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Nové derivaty inzulinu s rychlym zaCatkem pisobeni, zplsob
jejich pfipravy a farmaceuticky prostfedek, ktery IJe
obsahuje

Oblast techniky

Vynilez popisuje derivaty inzulinu, které ve srovnani

S lidskym inzulinem vykazuji zrychleny zadatek plscbeni,

zpusob jejich pEipravy a jejich pouZiti pFedeviim ve
farmaceutickych prost¥edecich k léCeni Diabetes mellitus.

Dosavadni stav techniky

Ve svété trpi asi 120 ‘milién& lidi na Diabetes
mellitus. Mezi nimi je asi 12 milidnd diabetikd typu I, pro
které je aplikace inzulinu v soucasnosti jedinou moZnosti
terapie. PostiZeni jsou doZivotns, zpravidla nékolikrat
denné odkazani na injekci inzulinu. Adkoli Diabetes typu II,
kterym trpi asi 100 miliéno 1idi, neni primarné zpusoben
nedostatkem inzulinu, pfesto se v mnoha pEipadech 1éé&ba
inzulinem pouZiva jako p¥iznivad nebo jedlna moZna forma
terapie,.

S pokraCuiici dobou trvani onemocnéni trpi velky poet
pacient takzvanymi opoZdénymi diabetickymi komplikacemi.
Jedna se pfitom v podstaté o mikro- a makrovaskularni
podkozeni, které vedou, podle druhu a rozsahu, k selhani
ledvin, k oslepnuti, ke ztraté konéetin nebo ke zvysenemu

riziku onemocnéni srdce nebo cbéhového systému.

PEiinou komplikaci je v prvni fadés chronicky zvysena
hladina glukézy v krevnim obraze, protoZe i peClivad snaha o
dosaZeni normalnl hladiny glukézy v krvi takovou inzulinovou

terapii, jaka by odpovidala fyziologické regulaci, neni
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Uuspésnd (Ward, J. D. (1989} British Medical Bulletin 435,
strana 111 az 126; Drury, P.L. a dalsi (1989) British
Medical Bulletin 45, strana 127 aZ 147; Kohner, E.M. (1889)
British Medical Bulletin 45, strana 148 az 173).

U zdravych jedinc sekrece inzulinu dzce zavisi na

“koncentraci glukézy v krvi. Jeji zvySend hladina, ke které

dochazi po poZiti potravy, je rychle kompenzovana ZvySenym
uvolfiovadnim inzulinu. V obdobi nladovéni klesd hladina
inzulinu v plazm& na bazalni hodnotu, ktera zaruéuje
kontinualni zasobovant inzulin-senzitivnich organit z tkani
glukézou, Optimalizace terapie, takzvana intenzivni
inzulinova terapie se v souCasnosti soustFedi primarné na
Lo, aby kolisani koncentrace glukdzy v krvi, a to zvlaste

smérem nahoru, bylo co mosni nejmen3i (Bolli, G. B. (1989)

Diabetes Res. Clin. Pract. 6, strana 3 ai 16; Berger, M.

(1989) Diabetes Res. Clin. Pract. 6, strana 25 aZ 32). To
pak vede k vyraznému snizZeni vyskytu a néastupu poSkozeni
béhem pozdni faze onemocnéni. (The Diabetes Control and
Complications Trial Research Group (1993) N. Engl. J. Med.
329, strana 977 a3 986) .

Z fyziologie sekrece inzulinu je moiné odvodit, e PLO
zlepdenou, intenzivni inzulinovou terapii Jjsou p¥i pouziti
subkutanné aplikovanych preparati potfebné dva inzulinove
piipravky s odli3nou farmakodynamikou. Ke kompenzaci
vzestupu glukézy v krvi PO poZiti jidla musi inzulin zadit
u¢inkovat rychle a miZe plsobit jen nékolik hodin. K

bazdlnimu zdsobovani, pfedeviim v noci, by mél byt «

~dispozici preparat, ktery pﬁsobildlouho, nedosahuje Zadného

vyrazného maxima koncentrace a zaCind U&inkovat den velmi
pomalu.

Preparaty, které jsou odvozeny z lidského a zviFfeciho
inzulinu, splfiuji naroky inzulinové terapie jenom omezensa.

Rychle w@é&€inkujici inzulin (Alt-inzulin) se po subkuténni
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aplikaci dostava do krve a na misto plisobent pfilis pomalu a
pusobi po pfili3 dlouhou dobu. Disledkem toho je, Ze
postprandidlni (po poZiti potravy) hladina glukdzy je
pfilis vysokd a Ze za nékolik hodin po poZiti potravy
hladina glukdézy v krvi pfilis vyraznd klesne (Kang, S. a
dalsi (1991) Diabetes Care 14, strana 142 aZ 148; Home P.J.
a dalsi (1989) British Medical Bulletin 45, strana 92 a?
110; Bolli, G. B. (1989) Diabetes Res. Clin. Pract. &,
strana S§3 aZ §16). Dostupné bazdlni inzuliny, pfedeviim NPH-
inzuliny, vykazuji pFilis kratkou dobu plsobeni a dosahuiji

pfili§ vyrazného maxima koncentrace glukdzy.

Vedle nmoZnosti ovlivnit profil a&inku inzulinu
galenickymi principy se v soudasnosti naskytuje moZnost
navrhnout -s pomoci genovych technik derivaty inzulinu s
urCitymi vlastnostmi, jako je napfiklad zalatek plUscbeni a
doba uCinku. Této zmény lze dosdhnout tim, Ze se zméni
strukturni vlastnosti inzulinu. PouZitim vhodnych derivata
inzulinu by pak bylo moZné dosidhnout podstatns lepsi
nastaveni hladiny glukézy v krvi, které by bylo vice podobné

pIirozenym pomérlm.

