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Analogy GLP-1, majici kyselinu aminoizomaselnou pozici 8 a D-arginin na pozici 36, jejich
pouZiti a farmaceutické prostredky je obsahujici

Oblast techniky

PfedloZeny vynélez je zam&fen na peptidové analogy peptidu-1, ktery je podobny glukagonu,
majici kyselinu aminoizomaselnou pozici 8 a D-arginin na pozici 36, jejich farmakologicky pii-
Jatelné soli, zptisoby pouziti takovych analogi pro lé¢eni savcil a na vhodné farmaceutické pro-
stfedky, které tyto analogy obsahuji.

Dosavadni stav techniky

Amid peptidu-1 (7-36), ktery je podobny glukagonu (GLP-1), je syntetizovan ve st¥evnich
L-butikdch pomoci tkatiové specifického posttranslagniho zpracovani glukagonového prekurzoru
preproglukagonu (Varndell, J. M., a kol., J. Histochem Cytochem, 1985:33:1080--6) a je uvoliio-
van do ob&hu v rdmei odpovédi na potravu. Koncentrace GLP~1 vzriisté z Grovné v obdobi hla-
dovéni, ktera je pfiblizné 15 pmol/l, na vrcholnou hladinu po jidle, ktera je 40 pmol/l. Bylo uké-
zano, ze pro dany vzrist plazmatické koncentrace glukézy je zvySeni plazmatického inzulinu

. priblizné tikrat vy3si, kdyZ je glukéza podéana oralng, ve srovnani s jejim podanim intravenéznim

(Kreymann, B. a kol., Lancet 1987:2, 1300-4). Toto zvySeni hladiny uvoliiovéan{ inzulinu vlivem
potravy, znamé jako efekt na vnitini sekreci, je primarné hormonalni a GLP-1 Jje nyni povazovén
za nejsilngj3i substanci, fyziologicky ovlivitujici vnitini sekreci u &lovéka. Vedle t&inku na inzu-
lin GLP-1 potladuje vyludovani glukagonu, zpozd'uje vyprazdiiovani Zaludku (Wettergren A.,
Dig Dis Sci 1993:38:665-73) a miize zvysit mno¥stvi periferni glukézy, ktera je k dispozici
(D'Alessio, D. A. akol., J. Clin Invest 1994:93:2293-6).

V roce 1994 bylo navrzeno schéma lé&ebného G&inku GLP-1 po pozorovani, Ze jedna podkoZni
(s/c) davka GLP-1 je schopna kompletn& normalizovat hladiny glukézy po jidle u pacientd
s diabetes mellitus, ktery neni zavisly na inzulinu (NIDDM) (Gutniak, M. K., a kol., Diabetes
Care 1994:17:1039-44). Mélo se za to, e tento G&inek Je zprostfedkovan jak zvySenym uvoliio-
vanim inzulinu, tak sniZenim vyludovéani glukagonu. Déle bylo ukézéno, Ze intravendzni infuze
GLP-1 zpozduje vyprazditovani Zaludku u pacientii s NIDDM (Williams, B., a kol., J. Clin Endo
Metab 1996:81:327-32). Na rozdil od sulfonylureaz, inzulinotropni piisobeni GLP-1 je zavislé
na koncentraci glukézy v plazmé& (Holz, G. G. 4. a kol., Nature 1993:36:362-5). Tedy nepti-
tomnost uvoltiovani inzulinu, zprostfedkované GLP—1 p¥i nizké koncentraci glukézy v plazmg,
chrani proti prudkému nastupu hypoglykémie. Tato kombinace G&inkt davéd GLP-1 jedineény
potenciél 1é¢ebnych vyhod oproti jingm &inidlim, nyni b&zng pouZzivanych pro 1é&eni NIIDM.

PoCetné studie ukazaly, Ze pfi podani zdravym pacientim GLP-1 siln& ovliviiuje Grovné glyké-
mie a rovnéZ koncentrace inzulinu a glukagonu (Orskov, C, Diabetologia 35:701-711, 1992;
Holst, J. J. a kol., MoZnosti uplatnéni GLP-1 v zvladnuti diabetu v Glukagon III, Pfirugka expe-
rimentalni farmakologie, Lefevbre PJ, vyd. Berlin, Springer Verlag, 1996, str. 311 az 326),
JejichZ G¢inky jsou zavislé na glukéze (Keynmann, B., a kol., Lancet ii: 1300-1304, Weir, G. C.,
a kol. Diabetes 38:338-342, 1989). Dale je také ucinny u pacientd s diabetem (Gutniak, M., N.
Engl. J Med 226:1316~1322, 1992; Nathan, D. M., a kol., Diabetes Care 15:270-276, 1992) tim,
Ze normalizuje hladiny glukézy v krvi u pacient s diabetem typu 2 (Nauck, M. A. a kol.,,
Diagbetologia 36:741-744, 1993) a zlepsuje kontrolu glykémie u pacienti s diabetem typu 1
(Creutzfeld, W. O., a kol., Diabetes care 19:580-586, 1996), coZ zvySuje moZnost jeho pouziti
jako terapeutického &inidla.

Aviak GLP-1 je metabolicky nestabilni, jeho pologas v plazmé (t,,) je invivo pouze 1 az
2 minuty. Aplikovany GLP-1 je také rychle degradovan (Deacon, C. D., a kol., Diabetes
44:1126-1131, 1995). Tato metabolick4 nestabilita omezuje terapeuticky potencial pfirozeného
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GLP-1. Existuje tedy potieba analogi GLP-1, které jsou aktivn€jsi a jsou metabolicky stabilngjsi
neZz prirozeny GLP-1.

Podstata vynilezu

V jednom provedeni se predloZeny vynalez tyka sloucenin obecného vzorce I,

(R2R3)__A7__ AS_ A9_ Al()_ All__ A12_ A13_ A14__ A15_ A16“* A17_ Alg_ A19___ AZO_ A2l__ A22_ A23__
A24_ A25_ A26_ A27_ A28_ A29_ A30__ A31~_ A32_ A33_ A34_ ASS_ A36_ A37_ A38_ A39"“R1,

@
kde
A’ je L-His, Ura, Paa, Pta, Amp, Tma—His, des—amino-Hjis, nebo chybi;
A’ je Aib;
A’ jeGluy, N-Me-Glu, N-Me-Asp nebo Asp;
A" je Gly, Acc, B—Ala nebo Aib;
A" je Thr nebo Ser;
A" je Phe, Acc, Aic, Aib, 3—Pal, 4-Pal, B-Nal, Cha, Trp nebo X'-Phe;
A" je Thr nebo Ser;
A" je Ser nebo Aib;
A" je Asp nebo Glu;
A’ je Val, Acc, Aib, Leu, Ile, Tle, Nle, Abu, Ala nebo Cha
A" je Ser nebo Thr;
A" je Ser nebo Thr;
A" je Tyr, Cha, Phe, 3-Pal, 4-Pal, Acc, B-Nal nebo X'~Phe;
A™ je Leu, Acc, Aib, Nle, Ile, Cha, Tle, Val, Phe nebo X'-Phe;
A* je Glu nebo Asp;
A? je Gly, Acc, B~Ala, Glu nebo Aib;
A® je Gin, Asp, Asn nebo Glu;
A je Ala, Aib, Val, Abu, Tle nebo Acc;

A” je Ala, Aib, Val, Abu, Tle, Acc, Lys, Arg, hArg, O, HN-CH((CH,),-N(R"R"))-C(0)
nebo HN-CH((CH,)—X*)-C(0);

A™ je Lys, Arg, hArg, Om, HN-CH((CH,),-N(R'°R"))-C(O) nebo HN-CH((CH,)~X*)-C(O);
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A7 je Glu, Asp, Leu, Aib nebo Lys;

A” je Phe, Pal, B-Nal, X'-Phe, Aic, Acc, Aib, Cha nebo Trp;

A” jelle, Acc, Aib, Leu, Nle, Cha, Tle, Val, Abu, Ala nebo Phe;

A* je Ala, Aib nebo Acc;

A* je Trp, B-Nal, 3-Pal, 4-Pal, Phe, Acc, Aib nebo Cha;

A je Leu, Acc, Aib, Nle, Tle, Cha, Tle, Phe, X'~Phe nebo Ala;

A® je Val, Acc, Aib, Leu, Ile, Tle, Nle, Cha, Ala, Phé, Abu, Lys nebo X'-Phe;

A™ jeLys, Arg, hArg, Om, HN-CH((CH,),-N(R'’R'))~C(O) nebo HN-CH((CH,)e—X*)-C(O);
A% je Gly, p-Ala, D-Ala, Gaba, Ava, HN-CH(CH,),—C(0), Aib, Acc nebo D-aminokyselina;
A* je D-Arg;

A" je Gly, B-Ala, Gaba, Ava, Aib, Acc, Ado, Arg, Asp, Aun, Aec, HN-CH(CH,),—C(O),
HN-CH((CH,),~N(R R '"))-C(0), D-aminokyselina, nebo chybi;

A% je D—-nebo L-Lys, D- nebo L-Arg, D- nebo L-hArg, D- nebo L-Orn, HN-CH((CH,),~N-
(R'R'))~C(0), HN-CH((CH,)~X*)-C(O), Ava, Ado, Aec nebo chybi;

A® je D~ nebo L-Lys, D- nebo L-Arg, HN-CH((CH,),~NR'’R'))-C(0), Ava, Ado, nebo
Aec;

za ptedpokladu, Ze pokud A* je Aib nebo B-Ala, A® neni Aib;
X' je pro kazdy piipad nezdvisle vybran ze skupiny zahrnujici (C,—Cs)alkyl, OH a halogen;

R' je OH, NH,, (C,—Csp)alkoxy, nebo NH-X*~CH,~Z°, kde X je (C1—Cy,) uhlovodikova slozka
aZ’je H, OH, CO,H nebo CONH,;

X je
~X2—=N N—(CH,) -CH,
/N
-NH-G(0)-CH;—N N—(CH,),-NH-C(0).R"

nebo ~C(O)-NHR", kde X* je pro kazdy piipad nezavisle ~C(O)-, ~NH-C(O)- nebo —CH,-,
a kde f je pro kaZdy ptipad nezavisle celé &islo v rozmezi 1 a% 29 véetné;

kazdy z R? and R’ je nezévisle vybran ze skupiny zahrnujici H, (C,~Csg)alkyl, (C,—Co)alkenyl,
fenyl(C,—Csp)alkyl,  naftyl(C,—Cso)alkyl, hydroxy(C~Cso)alkyl,  hydroxy(C,—Cso)alkenyl,
hydroxyfenyl(C;—Csg)alkyl, a hydroxynaftyl(C;—Cso)alkyl; nebo jeden z R* a
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T+
}.{3 je (CH3)2-N'—C=N(CH3)2, (C,—C30)acy1, (CI—C30)a1kylsulfony1, C(O)Xs,

