-
_GLP-1(7-37)0H,  LeuS-GLP-1(7-36)NHy,  IleB-GLP-1(7-37)0H,
11e8-GLP-1(7-36)NHyp, Ser8-GLP-1(7-37)CH, Ser8-GLP-1-
(7-36)NHp,  Thr8-GLP-1(7-37)0H  nebo Thr8GLP-1(7-36)NHp,
Alall-GLe-1(7-37)0CH, nlall-GLp-1(7-36)NHp, Alalé-GgLp-1-
(7-37)OH, Alal6-GLP-1(7-36)NHp, 21al8-GLP-1(7-37)0H
A1al8-GLP-1(7-36)NHy, Ala27-GLP-1(7-37)0H, Ala27-GLP-1-

(7-36)NHy, Ala33-GLP-1(7-37)OH nebo Ala33-GLP-1(7-36)NHp.
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2. GLP-1 slouenina obsahujici sekvenci

(SEQ ID NO:2):

aminokyselin

His—Xaag—Glu—Gly—Thr—Xaalz—Thr—Ser—Asp—Xaal6—Ser—

—Ser—Tyr—Leu—Glu—Xaaz2—Xaa23—Ala—Ala—Xaa26—Glu—Phe—

-Ile-Xaa3p-Trp-Leu-Val-Lys-Xaa35-Arg-R

vzorec II (SEQ ID NO: 2)

Xaag je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;

Xaa1y je: His, Trp, Phe nebo Tyr;

Xaajg Jje: Leu, Ser, Thr, Trp, His, Phe, ASD, val, Glu
nebo Ala;

Xaapy je: Gly, Asp, Glu, Gln, Asn, Lys, Arg, Cys nebo
kyselina cysteova;

Xaap3 Jje: His, Asp, Lys, Glu nebo Gln;

Xaasg je: Asp, Lys, Glu nebo His;

Xaazqg je: Ala, Glu, Asp, Ser nebo His;

Xaa3s je: Thr, Ser, Lys, Arg, Trp, Tyr, Phe, Asp, Gly,

Pro, His nebo Glu;
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R je: Lys, Arg; Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr, Phe, His,
-NHy, Gly, Gly-Pro nebo Gly-Pro-NHp nebo Je

vypustén.

s podminkou, > GLP-1 slouenina neobsahuje sekvence

GLP-1(7-37)0H nebo GLP-1(7-36)-NHy a s podminkou, Ze GLP-1
sloudenina neni Gly8-GLP-1(7-37)0H, Gly®-GLP-1(7-36)NHp,
Val8-GLP-1(7-37)0H, ValB8-GLP-1{7-36)NHp, Leu®-GLP-1(7-37)0H,
Leu8-GLP-1(7-36)NHyp, T1e8-GLP-1(7-37)OH, I11e8-GLP-1-
(7-36)NHy, Ser8-GLP-1(7-37)0H, Serf-GLP-1(7-36)NHp, Thr8-
~GLP-1(7-37)0H, Thr8GLP-1(7-36)NHy nebo  Alal®6-GLp-1-

(7-36)NHy.

3. GLP-1 sloudenina obsahujici sekvenci aminokyselin

vzorce IIT (SEQ ID NO:3):

His-Xaag-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-
~Ser-Tyr-Leu-Glu-Xaajpp-Xaaps-Ala-Ala-Lys-Xaap7j-

-Phe—Ile—Xaa3O—Trp—Leu—Val-Lys—Gly—Arg—R
vzorec III (SEQ ID NO: 3)
kde

Xaag Je: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser nebo Thr;

Xaa je: Gly, Asp, Glu, Gln; Asn, Lys, Arg, Cys
22

nebo kyselina cysteova;
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Xaap3 Jje : His, Asp, Lys, Glu nebo Gln;

Xaag7 Je: Ala, Glu, His, Phe, Tyr, Trp, Arg nebo

Lys Xaazg je: Ala, Glu, Asp, Ser nebo His;

R je: Lys, Arg, Thr, Ser, Glu, Asp, Trp, Tyr,
Phe, His, -NHo, Gly, Gly-Pro nebo

Gly-Pro-NH, nebo je vypustén.