Derivaty inzulinu se zrychlenym za&itkem plsobeni 3sou

- popsany v EP 0 214 826, EP 0 375 437 a EP 0 678 522. EP 0

2l4 826 mimo jiné popisuje substituci v pozici B27 a B28S
aviak ne ve spojeni se substituci v pozici B3. EP 0O 678 522
popisuje derivaty inzulinu, které maji v pozici B29 rlzné
aminokyseliny, zejména prolin aviak ne kyselinu glutamovou.
EP 0 375 437 popisuje inzulinové derivaty s lysinem nebo
argininem v pozici B28, které miZou byt jesté vyhodné

modifikovany v pozici B3 a/nebo A21.

V EP 0 419 504 jsou popsany derivaty inzulinu, které
jsou chrandny proti chemickym modifikacim, pFidem? je
zaménén asparagin v pozici B3 a minimdln& je3té jedna dalsi

aminokyselina v pozici A5, Al5, Al8 nebo A21. Kombinace s
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modifikacemi v pozicich B27, B28 nebo B29 v3ak nebyly dosud
popsany. Rovn&Z nebyl dosud popsan dikaz toho, Ze tyto
slouCeniny maji pozménénou farmakodynamiku s rychlejsim

zaCatken plsobeni,

Ve WO 92/00321 byly popsany derivaty inzulinu, u
kterych je minimdlné€ jedna aminokyselina v pczicich Bl aZ B6
nahrazena lysineﬁ nebo argininem. Takovéto inzuliny vykazuji
podle WO 92/00321 prodlouZeny 0&inek. Kombinace s
modifikacemi v pozicich B27, B28 a-.B29 v3ak nebyly popsany.

Cilem vynalezu je ptipravit derivaty inzulinu, které
po aplikaci, pfedevSim po subkutanni aplikaci, vykazujl ve

srovnani s lidskym inzulinem zrychleny zalitek plsobeni.

Derivaty inzulinu jsou derivaty piirczené se
vyskytujicich inzulind, t.j. lidského (viz. Sekvence id.&.:1
t.j. A-fetézec lidského inzulinu; Sekvence id.&.:2 t.3. B-
fetézec lidského inzulinu, sekvencni protokol) nebo
zvifeciho inzulinu, které se od odpovidajiciho, pFirozené se
vyskytujiciho inzulinu odli3uji substituci alespodi jednoho
pfirozené se vyskytujiciho aminokyselinového zbytku a/nebo
adici alespori jednoho aminokyselinového zbytku a/nebo

organického zbytku.

Cilem pfedloZeného patentu je dale poskytnout postup
pro pfipravu derivatd inzulind s jmenovanymi vlastnostmi,

odpovidajicich meziproduktd jako i jejich prekurzortl.

Vynalez popisuje inzulinov§ derivat = nebo  jeho
fyziologicky pEijatelnou sil ktery spliiuje tento cil, ve
kterém Jje asparagin (Asn) v pozici B3 fetézce B zaménén za
ptirozené se vyskytujlci bazicky aminokyselinovy zbytek a
alesponn jeden aminckyselinovy zbytek v pozicich B27, B28
nebo B29 B-fetezce Jje zaménén za jiny pFirozend se
vyskytujici aminokyselinovy =zbytek, pricemZ mbZe byt

fakultativné vyménén asparagin {(Asn) v pozici A21 Fet&zce A
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za Asp, Gly, Ser, Thr nebo Ala a fenylalanin (Phe) v pozici
Bl Zetézce Ba aminokyselinovy zbytek v pozici B 30 Fetézce B
mohou zcela chybét,

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelnou sul jsou
zndzornény Vzorcem I

S S
) . - : Vzorec I.
(Al-A5)-Cys-Cys-A8-AG9-A1 0-Cys-(A12~A19)~Cys-AZ1

| |

S——-5 S S

Bl—Val—B3—Glu—His—Leu—Cys-(88-518)~Cys—(B20—BZ6)-827—B28~829-B3O

kde

(A1-AS) oznaCuji aminokyselinové zbytky v pozicich Al

aZ A5 Yetézce A lidského (srovnej se Sekvenci id.¢.:1)

nebo zvifeciho inzulinu,

(Al2-A19) oznacujl aminokyselinové zbytky v pozicich
Al2 aZ Al9 fetdzce A lidského (srovnej se Sekvenci
id.€.:1) nebo zviFeciho inzulinuy,

(B8~B18)  oznaluji aminokyselinove zbytky v pozicich B8
aZ Bl8 Fetézce B lidského‘(srovnej se Sekvenci id.&.:2)
nebo zvifeciho inzulinu,

(B20-B26) oznacuji aminokyselinové zbytky v pozicich
B20 aZ B26 Fetdzce B lidského (srovnej se Sekvenci

id.&.:2) nebo zvifeciho inzulinu,

A8, A9, RAl0 oznacfuji aminokyselinové zbytky v
pozicich A8, A9 a a1gQ fet&zce Alidského {(srovnej se
Sekvenci id.&.: 1) nebo zvifeciho inzulinu,

A21 je Asn, Asp, Gly, Ser, Thr nebo Ala

......
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B30  oznacuje -0H nebo aminokyselinovy zbytek v pozici
B30 fetézce B 1lidského {srovnej se Sekvenci id.&.:2)
nebo zvi¥eciho inzuliny

‘Bl oznacuje fenylalaninovy zbytek (Phe) nebo atom
vodiku '
B3 oznacuje prirozeng se vyskytujici .baziéky

aminokyselinovy zbytek

B27, B26 a B29 oznacuji aminokyselinové zbytky v
pozicich B27, B28, a B?9 FTetézce B lidského (srovnej se
Sekvenci id.&.:2) nebo zvifeciho inzulinu nebo vidy jiny
pPEirozené se vyskytujics aminokyselinovy zbytek, pricems
alespoil jeden aminokyselinovy zbytek v pozici B27, B28
a B29 Fetézce B Jje vymé&nén za Jiny pZirozend se
vyskytujici aminckyselinovy zbytek.