/N
Y(CH)AN - N-CH,) SO nebo  v(CH,)-N N-(CH,)-CO-

kde Y je H, OH nebo NHy; r je 0 a2 4; q je 0 az 4; a X° je (C1—Csp)alkyl, (C;—Cso)alkenyl, fenyl-
(Ci~Cyo)alkyl, naftyl(C,~Csp)alkyl, hydroxy(C;—Csq)alkyl, hydroxy(C,-Cso)alkenyl, hydroxy-
fenyl(C,~Cso)alkyl, nebo hydroxynaftyl(C,—Cso)alkyl;
e je pro kaZdy pfipad nezavisle celé &islo v rozmezi 1 a3 4 véetné;
m  je pro kazdy p¥ipad nezavisle celé &islo v rozmezi 5 a¥ 24 véetné;
n je pro kazdy ptipad nezavisle celé &islo v rozmezi 1 a% 5 véetné;
kazdy zR'"® a R" je pro kazdy pripad nezévisle H, (C,—Cso)alkyl, (Ci—Csp)acyl, (C~Cyo)alkyl-
sulfonyl, ~C((NH)(NH,)) nebo

-C(O)-CH;—N N—(CH,)-CH,

\_/

aR'"”aR" je kazdy, pro kazdy p¥ipad nez4visle, (C—Cso)alkyl;
za piedpokladu Ze:
(i) kdyz A je Ura, Paa nebo Pta, potom R? a R? chybi;

(ii) kdyzR' je (Ci~Csoacyl, (C;—Cso)alkylsulfonyl, ~C((NH)(NH,)) nebo
/N

potom R je H nebo (C1—Csp)alkyl;

(iii) alespoti jedna aminokyselina peptidového derivatu obecného vzorce I se neshoduje
8 pfirozenou sekvenci hGLP-1(7-36, —37 nebo —38)NH, nebo hGLP-1(7-36, —37 nebo —38)OH;

(iv) peptidovy derivat obecného vzorce I neni analogem hGLP-1(7-36, —37 nebo —38)NH, nebo
hGLP-1(7-36, -37 nebo ~38)OH kde jedna pozice byla substituovana Ala;

(v) peptidovy derivit obecného vzorce I neni (Aib***)hGLP-1(17-36)NH,, (Arg®** Lys®)-
hGLP-1(7-38)-E, (Lys™(N-alkanoy)hGLP-1(7-36, -37 nebo —38)-E, (Lys**(N;-alkanoy))-
hGLP-1(7,36, —37 nebo -38)-E, (Lys****-bis(N,-alkanoyl))hGLP—1(7-36, —37 nebo -38)-F,
(Arg”, Lys*(N,-alkanoyl))hGLP-1(8-36, 37 nebo —38)-E, (Arg®™*, Lys**(N,-alkanoyl)))-
hGLP-1(7-36, ~37 nebo -38)-E nebo (Arg’**, Lys*(N,-alkanoyl))hGLP-1(7-38)-E, kde
E je —OH nebo ~NH,;




20

25

30

35

40

45

CZ 295890 B6

(vi) peptidovy derivit obecného vzorce I neni Z'-hGLP-1(7-36, —37 nebo —3 8)-OH,
Z'-hGLP-1(7-36, -37 nebo 3 8)-NH,, kde Z' je vybran ze skupiny nésledujici:

(@) (Arg™), (Arg"), (Arg”*), (Lys™), (Arg®, Lys™), (Arg", Lys®), (D-Lys™), (Arg™),
(D-Arg™), (Arg’*, Lys*) nebo (Arg?*, Lys™);

(b) (Asp™);
(c) alespoti jeden z (Aib®%), (D-Ala®) a (Asp®); a
(d) (Tyr"), (N-acyl-His"), (N-alkyl-His"), (N-acyl-D-His") nebo (N-alkyl-D-His");

(vii) peptidovy derivat obecného vzorce I neni kombinaci jakychkoli dvou substituci uvedenych
ve skupinéach (a) az (d) a

(viii) peptidovy derivat obecného vzorce I neni (N——Me~AIa8)hGLP—1(8—36 nebo -37),
(Glu")hGLP-1(7-36 nebo —37), (Asp*)hGLP~1(7-36 nebo ~37) nebo (Phe*’)hGLP-1(7-36
nebo -37) nebo jejich farmaceuticky ptijatelna sal.

Vyhodné skupina slougenin, ktera spliuje podminky pravé uvedené predchozi slougeniny jsou
takové, kde A" je Thr; AP je Thr; A" je Asp; A" je Ser; A" je Ser nebo Lys; A” je Glu; A® je
Gln nebo Glu; A? je Glu, Leu, Aib nebo Lys; 2 A" je Trp, Phe nebo [B—Nal; nebo jejich farma-
ceuticky pfijatelna sfl.

Vyhodna skupina slougenin, kter4 spliiuje podminky pravé uvedené pfedchozi skupiny sloudenin
jsou takové, kde A’ je Glu, N-Me-Glu nebo N-Me—Asp; A2 je Phe, Acc, B-Nal nebo Aic; A'S je
Val, Acc nebo Aib; A" je Tyr nebo B-Nal; A* je Leu, Acc nebo Cha; A% je Ala, Aib nebo Acc;
A% je Ala, Aib, Acc, Lys, Arg, hArg, O, HN-CH((CH,)n-N(R"°R'"))-C(0) nebo HN-CH-
((CH,)-—X")-C(O); A* je Phe nebo B-Nal; A” je Ile nebo Acc; A* je Ala nebo Aib; A* je Leu,
Acc nebo Cha; a A* je Val, Lys nebo Acc; nebo jejich farmaceuticky pfijatelna sil.

Vyhodna skupina slougenin, kter4 spliiuje podminky pravé uvedené piedchozi skupiny sloucenin
jsou takové, kde A® je Ala, D-Ala, Aib, A6c, A5c, N-Me-Ala, N-Me-D-Ala nebo N-Me-Gly;
A" je Gly; A" je Phe, B-Nal, A6c nebo ASc; A' je Val, A6c nebo ASc; A” je Leu, A6c, A5c
nebo Cha; A” je Gly, B-Ala, Glu nebo Aib; A* je Ala nebo Aib; A? je Ile, A6c nebo ASc; A% je
Leu, A6c, ASc nebo Cha; A™ je Val, Lys, A6c nebo ASc; A* je Aib, B-Ala, A6c, ASc nebo
D-Arg; a A” je Gly, Aib, B-Ala, Ado, D-Ala, Ava, Asp, Aun, D-Asp, D-Arg, Aec, HN-CH-
((CHp):~N(R'’R'"))~C(O) nebo chybi; nebo jejich farmaceuticky ptijatelna sil.

Vyhodna skupina slougenin, které spliiuje podminky pravé uvedené predchozi skupiny sloudenin
jsou takové, kde X* v kazdém pfipadé je -C(O)~; a R' je OH nebo NH,; nebo jejich farmaceu-
ticky pfijatelna sil.

Vyhodna skupina slougenin, které spliiuje podminky pravé uvedené piedchozi skupiny slougenin

nebo farmaceuticky piijatelnych soli jsou takové, kde R jeHaRje (Ci—Cyp)alkyl, (C—Csp)-
alkenyl, (C,~Cso)acyl, (C;~Csp)alkylsulfonyl,

‘ /7 \ /N
HO-CH), N NHCH,),80, 'HO~(CH2)2~U—CH2-CO_

hebo HN-CH), N N-CH,CO-
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Vyhodna sloudenina obecného vzorce I je takova, kde A® je Ala, D-Ala, Aib, A6c, Asc,
N-Me-Ala, N-Me-D-Ala nebo N-Me-Gly; A" je Gly; A" je Phe, B-Nal, A6c nebo ASc; A'® je
Val, A6 nebo ASc; A je Leu, A6e, ASc nebo Cha; A2 je Gly, B-Ala, Glu nebo Aib; A% je Ala
nebo Aib; A” je Ile, A6e nebo A5c; A je Leu, A6e, ASc nebo Cha; A* je Val, Lys, A6c nebo
ASc; A” je Aib, B-Ala, Ado, A6e, ASc, D-Arg nebo Gly; a A je Gly, Aib, B-Ala, Ado, D-Ala,
Ava, Asp, Aun, D-Asp, D-Arg, Aec, HN-CH((CH,),-N(R"R'))-C(O) nebo chybi; X*
v kazdém pfipadé je —C(O)—; e v kazdém piipads je nezavisle 1 nebo 2; R' je OH nebo NH,;
R"je (C 1~Cso)acyl, (C1—Csp)alkylsulfonyl nebo

C(0O)-CH;—N | N—(CH,)-CH
2 '\ ; 2/~

aR" je H; nebo jejich farmaceuticky pfijatelna sil.”

Vyhodnéjsimi vySe uvedenymi slou€eninami jsou ty, kde R' je (C4—Cyo)acyl, (C4Cyp)alkyl-
sulfonyl nebo

VRN
-C(O)-CHz—N N—(CH,)-CH,

nebo jejich farmaceuticky pfijatelna sil.

Jin4 vyhodnéjsi sloutenina obecného vzorce I je takova sloucenina, ktera ma vzorec:
(Aib®, D-Arg’)hGLP-1(7-36)NH,;

nebo jeji farmaceuticky ptijatelna sul.

Jinou vyhodnéjsi slouteninou obecného vzorce I je kazd4 ze slougenin, které jsou zde dale speci-
ficky vypotitany v oddilu P¥iklady vynélezu, nebo jeji farmaceuticky pfijatelna sil.

V jiném provedeni poskytuje predlozeny vynalez farmaceuticky prostiedek, ktery obsahuje
u¢inné mnozstvi slouceniny obecného vzorce I, kters je zde vySe definovana nebo jeji farmaceu-
ticky pfijatelnou siil a farmaceuticky prijatelny nosié nebo fedidlo.