s podminkou, 5o GLP-1 sloulenina neobsahuje sekvence

GLP-1(7-37)0H nebo GLP-1(7-36)-NHy a s podminkou, Ze GLP-1
sloucenina neni  Gly8-GLP-1(7-7)0H, Gly8-GLP-1(7-36)NHy,
val8-GLP-1(7-37)0H, val8GLP-1(7-36)NHp, LeuB-GLP-1(7-37)0H,
Leu8-GLP-1(7-36)NHp, T1e8-GLP-1(7-37)0H, T1e8-GLP-1-
(7-36)NHy, Ser®-GLP-1(7-37)O0H, Ser8-GLP-1(7-36)NHy, Thr®-
~GLP-1(7-37)0H, Thr8-GLP-1(7-36)NHy, Alal6-GLP-1(7-37)0H,
Alal6-GLP-1(7-6)NHp, 61u27-GLP-1(7-37)0H  nebo  Glu?’-

~GLP-1(7-36)NHy.

GLP-1 sloulenina podle kteréhokoliv z naroka 1, 2

ne vice ne? 6 aminokyselin GLP-1 slouceniny

N¢

4.
nebo 3, pricem
se 11%%1 od odpovidajicich aminokyselin v GLP-1(7-37)0H nebo

GLP-1-(7-36)NHp.

e nez

O

5. GLP-1 sloudenina podle néaroku 4, prilemZ ne vi
5 aminokyselin v GLP-1 slouleniné se 1i31 od odpovidajicich

aminckyselin v GLP-1(7-37)0H neboc GLP-1(7-36)NH>.
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6. GLP-1 sloulenina podle néroku 5, pridem? ne vice nez
4 aminokyseliny GLP-1 slouceniny se 1i31 od odpovidajicich

aminokyselin v GLP-1(7-37)0H nebo GLP-1(7-36)-NH2.

7. GLP-1 sloudenina podle naroku 6, prilemZ ne vice nezZ
3 aminokyseliny GLP-1 sloudeniny se 1131 od odpovidajicich

aminokyselin v GLP-1(7-37)0H nebo GLP-1(7-36)NH>.

8. GLP-1 sloudenina podle naroku 7, pficemZ ne vice nez
2 aminokyseliny GLP-1 slouleniny se 1i81 od odpovidajicich

aminokyselin v GLP-1(7-37)0H nebo GLP-2(7-36)NHp.

9. GLP-1 sloudenina podle kteréhokoliv z nérokd 1 az 8,

ve které Xaag je glycin nebo valin.

10. GLP-1 sloulenina podle kteréhokoliv z nédrokl 4 ai
8, ve které Xaag Jje glycin nebo valin a Xaazqg Je alanin,

kyselina glutamova, kyselina aspartova, serin nebo histidin.

11. GLP-1 sloudenina podle narcku 10, ve které Xaaszg Je

kyselina glutamova.

12. GLP-1 sloudenina podle kteréhokoliv z narokd 4 az
8, ve které Xaag Jje glycin nebo valin a Xaaz7 Jje histidin,
fenylalanin, tyrosin, tryptofan, kyselina aspartova,

kyselina glutamova, serin, treonin, arginin nebo lysin.

13. GLP-1 sloudenina podle néroku 12, ve které Xaazj je

histidin.
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14. GLP-1 sloulenina podle kteréhokoliv z nadrokd 4 ai
g8, ve které Xaag je glycin nebo valin a Xaapp je kyselina
aspartova, kyselina glutamové, glutamin, asparagin, lysin,

arginin, cystein nebo cysteova kyselina.

15. GLP-1 sloudenina podle naroku 14, ve které Xaapp je

kyselina aspartova, kyselina glutamovéd, lysin nebo arginin.

16. GLP-1 sloulenina podle naroku 15, ve které Xaapp jJe

kyselina glutamova.

17. GLP-1 sloudenina podle kteréhokoliv z nadrokd 4 a:z
7, ve které Xaag je glycin nebo valin, Xaapp je kyselina
glutamovd nebo lysin, a Xaaz3s je kyselina glutamova nebo

lysin.