Z dvaceti pFirozens Se vyskytujicich aminokyselin, které
jsou geneticky kdédovany, Jsou v daldim textu glycin (Gly),
alanin (Ala), wvalin (Val), leucin (Leu), isoleucin {Ile),

serin (Ser), threonin (Thr), cystein (Cys), methionin {Met),

‘asparagin (Asn), glutamin {Gln}, fenylalanin (Phe), tyrosin

(Tyr), tryptofan {Trp) a prolin (Pro) ‘oznacovany jako
neutralni aminokyseliny, aminokyseliny arginin (Arqg), lysin
{Lys) a histidin {His) jako bazické a aminbkyseliny kyselina
asparagova (Asp) a kyselina glutamova (Glu) jako kyselé
aminokyseliny.

Vyhodné dsoun derivaty inzulinu podle vyndlezu nebo
jejich fyziologicky pfijatelné soli odvozené od hovéziho,
vepfového nebo lidského inzulinu, zvlaste vyhodné jsou pak
derivaty inzulinu nebo jejich fyziologicky prijatelné soli
podle Vzorce I , kde

AB znamend alanin (Ala),

A9 serin (Ser),




Al0 valin (vVal) a

B30 alanin (Ala) (aminokyselinové zbytky A8 aZ AlQ a
B30 hovéziho insulinu);

A8 znamen&d threonin (Thr),
A9 serin (Ser) a

AlC isoleucin (Ile) (aminokyselinové zbytky A8 aZ R10

lidského nebo prase&iho insulinu), pri&em?

B30 znamenad alanin (Ala) {aminokyselinovy zbytek B30

praseciho insulinu) nebo

- B30 znamend threonin {Thr) (aminokyselinovy zbytek B30

lidského insulinu, srovnej se Sekvenci id.¢.:2).

Ve zvliaSté vyhodném provedeni vyndlezu ma derivat
inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelnd s0l podle Vzorce
I aminokyselinové zbytky A8 aZ Al0Q a B30 lidského inzulinu a
déle:

(Al aZ A5) oznaluje aminokyselinoveé zbytky v pezicich
Al aZ A5 fetézce A lidského inzulinu (srovnej se

Sekvenci id.¢.: 1),

(Rl2 aZ Ai9)uaminokyselinové zbytky v pozicich Al2 a3
Al9 fetézce A lidského inzulinu (srovnej se Sekvenci
id.&.:1),

(B8 aZ B18) aminokyselinové zbytky v pozicich B8 aZ
B18 fetézce B lidského inzulinu (srovnej se Sekvenci

id.¢.:2) a

(B20 aZ B26) aminokyselinové zbytky v pozicich B20 a3
B26 Ffetézce B lidského inzulinu (srovnej se Sekvenci
id.¢.:2).




V dalsich thodnYch provedenich vynalezu m& derivat
inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelna sil podle Vzorce
I v pozici Bl Feté&zce B fenylalaninovy zbytek (Phe) nebo

derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky prljatelna sil
Vzorce I, ktery ma& jako amlnokysellnovy zbytek v pozici B3
fetézce B histidin (His), lysin (Lys) nebo arginin (Arg).

V jiném vyhodném provedeni vynadlezu md derivat
inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelna sil podle Vzorce
I alespoft jeden z aminokyselinovych zbytkld v pozicich B27,
B28 a B29 ‘Fetdzce B nahrazen jednim pfirozens se
vyskytujicim aminokyselinovym zbytkem, ktery pat¥i do

skupiny tvofené neutrilnimi nebo kyselymi aminokyselinami.

Vynalez dale popisuje vyhodny derivadt inzulinu nebo
jeho fyziologicky pfijatelnou sl podle Vzorce I kde alespon
jeden =z aminokyselinovych zbytkd v pozicich B27, B28 a B29
fetézce B je pFirozend se vyskytujicim aninokyselinovyn
zbytkem, ktery je vybran ze skupiny tvofené aminokyselinami:
isoleucin (Ile), kKyselina asparagova- (Asp) a kyselina
glutamovd (Glu); a ve zvlastsa vyhodném je alespofi jeden z
aminckyselinovych zbytk® v pozicich B27 a B28 Fetdzce B
nahrazen pfirozend se vyskytujicim amingkyselinov?m zbytkem,
ktery je vybran ze skupiny neutralnich aminokyselin, nebo
v dalsim obzvla3té vvhodném provedeni vynidlezu je alespon
jeden z aminokyselinovych zbytkd v pozicich B27, B28 a B29
Fetézce B derivatu inzulinu podle vynalezu iscleucinovym
zbytkem (Ile).

Vyndlez dile popisuje vyhodny derivat inzulinu nebo
jeho fyziologicky pfijatelnou s0l podle Vzorce I, kde
alespori jeden z aminokyselinovych zbytkd v pozicich B27, B28
a B29 Fetézce B je ptirozeng se vyskytujicinm
aminokyselinovym zbytkem, ktery Jje vybran ze skupiny
kyselych aminokyselin; nebo vyhodné kde alespof jeden =z
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aminokyselinovych zbytk(l v pozicich B27, B28 a B29 fetézce B
je zbytek kyseliny asparagové (Asp); nebo vyhodné kde
aminokyselinovy zbytek v pozicich B27 nebo B28 fetézce B je
zbytkem kyseliny asparagové (Asp), nebo jedté vvhodnéji kde
alespofl jeden z aminokyselinovych ;bytkﬁ v pozicich B27, B28

a2 B29 retézce B je zbytkem kyseliny glutamové (Glu).

Vyhodnym provedenim Vynélezu je. také derivat inzulinu
nebo jeho fyziologicky pFijatelnd stl podle Vzorce I, kde je
aminokyselinovy zbytek v pozici B29 Efetézce B zbytkem

kyseliny asparagove (Asp).