V jesté jiném provedeni poskytuje predloZeny vynalez zplsob vyvolani agonistického G&inku
u receptoru GLP-1 u pacienta, ktery to vyZaduje, ktery spo&iva v tom, Ze se uvedenému pacientu
poda €inné mnoZstvi sloudeniny obecného vzorce I, ktera je zde vyse definovéna nebo jeji far-
maceuticky pfijatelna sil.

V dalsim provedeni poskytuje predlozeny vynalez zpiisob léeni nemoci vybrané ze skupiny
obsahujici diabetes typu I, diabetes typu II, obezitu, glukagonom, vyluCovaci potiZe u dychacich
cest, metabolické poruchy, artritidu, osteoporézu, nemoci centralniho nervového systému, res-
tenozu, neurodegenerativni nemoci, selhani ledvin, méstnavé srdeni selhani, nefroticky syn-
drom, cirhéza, plicni otok, vysoky tlak a poruchy s ofekdvanym sniZenim pi{jmu potravy,
u jedincd ktefi to vyZaduji, ktery spo&iva v tom, Ze jedinci je podano u¢inné mnozstvi sloudeniny
obecného vzorce I, ktery zde byl vy3e definovan nebo jeji farmaceuticky pfijatelné soli. Vyhodny
zpisob pravé uvedené metody je takovy, kdy je 1é¢en diabetes typu I nebo diabetes typu II.

S vyjimkou N-koncové aminokyseliny, viechny zkratky (napf. Ala) aminokyselin v tomto
popisu plati pro strukturu ~NH-CH(R)-CO-, kde R je postranni fetézec aminokyseliny (napf.
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CH; pro Ala). Pro N-koncovou aminokyselinu zkratka zastupuje strukturu (R?R*)-N-CH(R)—
CO-, kde R je postranni fetézec aminokyseliny a R> a R> jsou takové, jak jsou definovany vyse,
s tou vyjimkou, Ze kdyz A’ je Ura, Paa nebo Pta, tak v tomto pfipadé R” a R? chybi, protoze Ura,
Paa a Pta jsou zde zamysleny jako des-aminokyseliny. Amp, B-Nal, Nle, Cha, 3-Pal, 4—Pal
a Aib jsou zkratky néasledujicich aminokyselin: 4—amino—fenylalanin, B—(2-naftyl)alanin, norleu-
cin, cyklohexylalanin, B—(3-pyridinyl)alanin, B-(4-pyridinyl)alanin a kyselina a—aminoizo-
maselnd. Definice jinych aminokyselin jsou: Ura je kyselina urokanova; Pta je kyselina (4—pyri-
dylthio)octova; Paa je kyselina trans—3—(3-pyridyl)akrylova; Tma je N,N—tetramethylamidino-
histidin; N-Me-Ala je N-methylalanin; N-Me-Gly je N-methylglycin; N-Me-Glu je kyselina
N-methylglutamova; Tle je ferc-butylglycin; Abu je kyselina o—aminomaselns; Tba je ferc—
butylalanin; Orn je ornitin; Aib je kyselina a-aminoizomaselnd; B-Ala je B-alanin; Gaba je
kyselina y—aminoméselna; Ava je kyselina 5—aminovalerové; Ado je kyselina 12-aminodeka-
nova; Aic je kyselina 2-aminoindan-2-karboxylové; Aun je kyselina 11-aminoundekanova; a
Aec je 4~(2-aminoethyl)-1-karboxymethyl—piperazin, ktery je pfedstavovan strukturou:

0

I/HN\/\U y \)J\i
Zkratka Acc predstavuje aminokyselinu vybranou ze skupiny zahrnujici: 1-amino—1-cyklo-
propankarboxylovou (A3c); 1-amino-1-cyklobutankarboxylovou (A4c); kyselinu 1—-amino—1—
cyklopentankarboxylovou (A5c); kyselinu 1-amino—1-cyklohexankarboxylovou (Aé6c); kyselinu
1-amino-1-cykloheptankarboxylovou (A7c); kyselinu 1-amino—1-cyklooktankarboxylovou
(A8c); a kyselinu 1-amino-1-cyklononankarboxylovou (A9c). Ve vySe uvedeném vzorci,

hydroxyalkyl, hydroxyfenylalkyl a hydroxynaftylalkyl mohou obsahovat 1 az 4 hydroxysubsti-
tuenty. COX’ zastupuje ~C=0-X’. P¥iklady —C=0-X® zahrnuji mimo jiné acetyl a fenylpropionyl.

Zkratkou Lys(N.~alkanoyl) je minéna nasledujici obecna struktura:

0

CH
N/LLH,. 3

H

/\r;:

H o)
Zkratkou Lys(Ng-alkylsulfonyl) je min&na nasledujici obecna struktura:

0 0
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Zkratkou Lys(Ne~(2—(4-alkyl-1-piperazin)-acetyl) je minéna nésledujici obecna struktura:

0
\ CH.
\ -
ANK g)kw\._/N“‘L/)"
HoO

Zkratkou Asp(1-(4-alkylpiperazin)) je minéna nasledujici obecna struktura:

N\
/\ L/NWCHJ

N
!

H 0

O

5  Zkratkou Asp(1-alkylamino) je min&na nasledujici obecn4 struktura:

O
H
N CH
“n
Arﬁ
H )

Zkratkou Lys(Ne—Aec—-alkanoyl) je min&na nasledujici obecna struktura:

O

N N NS N CH
N \_/ W ’

O

X ~Z>\
J

O

Proménna n v pfedchozich uvedenych strukturach je v rozmezi 1 a% 30. Zkratkou Lys(Ne—ace~
10 alkanoyl) je minéna nasledujici obecn4 struktura:

O 0
ANQ;\A ﬁk”@“&*ﬂc"‘a
Ho

Plné nédzvy jinych zkratek, které jsou zde pouZity, jsou nasledujici: Boc pro t-butyloxykarbonyl,
HF pro fluorovodik, Fm pro formyl, Xan pro xanthyl, Bzl pro benzyl, Tos pro tosyl, DPN pro
2,4-dinitrofenyl, DMF pro dimethylformamid, DCM pro dichlormethan, HBTU pro hexafluoro-
15 fosfat 2—(1H-benztriazol-1-yl)-1,1,3,3~tetramethyluronia, DIEA pro diizopropylethylamin,
HOAc pro kyselinu octovou, TFA pro kyselinu trifluoroctovou, 2CIZ pro 2-chlorbenzyloxy-




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 295890 B6

karbonyl, 2BrZ pro 2-brombenzyloxykarbonyl, OcHex pro O-cyklohexyl, Fmoc pro 9—fluor-
enylmethoxykarbonyl, HOBt pro N-hydroxybenztriazol a PAM pryskyfice pro 4-hydroxy-
methylfenylacetamidomethy! pryskyfici.

Termin ,halo* zahrnuje fluor—, chlor—, brom— a jod— derivaty.

Termin ,,(C,~Cso)uhlovodikova slozka“ zahrnuje alkyl, alkenyl a alkinyl, a v pfipadé alkenylu
a alkinylu se jedna o C,—C;,.

Peptid tohoto vynélezu je zde také oznatovén jinym formétem zépisu, napt. (ASc*)hGLP-1(7-
36)NH, se substituovanymi aminokyselinami z p¥irozené sekvence, umisténymi v prvni soustavé
zévorek (napt. ASc® pro Ala® v hGLP-1). Zkratka GLP-1 znamen4 glukagonu podobny peptid-1,
hGLP-1 znamené lidsky glukagonu podobny peptid—1. Cisla umisténa v zavorce oznacuji podet
aminokyselin pfitomnych v peptidu (napt. hGLP—1(7-36) znamen4 aminokyseliny 7 az 36 ze
sekvence peptidu lidského GLP-1). Sekvence hGLP-1(7-37) je uvedena v Mojsov, S., Int.
J. Peptide Protein Res., 40, 1992, str. 333 a% 342. Oznadeni ,NH,“ v hGLP-1(7-36)NH, zna-
mend, Ze C-konec peptidu je ukonfen amidovou skupinou. hGLP-1(7-36) znamena, Ze
C—konec je volna aminokyselina. Zbytky na pozicich 37 a 38 v hGLP-1(7-38) jsou Gly respek-
tive Arg.

Detailni popis

Peptidy tohoto vynalezu mohou byt p¥ipraveny pomoci standardni syntézy peptidii na pevné fazi.
Viz Steward, J. M., a kol., Solid Phase Synthesis (Pierce Chemical Co., 2. vyd., 1984). Substi-
tuenty R? a R’ ve vy¥e uvedeném obecném vzorci mohou byt ptipojeny k volné aminoskuping N—
koncové aminokyseliny, pomoci standardnich metod, znémych v oboru. Naptiklad alkylové sku-
piny, napf. (C~Cso)alkyl, mohou byt pfipojeny pomoci redukéni alkylace. Hydroxyalkylové
skupiny, napt. (C,~Cso)hydroxyalkyl, mohou byt také p¥ipojeny pomoci redukéni alkylace, kde
volna hydroxylova skupina je chranéna t-butylesterem. Acylové skupiny, napt. COE', mohou byt
pfipojeny spojenim volné kyseliny, napf. E'COOH, k volné aminoskupiné N-koncové
aminokyseliny tak, Ze je smich4na kompletni pryskyfice se 3 molarnimi ekvivalenty jak volné
kyseliny, tak diizopropylkarboxydiimidu v methylenchloridu po dobu 1 hodiny. Pokud volna
kyselina obsahuje volnou hydroxylovou skupinu, nap¥. kyselina p-hydroxyfenylpropionova,
potom by pfipojeni mélo byt provedeno s dal§imi tfemi molarnimi ekvivalenty HOBT.