18. GLP-1 sloudenina podle kteréhokoliv z narokd 4 ai
7, ve které Xaag Je glycin nebo valin, Xaago Jje kyselina

glutamova a Xaap7 je alanin.

19. Glukagonu podobny peptid-1(GLP-1), ktery obsahuje
na pozici 8 aminokyselinu Jjinou ne¥ alanin a na pozici 22

aminokyselinu jinou neZ glycin.

20. GLP-1 sloudenina podle naroku 19, ktera kromé
aminokyselin na pozicich 8 a 22 mé& nejvyde 3 dalsi
aminokyseliny, které se 1i3i od odpovidajicich aminokyselin

v GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)NHy nebo jejich fragmentu.

21. GLP-1 sloudenina podle néroku 20, ktera crome

aminokyselin na pozicich 8 a 22 m& ne vice nei Z
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aminokyseliny, které se 1i3i od odpovidajicich aminokyselin

v GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)NH2 nebo v jejich fragmentu.

52 . GLP-1 sloulenina podle naroku 21, kterd ma krom&
aminokyselin na pozicich 8 a 22 nejvy3e 1 dalsti
aminokyselinu, ktera se 1i31i od odpovidajicich aminokyselin

v GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)NHy nebo v jejich fragmentu.

3. GLP-1 sloudenina podle kteréhokoliv z naroktd 20 az
22, ve které aminokyseliny, které se 1i31i od odpovidajicich
aminokyselin v GLP-1{7-37)0H, GLP-1{7-36)NHy nebo v jejich
fragmentu, Jjsou konzervativnimi substitucemi odpovidajicich
aminokyselin v GLP-1(7-37)0H, GLP-1(7-36)NHy nebo Vv jejich

fragmentu.

24 . GLP-1 sloudenina podle kteréhokoliv z nadroka 19 ai
23, pricemZ postranni fet&zec aminokyseliny na pozici 22
obsahuje nejméné dva uhlikové atomy a poldrni nebo

polarizovanou funkéni skupinu.

25. GLP-1 sloulenina podle kteréhokoliv z naroktd 19 ai

23, kde:

a) aminokyselinou na pozici B Jje glycin, wvalin,
leucin, isoleucin, metionin, serin. reonin, cystein,
kyselina aspartova, kyselina glutamova, lysin, arginin,
asparagin, glutamin, fenylalanin, tyrosin, histidin

nebo tryptofan; a
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b) aminokyselinou na pozici 22 je kyselina
aspartové, kyselina glutamova, lysin, arginin,

asparagin, glutamin nebo histidin.

26. Peptid-1(GLP-1) podobny glukagonu podle kteréhokoliv
2z narokt 19 aZz 23, ve kterém aminokyselina na pozici 22
obsahuje line&rni nebo rozvétveny alkylovy postranni
fetézec, ktery ma dva az Sest uhlikovych atomi,

substituovany polarizovanou funk&ni skupinou.

27. GLP-1 sloulenina podle naroku 26, ve které
aminokyselinou na pozici 22 je kyselina aspartova, kyselina

glutamovéd, lysin nebo arginin.

58. GLP-1 sloucenina podle kteréhokoliv z naroka 19 ai
23, ve které aminokyselinou na pozici 8 Jje glycin, valin,

leucin, isoleucin, serin, treonin nebo metionin.

29. GLp-1 sloudenina podle néroku 28, ve které

aminokyselinou na pozici 8 Je glycin nebo valin.

30. GLP-1 sloulenina podle kteréhokoliv z narokd 19 az
23, kterd m& na pozici 22 aminokyselinu s postrannim

Fetdzcem, ktery je substituovan sulfonovou skupinou.

31. GLp-1 sloucenina podle naroku 29, ve které
aminokyselinou s postrannim tetézcem je kyselina cysteova a

aminokyselinou na pozici 8 neni alanin.