Dalsim vyhodnym provedenim vynéalezu de derivat
inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelnd sil podle Vzorce
I, ve kterém je aminokyselinovy zbytek v pozici B27 Fetézce

B zbytkem kyseliny glutamové (Glu); nebo

derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelnd sul
podle Vzorce I, ve kterém je aminokyselinovy zbytek v pozici

B28 retézce B zbytkem kyseliny glutamové (Glu) nebo

derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelna sl
Vzorce I, ve kterém Jje aminokyselinovy zbytek v pozici B29

fetézce B zbytkem kyseliny glutamové (Glu).

Zv14asté vyhodnym provedenim vynalezu Je derivat
inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelnd sl podle Vzorce

I, ktery se vyznaéuje tim, Ze fetézec B vykazuje sekvenci

- Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu
Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Glu Thr

(Sekvence id.C.:3), napfiklad lidsky mutantni inzulin Lys
(B3), Glu (B29).

Dal3sim zvlasté vyhodnym provedenim vyndlezu je derivat
inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelnd stil podle Vzorce

I, ve kterém je aminokyselinovy zbytek v pozici B27 fetézce
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B zbytkem aminokyseliny isoleucinu (Ile); a zvlasta vyhodnym
pak Jje =zejména derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky
pfijaltelna sil podle Vzorce I, ve kterém B-fetdzec vykazuje
sekvenci

Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu
Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Ile Pro Lys Thr
(Sekvence 1id.&.:5), napfiklad lidsky mutantni inzulin Lys
(B3), Ile (B27).

Dalsim vyhodnym provedenim vynalezu je derivéat
inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelné sl podle Vzorce

I, ve kteréem je v pozici B28 Fetdzce B isoleucinovy zbytek

(Ile}; a zvlasté vyhodnym pak Jje zejména derivat inzulinu.

nebo jeho fyziologicky pFrijatelna sual podle Vzorce I, ve

kterém B-Ffeté&zec vykazuje sekvenci:

Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu
Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Ile Lys Thr

(Sekvence id.C.:4), napfiklad lidsky mutantni inzulin Lys:

{B3), Ile (B28}.

Dal§im vyhodnym provedenim vwynalezu Je derivat
inzulinu nebo jeho fyziologicky pPEijatelnd sul podle Vzorce
I, ktery se vyznaCuje tim, Ze aminokyselinovy zbytek v
pozici B28 fetézce B je isoleucin (Ile) a aminokyselinovy
zbytek v pozici A2l je asparagin (Asp); zejména vyhodny pak

je derivat inzulinu jeho?Z A-Fetdzec vykazuje sekvenci:

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr. Gln
Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys Asp (Sekvence id.&.: 9)

a B-fetézec sekvenci

Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu
Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Ile Lys Thr

L




(Sekvence id.¢.:10), napfiklad lidsky mutantni inzulin {Lys
(B3), Ile (B28), Asp (R21).

Derivaty inzulinu podle vzorce I je mo¥né pfipravit
pomoci genovych technologii.

Vynadlez dale popisuje  zptsob pfipravy derivatuy
inzulinu nebo jeho fyziologicky pPrijatelné soli podle
Vzorce I konstrukei replikovatelného expresniho systému,
ktery obszhuje DNA sekvenci kédujici prekurzor derivatu
inzulinu, ve kterénm je aminokyselinovy‘zbytek V pozici Al
fetézce A spojen s aminokyselinovym zbytkem B30 fetézce B
peptidovym Fetézcen podle Vzorce I7T

R', -Arg- II

kde, R'; - znamena Peptidovy Fet&zec s n aminokyselinovymi
zbytky pfidemZ n je celé &islo gz intervalu od 0 do 34; a
fetézec B-je v pozici BI prodloufen o peptidovy Fetézec
podle Vzorce 1II

Met-R% - (Arg),-  IIT

kde, R% dole znamens beptidovy Ffet&zec s p
aminokyselinovymi zbytky pficem? m celéd Cislo od 0 do 40,
ve vyhodném provedeni vyndlezu od 0 po 9, a p znameni 0, 1
nebo 2, PEiemZ pro p=0 kon&i RZ, vyhodné aminokyselinoy
lysinem (Lys). Exprese v hostitelské bufice a uvblnéni
derivatu inzulinu =z jeho  prekurzoru je realizovano
chemickymi a/nebo enzymatickymi zpisoby.

Ve zplsobu podle vyndlezu miie byt hostitelskou bufikdu
bakterie, zejména pak bakterie E. coli.

Ve zpusobu podle vynalezu miZe byt hostitelskou butikou
rovnéz kvasinka, pridems? ve vyhodném provedeni vynalezu ije
touto bufikou kvasinka Saccharomyces cerevisiae.




K pripravé derivatu inzulinu s aminokyselinovou
sekvenci podle Sekvence id.&.:9 (Petézec A) a Sekvence
id.¢.:10 (fetézec B) Je vyhodné pouZit prekurzor derivatu

inzulinu se sekvenci:

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val Lys Gln
His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cyé
Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Ile Lys Thr Arg Arg Glu Ala-
Glu Asp.Pro Gln Val Gly Gln Vval Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly
Ala Gly Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys
Arg Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr
Gln Leu Giu Asn Tyr Cys Asp

(Sekvence id.¢.:11 )}, Lys (B3), Ile (B28), Asp (A21 )-

preproinsulin.

K pripravé derivatu insulinu s aminokyselinovou
sekvenci podle Sekvence id.&.:3 je vyhodné pouZit prekurzor

derivatu inzulinu se sekvenci:

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg

Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu
Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Glu Thr
Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly
Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly
Ser Leu Gln Lys Arg

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln
Leu Glu Asn Tyr Cys Asn

(Sekvence id.&.: &), Lys (B3), Glu {B29)-preproinsulin.