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

Chréanéna aminokyselina, kyselina 1—(terc—butoxykarbonyl-amino)-1-cyklohexan karboxylova,
byla syntetizovana nasledujicim zpisobem. 19,1 gramu (0,133 mol) kyseliny 1-amino-1-cyklo-
hexankarboxylové (Acros Organics, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) bylo rozpusténo ve 200 ml
dioxanu a 100 ml vody. K tomu bylo ptidano 67 ml 2 N NaOH. Roztok byl ochlazen v 14zni vody
s ledem. K tomuto roztoku bylo ptidano 32,0 g (0,147 mol) di—terc-butyldikarbonatu. Reaké&ni
sme&s byla michana pies noc pfi teploté mistnosti. Poté byl za snizeného tlaku odstranén dioxan.
Ke zbyvajicimu vodnému roztoku bylo p¥idano 200 ml octanu ethylnatého. Smés byla ochlazena
v lazni vody s ledem. pH vodné vrstvy bylo upraveno na asi 3 pomoci pfidani 4 N HCI. Orga-
nicka vrstva byla oddé&lena. Vodni vrstva byla extrahovéna octanem ethylnatym (1x100 ml). Dvé&
organické vrstvy byly spojeny a promyty vodou (2x150 ml), suieny nad bezvodym MgSQ,, fil-
trovany a za sniZeného tlaku koncentrovany do suchého stavu. Vytézek byl rekrystalovan ze
smési octan ethylnaty/hexany. Bylo ziskéno 9,2 g &istého produktu. Vytézek byl 29 %.
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Boc—~A5¢—OH byla syntetizovana analogickym zptisobem Jjako Boc—A6¢-OH. Ostatni chranéné
Acc aminokyseliny mohou byt p¥ipraveny analogickym zptisobem osobou s b&Znou zkus$enosti
v oboru podle popisti, uvedenych v predlozeném patentu.

Pfi syntéze analogi GLP-1, které jsou predmé&tem tohoto vynélezu, které obsahuji ASc, A6c
a/nebo Aib, jsou doby potiebné pro piipojeni téchto zbytki a zbytku, které je bezprostiedns
nasleduji, 2 hodiny.

Substituenty R* 2 R® ve vyse uvedeném obecném vzorci mohou byt ptipojeny k volné amino-
skupin€ N-koncové aminokyseliny pomoci standardnich metod, zndmych v oboru. Naptiklad
alkylové skupiny, napt. (C,—Cjo)alkyl, mohou byt pFipojeny pomoci redukéni alkylace. Hydroxy-
alkylové skupiny, napf. (C,~Cso)hydroxyalkyl, mohou byt také pfipojeny pomoci reduké&ni
alkylace, kde volna hydroxylové skupina je chranéna t-butylesterem. Acylové skupiny, nap.
COX', mohou byt p¥ipojeny spojenim volné kyseliny, napt. X'COOH, k volné aminoskuping N—
koncové aminokyseliny tak, e je smichana kompletni pryskytice se 3 molérnimi ekvivalenty jak
volné kyseliny, tak diizopropylkarboxydiimidu v methylenchloridu po dobu 1 hodiny. Pokud
volna kyselina obsahuje volnou hydroxylovou skupinu, napf. kyselina p-hydroxy-
fenylpropionova, potom by p¥ipojeni mélo byt provedeno s dal$imi tiemi mol4rnimi ekvivalenty
HOBT.

U slouceniny, ktera je pfedmétem tohoto vynalezu, miZe byt nésledujicim postupem testovana
jeji schopnost vazat se na GLP-1.

Bunééna kultura:

Buitky RIN SF pochéazejici z krystho inzulinomu (ATCC—# CRL-2058, Americka sbirka typo-
vych kultur, Manassas, VA), exprimujici GLP-1 receptor, byly kultivovany v Eaglové médiu
modifikovaném podle Dulbecca (DMEM), obsahujicim 10 % fetalniho teleciho séra a udrZovany
pfi 37 °C ve vlhké atmosfére o sloZeni 5% CO,/95% vzduch.

Vazba radioaktivné znadeného ligandu

Membrany pro studia vazby radioaktivng znageného ligandu byly pfipraveny homogenizaci
bungk RIN ve 20ml ledového 50 mM Tris-HCl pomoci zafizeni Brinkman Polytron
(Westbury, NY)  (nastaveni 6, 15s). Homogenaty byly 2x promyty centrifugaci
(39 000 g/10 min.) a kone&né sedimenty byly resuspendovany v 50 mM Tris—HCI, obsahujicim
2,5 mM MgCl,, 0,1 mg/ml bacitracinu (Sigma Chemical, St. Louis, MO) a 0,1% BSA. Pro testo-
vani byly alikvoty (0,4ml) inkuboviny s 0,05nM (*DGLP-1(7-36) (~2200 Ci/mmol,
New England Nuclear, Boston, MA) bud’ s, anebo bez 0,05 ml neznacenych kompetujicich testo-
vanych peptidi. Po inkubaci 100 min (25 °C) byl vézany ("*T)GLP-1(7-36) odd&len od volného
rychlou filtraci ptes filtry GF/S (Brandel, Gaithersburg, MD), které byly pfedem nasiknuty v
0,5% polyethyleniminu. Filtry byly potom 3x promyty 5 ml alikvoty ledového 50 mM Tris—HCl
a vazana radioaktivita, zachycena na filtrech, byla zmé&fena spektrometrii gama (Wallac LKB,
Gaithersburg, MD). Specifickd vazba byla definovana jako celkovy vazany (‘ZSI)GLP—1(7—36)
minus ten, ktery je vazany v ptitomnosti 1000 nM GLP-1(7-36) (Bachem, Torrence, CA).

Peptidy které jsou pfedmétem tohoto vynalezu mohou byt poskytnuty ve formé& farmaceuticky
pfijatelnych soli. Ptiklady takovych soli zahrnuji mimo jiné takové, které jsou vytvoreny
s organickymi kyselinami (napf. kyselina octova, kyselina mléend, kyselina maleinovd, kyselina
citrénova, kyselina jable¢n4, kyselina askorbova, kyselina jantarova, kyselina benzoova, kyselina
methansulfonova, kyselina toluensulfonova nebo kyselina pamoova (,,pamoic acid“), s anorga-
nickymi kyselinami (nap¥. kyselina chlorovodikova, kyselina sirova nebo kyselina fosfore¢n4) a
s polymernimi kyselinami (napf. tanin, karboxymethylceluléza, kyselina polymlé&na, kyselina
polyglykolova nebo kopolymery kyselin polymlééna—glykolova). Typicky zptsob pro ptipravu
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soli peptidu, ktery je pfedmétem tohoto vynalezu, Je v oboru dobfe zndmy a miize byt proveden
standardnimi metodami vymény soli. Tedy TFA sl peptidu, ktery je pfedmé&tem tohoto vynalezu
(TFA sil je vysledkem purifikace peptidu pomoci preparativni HPLC, eluovani pomoci pufri
obsahujicich TFA) miize byt pfevedena na sil jinou, jako je tfeba octan tim, Ze je peptid
rozpustén v malém mnoZstvi vodného roztoku 0,25 N kyseliny octové. Vysledny roztok je nane-
sen na semipreparativni HPLC sloupec (Zorbax, 300 SB, C-8). Sloupec je vymyvan (1) roztokem
0,1 N octanu amonného ve vodg po dobu 0,5 hodiny, (2) roztokem 0,25 N octanu amonného ve
vod€ po dobu 0,5 hodiny a (3) linedrnim gradientem (20 az 100% roztok B po dobu vice nez
30 minut) pfi rychlosti pritoku 4 ml/minutu (roztok A je 0,25 N kyselina octova ve vodg; roztok
B je 0,25 N kyselina octové ve smési acetonitril/voda, 80:20). Frakce obsahujici peptid jsou ode-
birany a vysuseny do suchého stavu pomoci lyofilizace.

Jak je dobfe zndmo osobam se zkuSenosti v oboru, znama a potencialni pouZiti GLP-1 jsou rizna
a rozmanita (viz Todd J. F. a kol., Clinical Science, 1998, 95, str. 325 a2 329; a Todd J. F. a kol.,
European Journal of Clinical Investigation, 1997, 27, str. 533 a3 536). Tedy podani sloudenin,
které jsou pfedmétem tohoto vynalezu za uéelem vyvolani, miize mit tytéZ G&inky a pouZiti jako
samotny GLP—1. Tato riizna pouZiti GLP-1 mohou byt shrnuta nasledovné jako 1é€eni: diabetu
typu I, diabetu typu II, obezity, glukagonomi, vyludovacich potizi u dychacich cest, metabolic-
kych poruch, artritidy, osteopordzy, nemoci centralniho nervového systému, resten6zy, neuro-
degenerativnich nemoci, selhani ledvin, mé&stnavého srde&niho selhani, nefrotického syndromu,
cirhézy, plicniho otoku, vysokého tlaku a poruch s ofekdvanym sniZenim p¥{jmu potravy. Ana-
logy, které jsou pfedmé&tem tohoto vynalezu, které vyvolavaji agonisticky efekt u jedince, mohou
byt pouZity pro légeni nésledujicich poruch: hypoglykémie a syndromu $patného vstiebavani,
spojeného s chirurgickym odnétim &asti zaludku a operacemi teokého stieva.

PfedloZeny vynélez tedy ve svém ramci zahrnuje farmaceutické prosttedky, které obsahuji jako
svoji aktivni slozku, alespoti jednu ze sloudenin obecného vzorce I ve spojeni s farmaceuticky
prijatelnym nosi¢em.

Davka aktivni slozky v prostfedcich, které jsou pfedmétem tohoto vynélezu, méZe byt riizna: je
viak nezbytné, aby mnoZstvi aktivni slozky bylo takové, aby bylo dosaeno vhodné davky.
Vybrana davka zavisi na pozadovaném 1é&ebném &inku, na zpisobu podavani a na dobé trvani
1é€by. Obecné ginnd dévka pro aktivity, které Jsou pfedmétem tohoto vynélezu, je v rozsahu
1x1077 a2 200 mg/kg/den, vyhodn& 1x10* az 100 mg/kg/den, kterd miiZe byt podana jako jedna
davka nebo miZe byt rozdélena do mnoha davek.

Slougeniny, které jsou predmétem tohoto vynalezu, mohou byt podavany oralng, parenteralng
(napt. intramuskulérni, intraperitonealni, intravenézni nebo podkoZni injekci, nebo pomoci
implantétu), nazalng, vaginalng, rektalng, pod jazyk nebo mistnimi zplisoby podavani a mohou
byt pfipraveny s farmaceuticky pfijatelnymi nosi¢i tak, aby poskytly davkové formy vhodné pro
kazdy zpisob podavani.

Pevné davkové formy pro ordlni podavani zahrnuje kapsle, tablety, pilulky, prasky a granule.
V takovych pevnych davkovych formach je aktivni slozka smisena alespoii s jednim inertnim
farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em jako je sacharéza, laktéza nebo Skrob. Takové davkové
formy mohou také obsahovat, jako v b&zné praxi, daldi sloudeniny, jiné neZ takova inertni
fedidla, napt. lubrika¢ni &inidla jako je stearan hofegnaty. V ptipad kapsli, tablet a pilulek
mohou ddvkové formy také obsahovat pufraéni &inidla. Tablety a pilulky mohou byt déle piipra-
veny s enterickym povlakem.