32. GLP-1 slouenina obsahujicl sekvenci aminokyselin

SEQ ID NO: 4:
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Xaa7—Xaa8—Glu—Gly-Thr—Phe—Thr—Ser—Asp—Val—Ser—
Ser—Tyr—Leu—Glu—XaaZ2—Gln-Ala—Ala—Lys—Glu—Phe—
Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-R

(SEQ ID NO: 4)
kde:
Xaay Jje L-histidin, D-histidin, desaminohistidin,
s—aminohistidin, Pp-hydroxyhistidin, homohistidin, oa-fluor-

metyl-histidin a o-metylhistiding

Xaag je glycin, alanin, valin, leucin, isoleucin, serin

nebo treonin;

Xaappy je kyselina aspartova, kyselina glutamova,
glutamin, asparagin, lysin, arginin, cystein nebo cysteova

kyselina; a

R je NHy nebo Gly(OH).

33. GLP-1 slou&enina podle néaroku 32, pricem? Xaag Je

glycin, valin, leucin, isoleucin, serin nebo treonin.

34. GLP-1 slouenina podle naroku 33, pficemi Xaazp je

lysin, kyselina aspartova, kyselina glutamova nebo arginin.

35. GLP-1 sloulenina podle naroku 34, pridemZz Xaa7j Je

1-histidin, Xaag Jje glycin nebo valin a R je Gly(OH).

36. GLP-1 sloulenina podle né&roku 34, prifemZ GLP-1

sloudenina je vybrana ze souboru, do kterého patfi:
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a) val8-G1lu22-GLp-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 5);
b) Val8-Asp22-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 6}
c) Val8-Arg22-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 7); a

d) val8-1ys22-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 8).

37. GLP-1 sloucdenina podle néaroku 34, pricemZ GLP-1

sloudenina je vybrana ze souboru, do kterého patfi:

a) Gly8-Glu22-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 9);
b) Gly8-Asp22-GLP-1(7-37)0H (SEQ ID NO: 10);
c) Gly8-Arg22-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID NO: 11); a

d) Gly8-Lys22-GLP-1(7-37)OH (SEQ ID NO: 12)

38. GLP-1 sloulenina podle kteréhokoliv z naroka 1-37,
pridem? uvedend GLP-1 sloucenina Je Vv komplexu s dvojmocnymn

kationtem kovu.

39. GLP-1 sloulenina podle naroku 38, priclemZ uvedena

GLP-1 sloulenina je v komplexu s dvojmocnym kationtem zinku.

40. Zplsob stimulace GLP-1 receptoru u subjektu, ktery
takovou stimulaci pottebuje, priemZ uvedeny zptisob zahrnuje
krok, ve kterém se subjektu podavad ulinné mnozstvi GLP-1

sloudeniny podle kteréhokoliv z ndrokd 1-39.

41. Zplsob podle naroku 40, pfilemZ subjekt se 1&¢i na

inzulinové&-nezéavisly diabetes.

42. Zpisob podle néaroku 41, pEiCemZz subjekt se 1é¢1

profylakticky na inzulinové nezédvisly diabetes.
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43. zpisob podle néroku 90, priCemZ subjekt se 1&¢i na
obezitu, mrtvici, infarkt myokardu, katabolické pooperadlni

zmény nebo syndrom drazidivého streva.

44. Pou?iti GLP-1 sloulenina podle kteréhokoliv =z
39 k priprav®d farmaceutického prostfedku pro

Z
1é&eni inzulinové nezavislého diabetu.

i  GLP-1 slouleniny podle teréhokoliv z
narokti 1 a? 39 k pripravd@ farmaceutického prostfedku pro
1lé&eni obezity, infarktu myokardu, katabolickych

poopera&nich zmén nebo syndromu drazidivého streva.
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Obr. 1

v o0t — F0iP

His-Val—Glu—Gly—Thr—Phe—Thr-Ser-Asp-Val—Ser—Ser—Tyr-
Leu-Glu-Glu-Gln-Ala-Ala-Lys~Glu-Phe-Ile~-Ala-Trp-Leu-
Val-Lys-Gly-Arg-Gly

val®-Glu??-GLP-~1(7-37)0H

His-Val—Glu-Gly-Thr—Phe-Thr-Ser—Asp-Val-Ser-Ser—Tyr—
Leu—Glu-Asp—Gln—Ala—Ala—Lys—Glu—Phe-Ile-Ala—Trp—Leu—
Val-Lys-Gly-Arg-Gly