K ptipravé derivadtu inzulinu s aminokyselinovou
sekvenci podle Sekvence id.&.:5 je vyhodn& pouZit prekurzor

derivatu inzulinu se sekvenci:

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg
Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu




Ser Leu Gln Lys Arg

Gly Ile val Glu Gln C¥s Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leny Tyr Gln
Leu Glu Aasp Tyr Cys Asn

(Sekvence id.¢.:8), Lys (B3}, Ile (B27)—preproinsulin‘

K pEiprave derivaty inzulinu ¢ aminokyselinovou
sekvenci pPodle Sekvence id.&.:4 Je vyhodns pouzit Prekurzor
derivaty inzuliny se Sekvenci:

Phe val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu val Glu'Ala»Leu
Tyr Leu vai C¥ys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Ile Lys Thr

Gly Ile val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile C¥s Ser Ley Tyr Gln
Leu Glu Asn Tyr Cys asn

(Sekvence id.&.:7y, Lys (B3), r11e (528}-preproinsulin.

Vynalez rovnéz popisuje Jmenované bPrekurzory vyhodného
derivétu inzuliny, totiz Peptidy podle Sekvence id.&.:11,
Sekvence id.é&.:, Sekvence id.s..7 a Sekvence id.g.. 8;
sekvence DNA, ktersa kéduji vZpeminané Prekurzory, exXpresni
Systémy, ktere obsahuj g tyto DNa Sekvence jakoz §

hostitelske buiiky, kters jsou transformovany timto exXpresnim
Systémem,

Pro PoZadovany derivat inzuling Vzorce I se konstruuje
genova Struktura, ktera je poté EXprimovina v hostitelska
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bunce, vyhodné v bakterii E. coli nebo v kvasince, zejména
v kvasince Saccharomyces cerevisiae. V pfipads kdy genova
struktura kéduje fuzni protein, je z ného uvolnén derivat
inzulinu podle Vzorce I; analogické zpusoby Jjsou popsany
napfiklad v EP-A-0 211 299, Ep-A-0 227 938, EP-A-0 229 998,
EP-A 0 286 956 a v DE-patentové pPihla3ce &islo P 38 21 159.

-OdStépeni fuzni &asti proteinu po rozbiti buiky miZe
byt realizovano chemicky halogencyanem (viz. EP-BR-0 180
920) .

PFi VYLobé derivatu inzulinu prostiednictvim
preproinzulinového prekurzoru, ktery obsahuje <ast fuzniho
proteiﬁu (presekvence) podle US 5,358,857 dochazi k
odStépeni fuzni Casti v daldim kroku spolu s odStépenim C-

termindlniho peptidu.

Inzulinovy prekurzor je dale podroben  oxidaé&ni
sulfitolyze podle metody popsané napfiklad R.C. Marshall a
A.S. Inglis v "Practical Protein Chemistry - A Handbook”
(vydavatel A. Darbre) 1986, strany 49 aZ 53 a nasledné& je v
pfitomnosti thiolu renaturovan za tvorby poZadovanych
disulfidickych mistkd zpliscbenm popsanym napfiklad G.H.
Bixon a A.C. Wardlow v Nature (1960), strana 721 a3 724.

Inzulinovy prekurzor miZe byt sloZen také pfimo, viz
EP-A-0 600 372; EP-A-0 668 292.

C-terminalni peptid se odstrani 3tépenim trypsinem -
napriklad zpusobem popsanym v Kemmler a dal3i, J.B.C.
(1971), strana 6786 aZ 6791 a derivat inzulinu Vzorce I je
preCis3tén prostfednictvim Zznamych technik, napriklad

chromatograficky viz EP-A-0 305 760 a krystalizaci.

V ptipadé, kdy je n ve Vzorci II rovno nule, &té&peni
trypsinem slouZi k roz3tépeni peptidové vazby mezi Fetézcem
A a B.
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V tomto zplsobu kon&i fet&zec B na C~konci argininem
nebo dvéma argininovymi zbytky. Ty mohou byt odstranény
prostfednictvim karboxypeptidazy B.

Inzulinovy derivat podle vyndlezu ma plnou biologickou
aktivitu. To bqu prokazano prostfednictvim intravendzni
aplikace na kralikim a z poklesu glukézy v Jjejich krvi
(Ptiklad 5 a §).

Rychlej8i ndstup 4inku inzulinového derivitu po
subkutanni  aplikaci byl prokazan euglykemickou clamp
technikou na hladovéjicim psovi (P¥iklad 7). Bylo podavano
0,3 IU/kg'derivétu inzulinu a jako referenéni preparat byl
pouzZit Ilidsky inzulin. Pfi clamp technice je po aplikéaci
inzulinu v kratkych &asovych intervalech. m&Fena hlzadina:;
glukézy v krvi a stejné mnoZstvi glukdzy je aplikovano, aby
se kompenzoval ijeji pokles. Vyhodou metody Jje, Ze u zviFat
nenastupuje g¢genovéd regulace, kterd by se dala ofekavat v
pEtipadé rychlého tubytku krevni glukdézy po podani inzulinu.
MnoZstvi a Casovy  pribéh glukdzy  podané infuzi,
charakterizuiji pusobeni inzulinu. Inzuliny Lys (B3),
Glu(B29)- (Sekvence id.&.:3) a Lys(B3),Ile(B28)- (Sekverce
id.C.:4) vykazuji zFetelnd rychlej3i zaZatek pUsobeni nez
lidsky inzulin. K maximadlnimu u&inku (infuzni rychlosti
glukdzy) Jje dosaZeno s lidskym inzulinem 100 minut po
aplikaci zatimco s inzulinem Lys(B3),Glu(B29)- (Sekvence
id.&.:3) 80 minut a s inzulinem Lys(B3),Ile(B28)- (Sekvence
id.&.:4) jiZ po 60minutdch. Proto by méla tato analoga lépe
kompenzovat postprandialni narust glukdézy v krvi neZ lidsky

inzulin, kdyZ se aplikuji kratce pfed jidlem.