Tekuté davkové formy pro ordlni podévéni zahrnuji farmaceuticky pfijatelné emulze, roztoky,
suspenze, sirupy, tinktury obsahujici inertni fedidla, obecn& v oboru pouzivana, jako je napi.
voda. Vedle takovych inertnich fedidel mohou také prostiedky zahrnovat adjuvans, jako jsou
zvlh&ovaci ¢inidla, emulgadni a suspenzni &inidla a sladidla, &inidla dodavajici chut’ a viini.
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Prostfedky pro parenteralni podavéni, které jsou predmétem tohoto vynalezu, zahrnuji sterilni
vodné a nevodné roztoky, suspenze nebo emulze. Piiklady nevodnych rozpoustédel nebo nosii
Jsou propylenglykol, polyethylenglykol, rostlinné oleje, jako je olivovy olej a kukufiény olej,
Zelatina a organické estery, které je mozno podavat injek¢né, jako je ethylester kyseliny olejové.
Takové davkové formy mohou také obsahovat adjuvans, jako jsou konzerva¢ni, zvlh&ovaci,
emulgaéni a disperzni ¢inidla. Mohou byt sterilizovny naptiklad filtraci pres filtr zachycujici
bakterie, p¥idanim sterilizadniho &inidla do prostfedkii, ozafenim prostiedkl nebo zah¥atim pro-
stfedkd. Mohou byt také vyrobeny ve formé sterilniho pevného prostiedku, ktery mize byt bez-
prostiedné pied pouzitim rozpustén ve sterilni vod& nebo v n&jakém jiném sterilnim injekénim
médiu.

Prostfedky pro rektalni nebo vaginlni podavéni Jjsou s vyhodou &ipky, které mohou vedle aktivni
slozky obsahovat excipienty, jako jsou méslo z koky nebo vosk na &ipky.

Prostiedky pro nazalni podavéni nebo pro podavani pod jazyk jsou také pfipravovany se stan-
dardnimi excipienty, které jsou v oboru dobfe znamé.

Dale miiZe byt sloutenina, ktera je pfedmétem tohoto vynalezu, poddvéana pomoci prosttedkii pro
trvalé uvoltiovéni, jako jsou ty, které jsou popsany v nasledujicich patentech a patentovych pfi-
hlagkach. Patent US 5 672 659 popisuje prostiedky pro trvalé uvoliiovani, které obsahuji biolo-
gicky aktivni &inidlo a polyester. Patent US 5 595 760 popisuje prostedky pro trvalé uvoliiovéni,
které obsahuji biologicky aktivni &inidlo v gelové form&. Patentova pfihlaska US 08/929 363,
podana 9. zai 1997 (US patent 5 821 221), popisuje polymerni prostiedky pro trvalé uvoltiovant,
které obsahuji biologicky aktivni &inidlo a chitosan. Patentova pfihlaska US 08/740 778, podana
1. listopadu 1996 (US patent 5 916 83), popisuje prostfedky pro trvalé uvoliiovani, které obsahuji
biologicky aktivni &inidlo a cyklodextrin. Patentova pfihlagka US 09/015 394, podana 29. ledna
1998 (WO 99/38536), popisuje absorbovatelné prostfedky pro trvalé uvoliiovéni, které obsahuji
biologicky aktivni &inidlo. Patentova piihlaska US 09/121 653, podana 23. &ervence 1998
(WO 00/04916), popisuje zpiisob p¥ipravy mikrodastic, obsahujicich terapeutické &inidlo jako je
peptid, procesem typu olej ve vodg. Patentova piihlagka US 09/131 472, podana 10. srpna 1998
(WO 00/09166), popisuje komplexy obsahujici terapeutické €inidlo jako je peptid a fosforylova-
ny polymer. Patentova pfihlaska US 09/184 412, podand 2. listopadu 1998, (US patent 6 203
386), popisuje komplexy obsahujici terapeutické &inidlo jako je peptid a polymer obsahujici
nepolymerizovatelny lakton. Obsahy piedchozich patentil a patentovych piihlasek jsou zde
zahrnuty jako odkazy.

Pokud neni definovano jinak, vSechny zde pouzivané technické a védecké terminy maji tentyz
vyznam, jak je obydejn& chapan osobami s b&Znou zkuSenosti v oboru, do n&ho? tento vynalez
spadé. Také viechny publikace, patentové pfihlasky, patenty a ostatni odkazy zde zmin&né, jsou
zde zahrnuty jako odkaz.

Nasledujici priklady popisuji syntetické metody pro pipravu peptidd, které jsou predmétem
tohoto vynalezu, tyto metody jsou dobfe zndmy osobam se zkugenosti v oboru. Osobim se zku-
Senosti v oboru jsou také znimy jiné metody. Pfiklady jsou poskytnuty pro G&ely ilustrace
a nejsou minény tak, aby v jakémkoli sméru omezovaly rozsah pfedloZeného vynélezu.

Boc—3Ala-OH, Boc-D-Arg(Tos)-OH a Boc-D-Asp(OcHex) byly zakoupeny od Nova
Biochem, San Diego, Kalifornie. Boc—-Aun-OH byl zakoupen od Bachem, King of Prussia, PA.
Boc—Ava~OH a Boc~Ado-OH byly zakoupeny od Chem-Impex, International, Wood Dale, IL.
Boc-Nal-OH byl zakoupen od Synthetech, Inc. Albany, OR.
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Priklady provedeni vynilezu

Pkiklad 1: (Aib®*)hGLP-1(7-36)NH,

Ptiklad je uveden pro ilustraci zakladniho postupu. Jmenovany peptid byl syntetizovén na synte-
tizatoru peptidi Applied Biosystems (Foster City, CA), model 450A, ktery byl modifikovan tak,
aby provadél zrychlenou syntézu peptidi metodou Boc na pevné fazi. Viz Schnolzer a kol., Int. J.
Peptide Protein Res., 90:180 (1992). Byla pouZita 4-methylbenzhydrylaminova (MBHA) prysky-
fice (Penisula, Belmont, CA) se substituci 0,91 mmol/g. Byly pouzity Boc aminokyseliny
(Bachem, CA, Torrance, CA; Nova Biochem., LaJolla, CA) s nésledujicim chranénim postran-
nich skupin: Boc-Ala-OH, Boc-Arg(Tos)-OH, Boc-Asp(OcHex)-OH, Boc-Tyr(2BrZ)-OH,
Boc-His(DNP)-OH, Boc-Val-OH, Boc—Leu-OH, Boc-Gly-OH, Boc-GIn—-OH, Boc-Ile-OH,
Boc-Lys(2CIZ)-OH, Boc-Thr(Bzl)-OH, Boc-Ser(Bzl)-OH, Boc—Phe-~OH, Boc—Aib—OH, Boc—
Glu(OcHex)-OH a Boc-Trp(Fm)OH. Syntéza byla provedena v mno¥stvi 0,20 mmol. Skupiny
Boc byly odstranény piisobenim 100% TFA po dobu 2x1 minuta. Boc aminokyseliny (2,5 mmol)
byly pfedem aktivovany pomoci HBTU (2,0 mmol) a DIEA (1,0 ml) v 4 ml DMF a byly spojeny
bez pfedchozi neutralizace TFA soli komplexu peptid-pryskyfice. Doby p¥ipojeni byly 5 minut
s vyjimkou zbytkii Boc-Aib—OH a nésledujicich zbytkq, Boc-Lys(2CIZ)-OH a Boc—His(DNP)-
OH, kde doby pfipojeni byly 2 hodiny.

Po sestaveni peptidového fetzce bylo na pryskyfici piisobeno roztokem 20% merkaptoetha-
nolu/10% DIEA v DMF po dobu 2x30 minut, aby doglo k odstranéni skupiny DNP na postrannim
fetézci His. N—koncova skupina Boc byla potom odstranéna plisobenim 100% TFA po dobu 2x1
minuta. Po neutralizaci komplexu peptid—pryskyfice pomoci 10% DIEA v DMF (1x1 min.) byla
formylova skupina na postrannim fetdzci Trp odstranéna plsobenim roztoku 15% ethanol-
amin/15% voda/70% DMF po dobu 2x30 minut. Komplex peptid—pryskyfice byl promyt s DMF
a DCM a suen za sniZeného tlaku. Zavére¢né oditépeni bylo provedeno michanim komplexu
peptid-pryskyfice v 10 ml HF obsahujici 1 ml anisolu a dithiothreitol (24 mg) pfi 0 °C po dobu
75 minut. HF byla odstranéna probublavanim dusikem. Zbytek byl promyt éterem (6x10 ml) a
extrahovin 4N HOAc (6x10 ml).

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

Syntéza jinych slougenin piedlozeného vynalezu miZe byt provedena v podstaté stejnym zptiso-
bem, jako je postup popsany pro syntézu (Aibs)hGLP—1(7—36)NH2 v piikladu 1 vySe, s tim Ze se
pouZiji vhodné chranéné aminokyseliny, v zavislosti na pozadovaném peptidu.

Ptiklad 5: (Aib®*, Arg’*, Lys**(N —tetradekanoyl))hGLP—1(7-36)NH,

Pouzit¢ Boc aminokyseliny byly tytés jako aminokyseliny, které byly pouZity pii syntéze
(Aib**)hGLP-1(7-36)NH,, popsané v p¥ikladu 1, s tou v¥jimkou, Ze v fomto ptikladu byl pouzit
Fmoc-Lys(Boc)-OH. Prvni aminokyselinovy zbytek byl k pryskyfici pfipojen manualng na tie-
pacce. 2,5 mmol Fmoc—Lys(Boc)-OH bylo rozpusténo ve 4 ml 0,5 N HBTU v DMF. K roztoku
byl pfidan 1 ml DIEA. Smés byla tfepana asi 2 minuty. Potom bylo k roztoku p¥idano 0,2 mmol
MBHA pryskyfice (substituce = 0,91 mmol/g). Smés byla tiepana po dobu 1 hodiny. Pryskyfice
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byla promyta DMF a piisobeno na ni 100% TFA po dobu 2x2 minuty, aby doslo k odstranéni
chrénicich skupin Boc. Pryskyftice byla potom promyta DMF. Kyselina myristylov4 (2,5 mmol)
byla ptedem aktivovana s HBTU (2,0 mmol) a DIEA (1,0 ml) ve 4 ml DMF po dobu 2 minut a
byla piipojena ke komplexu Fmoc-Lys-pryskyfice. Cas pouZity pro pfipojeni byl asi 1 hodina.
Pryskyfice byla promyta DMF a bylo na ni pasobeno 25% piperidinem v DMF po dobu
2x20 minut, aby doslo k odstran&ni chréanici skupiny Fmoc. Pryskyfice byla potom promyta DMF
a pienesena do reakéni nidoby syntetizatoru peptidd. Nasledujici kroky syntetiza&niho
a purifikaéniho postupu u peptidu byly tytéz jako pii syntéze (Aib**)hGLP-1(7-36)NH,
v pfikladu 1. Bylo ziskano 43,1 mg slou¢eniny uvedené v nadpise, ve formé bilé pevné latky. Na
zékladé HPLC analyzy byla stanovena &istota 98%. Analyza pomoci ES hmotového spektrometru
udavala molekulovou hmotnost 3577,7 v souhlase s vypoctenou molekulovou hmotnosti 3578,7.