Val®-Asp??-GLP-1(7-37)0H

His-Val-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-
Leu—Glu—Arg—Gln—Ala-Ala—Lys-Glu—Phe-Ile—Ala—Trp—Leu—
Val-Lys-Gly-Rrg-Gly

vVal®-Arg®?-GLP-1(7-37)0H

His-Val-Glu~-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-
Leu-Glu-Lys-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-
Val-lys-Gly-Arg-Gly

val®-Lys??~-GLP~1(7-37)0H
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Obr. 2

His-Gly—Glu—Gly—Thr—Phe—Thr—Ser—Asp—Val—Ser-Ser—Tyr-
Leu-Glu-Glu-Gln—Ala-Ala—Lys—Glu—Phe—Ile-Ala-Trp-Leu—
Val-Lys-Gly-Arg-Gly

Gly®~Glu?*-GLP-1(7-37)OH

His-Gly—Glu-Gly—Thr—Phe-Thr—Ser—Asp—Val—Ser-Ser—Tyr-
Leu—Glu—Asp—Gln—Ala—Ala-Lys—Glu-Phe-Ile—Ala-Trp—Leu—
Val-Lys—-Gly-Arg-Gly

Gly®~Asp??-GLP-1(7-37)0H

His-Gly—Glu-Gly—Thr-Phe—Thr-Ser-Asp—Val-Ser—Ser-Tyr—
Leu-Glu-Arg—Gin—Ala—Ala—Lys—Glu-Phe-Ile-Ala—Trp-Leu—
Val-Lys~Gly-Arg-Gly

Gly®-Arg®?-GLP-1(7-37)0H

His-Gly-Glu-Gly~Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser—Tyr-
Leu-Glu—Lys-Gln-Ala—Ala-Lys—Glu—Phe—Ile—Ala-Trp—Leu-
Val-Lys-Gly-Arg-Gly

Gly®-Lys??~GLP-1(7-37)CH
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" Obr. 3

His—Val-Glu-Gly~Thr—Phe—Thr-Ser-Asp-Val—Ser-Ser-Tyr-
Leu—Glu—Gly-Gln—Ala—Ala—Lys-Glu-Phe-I1e-Glu-Trp—Leu-
Val-Lys-Gly-Arg-Gly

va1®-Glui°-GLP-1(7~-37)0H

His—Gly-Glu-Gly-Thr-Phe—Thr—Ser—Asp—Val—Ser-Ser—Tyr-
Leu-Glu—Gly—Gln—Ala-Ala—Lys—Glu-Phe-Ile-Glu—Trp—Leu-
Val-Lys-Gly-Arg-Gly

Gly®-G1lu®’-GLP-1 (7-37) OH

His-Val-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-
Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-
Val-Lys-Gly-Arg-His '

val®-His?7-GLP-1(7-37)OH

His-Gly—Glu—Gly—Thr—Phe—Thr-Ser—Asp—-Val—Ser—Ser-Tyr—
Leu-Glu-Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-
Val-lys-Gly-Arg-His

Gly®-His*'-GLP-1(7-37)0H
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Obr. 4

His-Val—Glu—Gly-Thr—Phe-Thr—Ser—Asp—Val—Ser—Ser—Tyr—
Leu—Glu-Glu—Gln-Ala—Ala—Lys—Ala-Phe-Ile—Ala—Trp—Leu- ..
Val-Lys-Gly-Arg-His

val®~Glu?2-Ala?’-GLP-1(7-37)OH

HisfVal—Glu—Gly—Thr—Phe—Thr-Ser—Asp-Val—Ser—Ser-Tyr—
Leu—Glu-Lys—Glu-Ala—Ala—Lys—Glu-Phe—Ile—Ala—Trp—Leu—
val-Lys-Gly—-Arg-His

val®-Lys??~Glu?*-GLP-1(7-37) OH
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