Popsané inzulinové derivadty jsou vhodné k terapii
diabetes mellitus typu I jakoZ i typu II zejména ve spojeni

s bazadlnim inzulinem.
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Snasené nosné médium je vhodny sterilni vodni  roztok
hapriklad glukézy, glyceriny, kuchyriske soli, ktery je
izotonicky VAaci  kryi a ktery. také obsahuje konzervagni
Prostredek Jako e napriklad fenol, m-Kresol nebo  ester

o

kyseliny p—hydroxybenzoové. Nosné medium miZe navic
obsahovat pufr, napriklad acetat sodny, citrat sodny, fosfar
sodny, K Nastaveni PH se pouzivaiji zfedéng kyseliny

(cbvykle HC1) POpEipads louhy (NaoH) PEipravel niZe dile
Obsahovat ionty zinky.

téchto derivaty inzuling vZdy navzajem nezavisle, vy
Tozpulténs, amorfni a/nepg v krystalické forms,

Nekdy Je vyhodna k PEipravky podle Vynéalezy pPEidat

. patrfiéné mnozZstvi vhodného stabilizétoru, ktery Zabrani
Precipitaci Proteinpg pri termicko-mechanické Namaze
. pPLipravky pfi kontakty s raznymj. haterisly, Takovétg

stabilizétory jsou nhapriklad PoOpsany v pPatentech EP-A-18609




Derivat inzulinu podle vyndlezu se vyznacuje rychlym
zaCatkem pusobeni. V praktické inzulinové terapili je podle
okolnosti  vhodné rychle plsobici inzulin smichat s
pfipravkem, ktery obsahuje depotni pomocnou 1latku (napf.
NPH-inzulin). Nasledkem toho je podle sloZeni ptipravku jeho
profil G&inku sloZen z profild jednotlivych komponent,
jestlizZe Jsou jednotlivé komponenty smési stabilni a
navzajem se neovliviiuji. PPi smich&ni inzulinového derivatu
s lidskym NPH-inzulinem se v3ak da& o&ekavat, Ze zejména pri
dlouhodobém skladovani dochazi k vyméné mezi rozpudténym
derivdtem a krystalickym NPH-inzulinem. Proto mniile byt
farmakodynamika depotniho inzulinu jako? i rozpusténého
inzulinu s rychlym pozménéna nepfedvidatelnym zplsoben.
Proto je vhodné pfipravit rychle pdsobici derivat s pouZitim
depotni pomocné latky - jake je napfikiad NPH-inzulin. Tato
depotni forma inzulinového derivatu miZe byt ‘libovolné
michéna s rozpu3ténou rychle pusobici formou bez toho, aby
se sloZeni jedné nebo druhé formy v pribéhu skladovani

ménilo.

ACkoli vynalez popisuje pfedeviim rychle plsobici
inzulinovy derivat, zahrnuje také moZnost pZipravit tento
derivat pro lep3i misitelnost jako depotni formy, pfilem? se
Jako depotni pomocnd latka pouZiva zejména aprotaminsulfat a
inzulinovy derivdt a/nebo jeho fyziologicky pfijatelna sual

se pak pfevede na kokristalickou formu s protaminsulfatem.

Vynalez dale popisuje injikovatelny roztok, ktery
obsahuje farmaceutické pfipravky pedle wvyndlezu v rozpusténé

formé.




Pfiklady provedeni vynalezu

Pfiklad 1: Konstrukce proinzulinu Lys (B3} jako wychodisko
pro plazmidy podle pfikladd 2 aZ 4

V patentu Spojenych statt US 5,258,857 je popsan vektor PINT

90d jakoZ 1 PCR primery Tir a Insu 11. Tyto komponenty

slouzi jakoZto vychozl materidl pro konstrukci plazmidu pINT

125d, ktery kdéduje poZadovany proinzulin Lys (B3). Dodate&né

byl syntetizovan primer Insu 35 se sekvenci:

5" TTT GTG AAG CAG CAC CTG 3!

a primer Insu 36 se sekvenci:

5' CAG GTG CTG CTT CAC ARA 3'.

Poté byla provedena jedna PCR reakce pomoci primerg
Tir a 1Insu 36 a druh& PCR reakce za pouziti primerd Insu 11
a Insu 35. Jako templat byl vyuZit plazmid pINT 90d.

Produkty obocu reakci jsou navzajem castecneé
komplementarni takZe je lze pouiit'jako templaty pro dalsi
PCR reakci s primery Tir a Insu 11. Produktem této reakce
byl sjednoceny fragment kédujici variantu proinzulinu, ktera
obsahuje v pozici 3 fetézce B aminokyselinu lysin. Tento
PCR fragment byl poté preéistén ethanolem, vysuZen a poté se
nastépen restrikénimi enzymy Ncol a Sall. Reakdni smés byla
po restrikci elektroforeticky rozdé&lena a byl vyizolovan

poZadovany fragment Ncol/Sal 1.

V citovane prihl&3ce je popsana plazmid pINT 91d,
ktery kéduje mini-proinzulin. Sekvence kédujici mini-
proinzulin byla vy3tépena pomoci restrik&nich enzymid Ncol a
Sall a byl vyizelovéan zbyvajici plazmid. Do tohoto plazmidu
byl vloZen Ncol/Sall PCR fragment pomoci T4 ligézy za vzniku
plazmidu pINT 125d. Timto plazmidem byly transformovany

bakterie E.coli K12, namnoZeny a plazmid opétovné
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‘vylzolovan. Struktura plazmidu byla pfekontrolovana pomoci
DNA-sekvenovanl a restrikéni analyzy. Po této analyze byla
DNA  plazmidu pINT 125d pouZita jako templat pro vloZeni

dalsich mutaci do této varianty genu pro proinzulin.