Syntéza jinych sloudenin ptedloZeného vynalezu, obsahujicich zbytek Lys(N.—alkanoyl) mize
byt provedena zptisobem, ktery je analogicky postupu popsanému pro priklad 5 (Aib>*, Arg®®*
Lys™*(N—tetradekanoyl))hGLP-1(7-36)NH,. Aminokyselina Fmoc-Lys(Boc)-OH je pouzita pro
zbytek Lys(Ng—alkanoyl) v peptidu, zatimco pro zbytek Lys je pouzita aminokyselina
Boc-Lys(2CIZ)-OH. Pokud zbytek Lys(N,—alkanoyl) neni na C—konci peptidu, fragment peptidu
bezprostfedné pfed zbytkem Lys(N,-alkanoyl) Je pfedem sestaven na pryskyfici v syntetizatoru
peptidi. Vhodnou kyselinu, odpovidajici pozadovanému alkanoylu, je moZno zakoupit od
Aldrich Chemical Co., Inc. Milwaukee, WI, USA, napf. kyselina oktanova, kyselina dekanova,
kyselina laurova a kyselina palmitova.

Pfiklad 9: (Aib>*, Arg®>*, Lys36(Ns—dodekansulfonyl))hGLP—1(7—36)NH2

Boc aminokyseliny pouZité v této syntéze jsou tytéz jako aminokyseliny, které byly pouzity pti
syntéze v ptikladu 5. Prvni aminokyselinovy zbytek Je pfipojen na pryskyfici manualné na tre-
padee. 2,5 mmol Fmoc-Lys(Boc)-OH je rozpusténo ve 4 ml 0,5 N HBTU v DMF. K roztoku je
pfidan 1 ml DIEA. Smés je tiepana asi 2 minuty. Potom je k roztoku p¥idano 0,2 mmol MBHA
pryskyfice (substituce = 0,91 mmol/g). Smés Je tfepana po dobu asi 1 hodiny. Pryskyfice je pro-
myta DMF a je na ni plisobeno 100% TFA po dobu 2x2 minuty, aby doslo k odstranéni chranici
skupiny Boc. Pryskyfice je promyta DMF a je k ni p¥idano 0,25 mmol I-dodekansulfonylchlo-
ridu ve 4 ml DMF a 1 ml DIEA. Smés je tfepana po dobu asi 2 hodin. Pryskyfice je promyta
DMF a je na ni pisobeno 25% piperidinem v DMF po dobu 2x20 minut, aby doslo k odstranéni
chranici skupiny Fmoc. Pryskyfice je promyta DMF a pfenesena do reakéni nadoby syntetizatoru
peptidi. Syntéza zbytku peptidu a purifikaéni postupy Jsou tytéZ jako ty, které byly popsany
v piikladu 1.

Syntéza jinych sloudenin predlozeného vynalezu, obsahujicich zbytek Lys(N.—alkylsulfonyl)
muze byt provedena zpiisobem, ktery je analogicky postupu popsanému pro piikladu 9. Amino-
kyselina Fmoc—Lys(Boc)-OH je pouzita pro zbytek Lys(Ng—alkylsulfonyl) v peptidu, zatimco
pro zbytek Lys je pouzita aminokyselina Boc-Lys(2CIZ)-OH. Pokud zbytek Lys(N,—
alkylsulfonyl) neni na C—konci peptidu, fragment peptidu bezprostfedn& pred zbytkem Lys(N,—
alkylsulfonyl) je pfedem sestaven na pryskyfici v syntetizatoru peptidd. Vhodny alkyl-
sulfonylchlorid je mozno ziskat od Lancaster Synthesis Inc. Windham, NH, USA, napf'.
1-oktansulfonylchlorid, 1-dekansulfonylchlorid, 1-dodekansulfonylchlorid, 1-hexadekansulfo-
nylchlorid a 1-oktadekansulfonylchlorid.

Priklad 10: (Aib®*, Arg®*, Ly526(2—(4—tetradecy1—1~piperazin)acety1)hGLP—l(7—36)NH2
Boc aminokyseliny pouZité v tomto p¥ikladu jsou tytéZ jako aminokyseliny, které byly pouzity

pii syntéze v ptikladu 5. Prvni aminokyselinovy zbytek je pfipojen na pryskyfici manualné na
tiepadee. 2,5 mmol Fmoc—Lys(Boc)-OH je rozpusténo ve 4 ml 0,5 N HBTU v DMF. K roztoku
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Je pfidén 1 ml DIEA. Smés je tfepana asi 2 minuty. Potom je k roztoku pfidano 0,2 mmol MBHA
pryskyfice (substituce = 0,91 mmol/g). Smés je tfepana po dobu asi 1 hodiny. Pryskyfice je pro-
myta DMF a je na ni plisobeno 100% TFA po dobu 2x2 minuty, aby dolo k odstran&ni chranici
skupiny Boc. Pryskyfice je promyta DMF. Kyselina 2-bromoctova (2,5 mmol) je piedem aktivo-
vana pomoci HBTU (2,0 mmol) a DIEA (1 ml) ve 4 ml DMF po dobu asi 2 minut a je pfidana
k pryskyfici. Smé&s je tfepana po dobu asi 10 minut a promyta DMF. Na pryskyfici je potom
pisobeno 1,2 mmol piperazinu ve 4 ml DMF po dobu asi 2 hodin. Pryskyfice je promyta DMF a
Je na ni plisobeno 2 mmol 1—jodtetradekanu po dobu asi 4 hodin. Po promyti s DMF Jje na prys-
kyfici piisobeno 3 mmol anhydridu kyseliny octové a 1 ml DIEA ve 4 ml DMF po dobu asi
2 hodin. Pryskyfice je promyta DMF a Je na ni pisobeno 25 % piperidinem v DMF po dobu
2x20 minut. Prysky¥ice je promyta DMF a pfenesena do reakéni nadoby syntetizatoru peptidy,
kde je v syntéze pokratovano. Zbyvajici syntetické a purifikadni postupy u peptidu jsou tyté>
jako postupy, které byly popsény v p¥ikladu 1.

Syntéza jinych sloudenin predloZeného vynélezu, obsahujicich zbytek Lys(Ne—(2—(4—alkyl-1—
piperazin)acetyl)) miZe byt provedena zplisobem, ktery je analogicky postupu popsanému
v ptikladu 10. Aminokyselina Fmoc-Lys(Boc)-OH Je pouZita pro zbytek Lys(N,—(2—(4—alkyl—1—
piperazin)acetyl)) v peptidu, zatimco pro zbytek Lys je pouZita aminokyselina Boc-Lys(2CIZ)-
OH. Pro zbytek Lys(Ne—(2—(4-alkyl-1-piperazin)acetyl)) je v pribéhu alkyla¢niho kroku pouzit
odpovidajici jodalkan. Pokud zbytek Lys(N:—(2~(4-alkyl-1-piperazin)acetyl)) neni na C—konci
peptidu, fragment peptidu bezprostiedng pied zbytkem Lys(N:—(2—(4-alkyl-1-piperazin)acetyl))
Je pfedem sestaven na pryskyfici v syntetizatoru peptid.

Ptiklad 11: (Aib**, Arg?®**, Lys**(1-(4—tetradecylpiperazin)))hGLP—1(7-36)NH,

Boc aminokyseliny pouzité v tomto piikladu jsou tytéZ jako ty aminokyseliny, které byly pouzity
pfi syntéze v pfikladu 5 s tou vyjimkou, e na pozici 36 je pouzit Fmoc—Asp(O—tBu)-OH. Prvni
aminokyselinovy zbytek je pFipojen na pryskyfici manudlng na tfepatce. 2,5 mmol
Fmoc-Asp(O-tBu)-OH je rozpusténo ve 4 ml 0,5 N HBTU v DMF. K roztoku je pfidan 1 ml
DIEA. Smés je tfepana asi 2 minuty. Potom Jje kroztoku pfidano 0,2 mmol MBHA pryskyfice
(substituce = 0,91 mmol/g). Smés je tfepana po dobu asi 1 hodiny. Pryskyfice je promyta DMF
a je na ni plisobeno 100% TFA po dobu 2x2 minuty, aby do$lo k odstranéni chranici skupiny tBu.
Pryskyfice je promyta DMF a je na ni piisobeno HBTU (0,6 mmol) a DIEA (1 ml) ve 4 ml DMF
po dobu asi 15 minut. K reakéni smési je pridano 0,6 mmol piperazinu a smé&s je tfepana po dobu
asi 1 hodiny. Prysky¥ice je promyta DMF a Je na ni piisobeno 3 mmol 1—jodtetradekanu po dobu
asi 4 hodin. Po promyti s DMF je na pryskyfici plisobeno 3 mmol anhydridu kyseliny octové
a 1 ml DIEA ve 4 ml DMF po dobu asi 0,5 hodiny. Pryskyfice je promyta DMF a je na ni puso-
beno 25% piperidinem v DMF po dobu 2x20 minut, aby doSlo k odstranéni chrénici skupiny
Fmoc. Pryskyfice je promyta DMF a pfenesena do reakéni nadoby syntetizatoru peptidd, kde je
v syntéze pokraCovéano. Zbyvajici syntetické a purifika¢ni postupy u peptidu jsou tytéz jako
postupy, které byly popsény v ptikladu 1.

Syntéza jinych slou¢enin ptedloZeného vynalezu, obsahujicich zbytek Asp(1-(4-alkylpiperazin))
nebo Glu(1—(4-alkylpiperazin)) jsou provedeny zplisobem, ktery je analogicky postupu popsa-
nému v piikladu 11. Aminokyselina Fmoc-Asp(O-tBu)-OH nebo Fmoc—Glu(O-tBu)-OH je
pouZita pro zbytek Asp(1-(4-alkylpiperazin)) nebo Glu(1—~(4-alkylpiperazin)) v peptidu, zatimco
pro zbytek Asp je pouZita aminokyselina Boc—Asp(OcHex)-OH a pro zbytek Glu je pouzita
aminokyselina Boc-Glu(OcHex)-OH. Pro zbytek Lys(N.~(2~(4~alkyl-1-piperazin)acetyl)) je
v prib&hu alkylaéniho kroku pouzit odpovidajici jodalkan. Pokud zbytek Asp(1-(4-alkyl-
piperazin)) nebo Glu( 1—(4-alkylpiperazin)) neni na C—konci peptidu, fragment peptidu bezpro-
stfedng pted zbytkem Asp(1—(4-alkylpiperazin)) nebo Glu(1-(4-alkylpiperazin)) je piedem
sestaven na pryskyfici v syntetizatoru peptidi.
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Pfiklad 12: (Aib®*, Arg?* Asp™(1—tetradecylamino))hGLP-1(7-36)NH,

Boc aminokyseliny pouZité v tomto piikladu Jsou tytéz jako aminokyseliny, které byly pouzity
pfi syntéze v prikladu 5. Prvni aminokyselinovy zbytek je pripojen na pryskyfici manualng na
tiepacce. 2,5 mmol Fmoc-Asp(O-tBu)-OH je rozpusténo ve 4 ml 0,5 N HBTU v DMF.
K roztoku je ptiddan 1 ml DIEA. Smés Je tfepana asi 2 minuty. Potom Jje kroztoku ptidano
0,2 mmol MBHA pryskyfice (substituce = 0,91 mmol/g). Smés je tiepana po dobu asi 1 hodiny.
Pryskytice je promyta DMF a je na ni pisobeno 100% TFA po dobu 2x15 minut, aby do$lo
k odstranéni chranici skupiny t-Bu. Pryskyfice je promyta DMF a je na ni pisobeno HBTU
(0,6 mmol) a DIEA (1 ml) ve 4 ml DMF po dobu asi 15 minut. K reakéni smési je pfidano
0,6 mmol 1-tetradekanaminu a smés Je tfepana po dobu asi 1 hodiny. Pryskyfice je promyta
DMEF a je na ni piisobeno 25% piperidinem v DMF po dobu 2x20 minut, aby doslo k odstranéni
chrénici skupiny Fmoc. Prysky¥ice Je promyta DMF a pfenesena do reakéni nadoby syntetizatoru
peptidi, kde je v syntéze pokratovano. Zbyvajici syntetické a purifikadni postupy u peptidu jsou
tytéZ jako postupy, které byly popsany v ptikladu 1.

Syntéza jinych sloudenin piedlozeného vynalezu, obsahujicich zbytek Asp( l1-alkylamino) nebo
Glu(1-alkylamino) jsou provedeny zplisobem, ktery je analogicky postupu popsanému v piikla-
du 12. Aminokyselina Fmoc—Asp(O-tBu)-OH nebo Fmoc—Glu(O-tBu)-OH je pouzita pro
zbytek Asp(l-alkylamino) respektive Glu(1-alkylamino) v peptidu, zatimco pro zbytek Asp je
pouZita aminokyselina Boc-Asp(OcHex)-OH a pro zbytek Glu je pouZita aminokyselina
Boc-Glu(OcHex)-OH. Pokud zbytek Asp(1-alkylamino) nebo Glu(1-alkylamino) neni na
C-—konci peptidu, fragment peptidu bezprostiedné pied zbytkem Asp(1-alkylamino) nebo
Glu(1-alkylamino) je pfedem sestaven na pryskyfici v syntetizatoru peptids.

Piiklad 14: (Aib™, Arg?**, Lys*(N~tetradekanoyl), B-Ala®)hGLP-1(7-36)-OH

Boc aminokyseliny pouzité v tomto piikladu Jsou tytéz jako aminokyseliny, které byly pouzity
pii syntéze (Aib*, Arg?®* Lys* e~tetradekanoyl))hGLP-1(7-36)-NH, (pfiklad 5).
Fmoc-Lys(Boc)-OH (2,5 mmol) bylo pfedem aktivovano pomoci HBTU (2,0 mmol), HOBt
(2,0 mmol) a DIEA (2,5 ml) v DMF (4 ml) po dobu asi 2 minut. Tato aminokyselina je pfipojena
k 235 mg PAM pryskyftice (Chem-Impex, Wood Dale, IL; substituce = 0,85 mmol/g) manualng
na tfepacce. Doba pfipojenti je asi 8 hodin. Zbyvajici syntetické a purifika&ni postupy byly tytéz
jako v pikladu 5. Bylo ziskino 83,0 mg jmenovaného peptidu ve formé bilé pevné latky. Ana-
lyza pomoci elektro—spray hmotového spektrometru uddvala molekulovou hmotnost 3579,15
v souhlase s vypoétenou molekulovou hmotnosti 35 79,5.

Syntézy jinych analogi hGLP-1(7-36)-OH, hGLP-1(7-36)-OH a hGLP-1(7-38)~OH piedlo-
Zeného vynélezu, obsahujicich zbytek Lys(N.—alkanoyl) mohou byt provedeny zpisobem, ktery
Je analogicky postupu popsanému v pfikladu 14. Aminokyselina Fmoc-Lys(Boc)-OH je pouzita
pro zbytek Lys(N-alkanoyl) v peptidu, zatimco pro zbytek Lys je pouZita aminokyselina Boc—
Lys(2CIZ)-OH.

Nasledujici piiklady mohou byt piipraveny podle vhodnych postupd, které jsou zde vyse
popsané.

Piiklad 383: (Aib®, D-Arg*)hGLP-1(7-36)NH,

Fyzikalni tdaje pro typické predstavitele zde uvedenych sloucenin jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1
Od¢ekavana Mol. hrmotnost Gistota
Priklad &islo | molekulova naméfena (HPLC)
hmotnost pomoci MS(ES)
383 3311,73 3310,7 92%

PATENTOVE NAROKY

1. Peptidovy derivat obecného vzorce I,

(R2R3)_A7__ A8_ A9_ Alo_ All__ A12_ A13_ A14_ A]S_ Alﬁ__ A17_ Als_ A19_ AZO_ A21_ A22_ A23_
A24_ A25__ A26_ A27_ AZE_ A29‘— A30_ AS]_ A32_ A33_ A34_ A35_ A36_ A37_ ABS’”' A39_R1,

@
kde
A’ je L-His, Ura, Paa, Pta, Amp, Tma-His, des-amino—His, nebo chybi;
A® je Aib;
A’ jeGly, N-Me-Glu, N-Me—Asp nebo Asp;
A" je Gly, Acc, B-Ala nebo Aib;
A" je Thr nebo Ser;
A" je Phe, Acc, Aic, Aib, 3-Pal, 4-Pal, B-Nal, Cha, Trp nebo X'-Phe;
A" je Thr nebo Ser;
A" je Ser nebo Aib;
A" je Asp nebo Glu;

Al Jje Val, Acc, Aib, Leu, Ile, Tle, Nle, Abu, Ala nebo Cha;

A" je Ser nebo Thr;
A" je Ser nebo Thr;
A" Jje Tyr, Cha, Phe, 3-Pal, 4-Pal, Acc, B—Nal nebo X'-Phe;

A je Leu, Acc, Aib, Nle, Ile, Cha, Tle, Val, Phe nebo X'-Phe;
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A* je Glu nebo Asp;

A je Gly, Acc, B-Ala, Glu nebo Aib;
A” je Gln, Asp, Asn nebo Glu;

A* je Ala, Aib, Val, Abu, Tle nebo Acc;

A” je Ala, Aib, Val, Abu, Tle, Acc, Lys, Arg, hArg, Orn, HN-CH((CH,),~N(R"°R'"))-C(0)
nebo HN-CH((CH,).~X?)-C(0);

A% jeLys, Arg, hArg, Om, HN-CH((CH,),~N(R'’R"))-C(0) nebo HN-CH((CH,).—X*)-C(O);
A” je Glu, Asp, Leu, Aib nebo Lys:

A je Phe, Pal, B-Nal, X'-Phe, Aic, Acc, Aib, Cha nebo Trp;

A” jelle, Acc, Aib, Leu, Nle, Cha, Tle, Val, Abu, Ala nebo Phe;

A% je Ala, Aib nebo Acc;

A* je Trp, B-Nal, 3-Pal, 4-Pal, Phe, Acc, Aib nebo Cha;

A” je Leu, Acc, Aib, Nle, Ile, Cha, Tle, Phe, X'~Phe nebo Ala;

A* je Val, Acc, Aib, Leu, Tle, Tle, Nle, Cha, Ala, Phe, Abu, Lys nebo X'~Phe;

A* je Lys, Arg, hArg, Om, HN-CH((CH,),~N(R'°R'"))}-C(O) nebo HN-CH((CH,).-X*)-C(0);
A¥ je Gly, B-Ala, D-Ala, Gaba, Ava, HN-CH(CH,),,~C(0), Aib, Acc nebo D-aminokyselina;
A*® je D-Arg;

AY je Gly, B-Ala, Gaba, Ava, Aib, Acc, Ado, Arg, Asp, Aun, Acc, HN-CH(CH,),~C(0),
HN-CH((CH,):-N(R'°R""))-C(0), D-aminokyselina, nebo chybi:

A® je D-nebo L-Lys, D- nebo L-Arg, D- nebo L-hArg, D~ nebo L~Orn, HN-CH((CH,),~N-
(R"R"))~C(0), HN-CH((CH,)~X*)~C(O), Ava, Ado, Aec nebo chybi;

A” je D- nebo L-Lys, D- nebo L-Arg, HN-CH((CH,),~N(R'R"))-C(0), Ava, Ado, nebo
Aec;

za ptedpokladu, Ze pokud A* je Aib nebo B-Ala, A® neni Aib;
X' jepro kazdy ptipad nezavisle vybran ze skupiny zahrnujici (C,~Cg)alkyl, OH a halogen;

R' je OH, NH,, (C;—Cyo)alkoxy, nebo NH-X’-CH,-Z’, kde X? je (C,—C,) uhlovodikova slozka
a Z° je H, OH, CO,H nebo CONH,;
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~ XN N-—(CH,), -CH,

/N
NH-C(O)-CHz=N  N—(CH,),-NH-C(0)-.R"

./

nebo —C(0)-NHR", kde X* je pro kazdy piipad nezavisle -C(0)~, -NH-, -C(0O)- nebo ~CH,-,
a kde f je pro kaZdy pripad nezévisle celé &islo v rozmezi 1 az 29 véetne;

kazdy z R? and R® je nezvisle vybran ze skupiny zahrnujici H, (C,—Cso)alkyl, (C,~Cso)alkenyl,
fenyl(Ci~Cso)alkyl,  naftyl(C,—Cso)alkyl, hydroxy(C,—Csg)alkyl, hydroxy(C,—Csq)alkenyl,
hydroxyfenyl(C,—Cs)alkyl, a hydroxynaftyl(C,—Cs)alkyl; nebo jeden z R a

T+
R’ je (CH;),-N-C=N(CHy),, (Ci~Cso)acyl, (Cr-Caoalkylsulfonyl, C(O)X",

/N ™\
Y(CH)N  NACHSO0r  nebo  v(cH,)-N N-(CH,) -CO-

kde Y je H, OH nebo NHy; r je 0 a% 4; qje0az4;aX’ je (Ci—Cyp)alkyl, (C,~Cyo)alkenyl, fenyl-
(Ci—Csp)alkyl, naftyl(Ci—Csp)alkyl, hydroxy(C;~Cso)alkyl, hydroxy(C,—Cyo)alkenyl, hydroxy-
fenyl(C,—Csp)alkyl, nebo hydroxynaftyl(C,~Cso)alkyl;
e  je pro kazdy piipad nezavisle celé &islo v rozmezi 1 a% 4 vletng;
m je pro kazdy ptipad nezavisle celé &islo v rozmezi 5 a 24 véetng;
n  je pro kazdy pfipad nezavisle celé &islo v rozmezi 1 a% 5 véetng;
kazdy zR'® a R" je pro kazdy ptipad nezavisle H, (Ci—Csolalkyl, (C1—Cso)acyl, (C;—Csg)alkyl-
sulfonyl, —-C((NH)(NH,)) nebo

/N

C(O)-CHy—N  N—(CH,)-CH,
n_/

aR'"”aR" je kazdy, pro kazdy ptipad nezavisle, (C—Csp)alkyl;
za predpokladu Ze:
(i) kdyz A’ je Ura, Paa nebo Pta, potom R” a R® chyb;

(i) kdyZzR" je (Ci—Co)acyl, (Ci~Csoalkylsulfonyl, ~C((NH)(NH,)) nebo
-C(0)-CH;—N N—(CH,)-CH,
./

potom R'! je H nebo (C,~Cjo)alkyl;
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(1ii) alespoii jedna aminokyselina peptidového derivatu obecného vzorce I se neshoduje s pfiro-
zenou sekvenci hGLP-1(7-36, —37 nebo —3 8)NH, nebo hGLP-1(7-36, 37 nebo —3 8)OH;

(iv) peptidovy derivat obecného vzorce I neni analogem hGLP-1(7-36, —37 nebo —3 8)NH, nebo
hGLP-1(7-36, 37 nebo —38)OH kde jedna pozice byla substituovana Ala;

(v) peptidovy derivat obecného vzorce I neni (Aib8’35)hGLP~1(17—36)NH2, (Arg®*, Lys™)-
hGLP-1(7-38)-E, (Lys*(N,-alkanoyl)hGLP-1(7-36, 37 nebo ~38)-E, (Lys™(N,-alkanoyl))-
hGLP-1(7,36, -37 nebo —38)-E, (Lys****-bis(N,-alkanoyl))hGLP~1(7-36, 37 nebo —38)-E,
(Arg”, Lys™(N.-alkanoyl))hGLP-1(8-36, —37 nebo ~38)-E, (Arg”**, Lys*(N,-alkanoyl))-
hGLP-1(7-36, ~37 nebo —38)-E nebo (Arg”®*, Lys®(N,-alkanoyl))hGLP—1(7-38)-E, kde E je
—OH nebo —-NH;;

(vi) peptidovy derivat obecného vzorce I neni Z'-hGLP-1(7-36, —37 nebo -3 8)-OH,
Z]—hGLP—1(7——36, —37 nebo ~38)-NH,, kde Z' je vybran ze skupiny nésledujici:

(@) (Arg”), (Arg™), (Arg™*), (Lys™), (Arg®, Lys*), (Arg®, Lys®), (D-Lys™), (Arg™),
(D-Arg™), (Arg”*, Lys*) nebo (Arg?*, Lys*);

(b) (Asp™);
(c) alespoti jeden z (Aib®%), (D-Ala®) a (Asp’); a
(d) (Tyr’), (N-acyl-His’), (N-alkyl-His’), (N-acyl-D-His’) nebo (N-alkyl-D-His);

(vii) peptidovy derivat obecného vzorce I neni kombinaci jakychkoli dvou substituci uvedenych
ve skupinach (a) az (d) a

(viii) peptidovy derivat obecného vzorce I neni (N-Me-Ala®)hGLP-1(8-36 nebo =37),
(Glu")hGLP-1(7-36 nebo —37), (Asp’)hGLP-1(7-36 nebo —37) nebo (Phe’ YhGLP-1(7-36
nebo -37) nebo jejich farmaceuticky piijatelna sil.

2. Peptidovy derivat podle naroku 1, kde A" je Thr; A je Thr; A'S je Asp; A" je Ser; A" je
Ser; A” je Gln nebo Glu; A” je Glu; a A™! Je Trp; nebo jeho farmaceuticky pfijatelna sil.

3. Peptidovy derivit podle naroku 2, kde A® je Glu, N-Me-Glu nebo N-Me-Asp; A" je Phe,
Acc nebo Aic; A" je Val, Acc nebo Aib; A" je Tyr; AZ je Leu, Acc nebo Cha; A* je Ala, Aib
nebo Acc; A* je Ala, Aib, Acc, Lys, Arg, hArg, Orn, HN-CH((CH,)n-N(R'’R'"))-C(0) nebo
HN-CH((CH,)~X*)-C(0); A® je Phe; A” je Ile nebo Acc; A% je Ala nebo Aib; A’ je Leu, Acc
nebo Cha; a A* je Val nebo Acc; nebo jeho farmaceuticky prijateln4 sgl.

4. Peptidovy derivét podle naroku 3, kde A" je Gly; A" je Phe, A6c nebo ASc; A% je Val, A6e
nebo ASc; A% je Leu, Aé6c, A5c nebo Cha; A% je Gly, B~Ala nebo Aib; A* je Ala nebo Aib; A®
je lle, A6c nebo ASc; A je Leu, A6c, A5c nebo Cha; A* je Val, A6c nebo ASc; A” je Aib,
B-Ala, Ado, A6c, A5c nebo Gly; a A7 Jje Gly, Aib, B-Ala, Ado, D-Ala nebo chybi; nebo jeho
farmaceuticky ptijatelna sil.

5. Peptidovy derivat podle naroku 4, nebo Jjeho farmaceuticky pfijatelna sil, kde X* v kazdém
piipadé je —~C(O)—; e v kazdém pipadé Je nezévisle na sobé 1 nebo 2; a R’ je OH nebo NH,.
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6.  Peptidovy derivét podle néroku 5, nebo jeho farmaceuticky prijatelna sil, kde R? je H a R® je
(Cr—C:;o)alkYI, (CZ—C30)a]kenyl, (CI—C3o)acyl, (Cl—Cgo)alkylsulfonyI,

Ho-(CH2)2~bN-(CHz)2802- ,HO-(CH,),-N N-CH,-CO-

nebo HNACH)-N  N-CH,-CO-

7. Peptidovy derivat podle naroku 5 obecného vzorce I, nebo Jeho farmaceuticky ptijatelna sil,
s kdeR" je (Ci~Cso)acyl, (C—Cso)alkylsulfonyl, nebo

/N
-C(O)-CHy~N  N~—(CH,)-CH,

aR" je H.

8.  Peptidovy derivét podle naroku 7 obecného vzorce I, nebo jeho farmaceuticky ptijatelna sil,
10 kde R" je (Ci~Cao)acyl, (C4—Cyo)alkylsulfonyl, nebo

C(O)-CH;~—N N—(CH,),-CH
P2 N , 2/

9. Farmaceuticky prostfedek, vyznaé&u jici se tim, Ze obsahuje kinné mno¥stvi
peptidového derivatu podle naroku 1 nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli a farmaceuticky
pfijatelny nosi¢ nebo fedici latku.
15
10. Peptidovy derivat podle naroku 1 pro lé¢eni a vyvolani agonistického Wi¢inku receptoru
GLP-1 u jedince, ktery to vyZaduje.
11. Peptidovy derivat podle naroku 1 pro lé&eni nemoci vybrané ze skupiny zahrnujici diabetes
20 typu I, diabetes typu II, obezitu, glukagonom, vylugovaci potiZze u dychacich cest, metabolické
potize, artritidu, osteoporézu, nemoci centralniho nervového systému, resten6zu a neurodegene-
rativni nemoci u jedince, ktery to vyzaduje.

12. Peptidovy derivat pro lé&eni podle naroku 11, kdy nemoci je diabetes typu I nebo diabe-
25 testypull

13. Peptidovy derivat podle néroku 1, kterym je
(Aib*¥, D-Arg’)hGLP-1(7-36)NH,
30

(Aib*, D-Arg’)hGLP-1(7-36)NH,

nebo jeho farmaceuticky prijatelna sil.
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14. Peptidovy derivét podle néroku 13, kterym je
(Aib®, D-Arg*)hGLP-1(7-36)NH;
nebo jeho farmaceuticky pfijatelna sil.

15. Pouziti peptidového derivatu podle kteréhokoli z nérokd 1 a% 8 nebo 13 nebo 14 pro pii-
pravu Iéku pro 1é¢eni nemoci.

16. PouZiti peptidového derivétu pro piipravu léku podle néroku 17, pfiemZ nemoc je vybrana
ze skupiny zahrnujici diabetes typu I, diabetes typu II, obezitu, glukagonom, vyludovaci potize
u dychacich cest, metabolické potiZe, artritidu, osteopordzu, nemoci centralniho nervového sys-
tému, restendzu a neurodegenerativni nemoci.

Konec dokumentu
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