Pfiklad 2: Konstrukce proinzulinu Lys (B3) Glu (B29)
Pro pfipravu mutovanych proteintl byly nasyntetizovany dva
primery: primer 329 se sekvenci
3' TTC TAC ACA CCC GAG ACC CGC GGC ATC G - 3°
a primer 329b se sekvenci
5" GCC GCG GGT CTC GGG TGT GTA GAA GAA GC 3

Jako templatu bylo pouZito DNA z plazmidl pINT125d a
PINT91d. Primer 329 byl pouZit v PCR reakci spolu s
primerem Insu 11 z plazmidem pINT 91d jakoZto templatem a
primer 329 byl pouZit v dal%i PCR reakci s primerem Tir
(viz pfiklad 1) a plazmidem pINT 125d. Vzhledem k tomu, Ze
jsou oba produkty cCastedné komplementarni, lze je spoiit v
dalsi pfimé PCR reakcl s primery Tir a Insu 11. Vzikly
fragment DNA kéduje protein s poZadovanou mutaci. Tento
fragment byl poté na3tépen enzymy Ncol a Sall a vznikly
Ncol/Sall fragment byl pomoci T4 ligazy vloZen do zbytkového
plazmidu pINT 91d.

Timto postupem byl vytvofen plazmid pINT 329, ktery
byl po amplifikaci v E.coli kmene K12 podroben sekvendni a

restrikeni analyze, ¢imZ byla ov&Ffena jeho struktura.

Derivat proinzulinu koédovany timto plazmidem je
charakterizovan jak vyZe uvedenou zaménou aminokyselin tak i

C-spojovacim peptidem, ktery sestdva z argininu.




Priklad 3: Konstrukce proinzulinu Lys (B3) Ile (B27)

Konstrukce tohoto proinzulinu byla provedena zplsobem
popsanym v prededlém pPrfikladu s tim, 3e bylo pouZito
nasledujicich pard primerdy: '
primer KB3 JB 27A se sekvenci

3" TTC TAC ATC CCC AAG ACC CGC CG 3!

spolu s primerem TInsu 11 a
Primer K B3 J 27B se sekvenci

5" CTT GGG GAT GTA GRA GAA GCC TCG 3!
spolu s primerem Tir.

Jako templat poslouzil v obou PCR reakcich plazmid
PINT 125d. Produkty obou reakci byly spojeny tfeti PCR
reakci tak, jak bylo popsanc v pfikladu 1 a vznikly produkt
byl naklonovian do plazmidu obdobnym zplsobem za vzniku
plazmidu pINT332.

Priklad 4: Konstrukce proinzulinu Lys (B3) Ile (B28)

Konstrukce tohoto proinzulinu byla provedena zplsobem
popsanym v pfikladu 3 s tim, Ze bylo pouZito nadsledujicich
pard primera:
primer KB3 JB 28A se sekvenci

5' TAC ACA ATC AAG ACC CGC CGG GAG - 3!
spolu s primerem Insu 11 a
primer KB J B28B se sekvenci

5' GGT CTT GAT TGT GTA GAA GAA GCC TCG - 3!

spolu s primerem Tir.
Zpusobem obdobnym vySe popsanému byl vytvofen plazmid PINT
333,




Exprese zkonstruovanjch Variant inzuliny

Bakterie g Coll kmene K12 byly transformovény pomoci
pPlazmidg PINT 329, 332 3 333. Rekombinantni bakterie
Obsahujici PEfidslugné plazmidy byly kultivovany podle
Priklady 4 Patenty Spojenych Statd &islo 5227293, Tak byly
pfipraveny poéadované vychozi Suroviny pro vyrobu
pfisluénych variant inzuliny,

PZiklad 5. Konstrukce Proinzuling Lys (B3), 1Ile {(B28},
Asp (A21)

Popsanym v PEiklady 3. Misto Plazmidy PINT 1254 viak byl
jakofto Cemplat Pro PCR reakci pouzit Plazmig PINT 333,
pfipraveny vV Pfikladu 4.

Pro viozeni mutace byly pouZity
nasledujici Primery:

Priller P-pine; 65
5'-TTTTTTGTCGACTATTAGTCGCAGTAGTTCTACCAGCTG~3'
a4 primer Tip,

Vznikly plazmig byl Ozhalen pINT 365,

Priklad s: Biologicks aktivita inzuling Lys(B3),Glu(BZ9)

jole) intravenézni aplikaci kralikovi
Cas [h] Lidsky i
inzulin

0,25 89,17 89,47
0,5 67,56 58,32
0,75 73,24 66,59

1 73,13 68,21




Cas (] Lidsky Inzulin
inzulin Lys(B3),Glu(529)
2 89,47 80, 88
3 107,01 94,2

4 104, 55 99,78

8 kralikg obdrZelg intravenézna uvedeny inzul{n v

hodnoty' nevykazusji Zadné Vy¥zZnamné rozdily biologicks
aktivity mezi lidskym inzulinem 4 inzulinenm Lys (B3),
Glu(B29),

Priklad 7. Biologicka aktivita inzuling Lys(B3),Ile(B27) a

Lys(BB),Ile(828J po intravendzni aplikaci
kralikovi

hodnoty nevykazuji  zadna vyznamné rozdily bioclogicke
aktivity mezi lidskym inzulinem a inzuliny Lys(B3),Ile(BZ7)

Cas [h]j Lidsky Inzulin Lys (B3}, Inzulin Lys(B3),
inzulin Ile(B27) Ile(B2g)
0

' 100 100 : 100
0,33 67,8 62,6 63,3
0,66 54,9 60,6 55,8
1 55,2 66,8 59,3

1,5 63 79,2 66,7
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Cas [h] Lidsky  Inzulin Lys(B3), Inzulin Lys(B3),
inzulin Ile(B27) Ile(B28)
2 77,8 80,9 81,6
91,5 96,3 : 97,2
4 99,5 96 101, 6

P¥iklad 8: Farmakodynamika inzulinu Lys (B3),Glu (B29) a

Lys (B3),Ile (B28) po subkutanni aplikaci do
psihc organismu

Psi (po &tyfech pro kaizdy inzulin) byla subkutanna
podana davka 0,3 IU/kg inzulinu. Koncentrace krevni glukézy
byla kentinuglni infuzi udriovana na 3,7 aZ 4 mmol/1. v
tabulce dsou uvedeny primérné. hodnoty infizns rychlosti
glukézy *+ sFedni chyba prﬁméru (SEM) . Hodnoty isou uvadény v
intervalu 0 (okamZik aplikace) az 249 minut.
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INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 1:

{i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 aminokyselini
(B) TYP: aminokyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLQGIE: linedrni

(i1) TYP MOLEKULY: protein

(1x) CHARAKTERISTICKE RYSY:
{A} JMENO/KLI&: protein
(B) UMISTENT: 1 az 21

(1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID.C: 1

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
1 5 10 15

Glu Asn Tyr Cys Asn
: 20

INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 2

(i} CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 aminokyselin
{B) TYP: aminokyselina
{C) POCET VLAXEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) IMENO/KLIZ: protein
(B) UMISTENT: 1 a3 30

(1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID.C¢: 2

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30
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INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 3:

(1} CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) IMENO/KLIC: protein
(B) UMISTENI: 1 aZ 30

(#i) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID.C: 3

Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Prc Glu Thr
20 25 30

INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 4:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A)‘DELKA: 30 aminckyselin
(B) TYP: aminckyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

{(ii) TYP MOLEKULY: protein

{ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JMENO/KLIC: protein
(B) UMISTENI: 1 aZ 30

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID.C: ¢

Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Ile Lys Thr
20 25 30




INFORMACE 0 SEKVENCI ID, &, s,

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
{A) DELKA: 30 aminokyselin
{B} TYP: amineokyselina

(C) POCET VIAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) Typ MOLEKULY: Protein

{ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A} JMENO/KLEG: protein
{B} UMIsSTENT. 1 az 30

(xi) PopIs SEKVENCE: SEXVENCE ID.C: 5

INFORMACE 0o SEKVENCI ID. ¢&. .

{i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 97 aminokyselin
{B) TYP: aminokyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
{D) TOPOLOGIE: linearni

(i1) Tvp MOLEKULY: protein

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JMENO/KL1E: brotein
(B) UMEISTENE: 1 az 97

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE I0.&: 5



Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly
50 55

Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gl
65 70

y Ser

Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser
85
Asn

INFORMACE O SEKVENCI ID. ¢. 7:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu
60

Leu Gln Lys Arg Gly Ile Val Glu
75 80

Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys
g0 95

(A) DELKA: 97 aminokyselin
{B) TYP: aminokyselina

(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linearni

{11} TYP MOLEKULY: protein

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:

(A) JMENO/KLIC: protein

(B) UMISTENT: 1 a3 97

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID.C: 7

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn
1 5

Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu
20

Arg Gly Phe Phe Tyr Thr
35

Ile Lys
40

Gln Val Gly Gln Val Glu
50

Leu Gly
55

Gln Pro Leu Ala Leu Glu
65 70

Gly Ser

Gln Cys Cys Thr Ser Ile

Cys Ser
85 :

Asn

Ser Ala Arg Phe Val Lys Gln His
10 15

Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu
25 30

Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro
45

Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu
60

Leu Gln Lys Arg Gly Ile Val Glu
75 80

Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys
90 95
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INFORMACE 0 SEKVENCI 1D, ¢, 8:

{i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 97aminokyselip
(B) Typ: aminokyseling
(C) POCET VLAkEy: jedno
{D) TOPOLOGIE: linearni

(1i) 7yp MOLEKULY: protein

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) IMENO/KLIE. Protein
(B) UMISTENT: 1 az 97

(xL) POPIS SEKVENCE- SEKVENCE ID.&: g

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asp Ser Ala Arg Phe
1 5

Leu

Arg

Gln

Gln

65

Gln

10

Val Lys Gln His

Cys Gly Ser His Leu Val g1y Ala Ley Tyr Leu va)l Cys Gly Glu
_ 25 30

20

Gly Phe phe Tyr Ile pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro

35 40

Val Gly Gln val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Ley
50 55 0

Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ile val Glu
5

Cys Cys Thr Ser Ile Cys ser Leu Tyr Gln Leu

INFORMACE O SEKVENCI Ip. &, 9;

(1} CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
{A) DELKA: 21 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
{C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE; linedrni

(11) TYP MOLEKULY: Protein

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) JMENO/KLEGE. protein




vy

(B) UMISTENT . laz 21

(xi) Poprg SEKVENCE: SEKVENCE ID.C: 9

Gly Ile val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Ley Tyr Gln Ley
1 5 10 15

Glu Asn Tyr cys Asp
* 20

INFORMACE ¢ SEKVENCI 1D, C. 10:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA.- 30 aminokyselin
(B} TYP: aminckyselina
(C) POCET VLAKEN: Jedne
(D) TOPOLOGIE - linedrnig

- {ii) Typ MOLEKULY . Protein

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
(A) IMENO/KLT&: Protein
(B) UMISTENT. 1 az 3¢

INFORMACE ¢ SEKVENCI 1p. C. 11:

& (i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
{A) DELKA: 97 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselinga
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYp MOLEKULY: Protein

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:
{A) JMENO/KLtG. Protein
(B) UMLISTENE: 1l az 97

{(xi} popIg SEKVENCE: SEKVENCE ID.¢: 14




Met Ala
i

Leu Cys
Arg Gly

Gln Val
50

Gln Pro
65

Gln Cys

Asp

Thr Thr

Gly Ser
20

Phe Phe
35
Gly Gln

Leu Ala

Cys Thr

Ser

5

His

Tyr

Val

Leu

Ser
85

[ KRR

Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val Lys Gln His
10 15

Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu
25 30

Thr Ile Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro
40 : 45

Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu
55 60

Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ile Val Glu
70 75 80

Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys
90 85




PATENTOVE NAROKY

1. Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelna
sul, kde ‘aminokyselina asparagin (Asp) v pozici B3

fetézce B je nahrazena pfirozenéd se vyskytujici

bazickou aminokyselinou a alespori jedna :z aminokyselin

v pozicich B27, B28 nebo B29 Fetdzce B je nahrazena
Jinou pfirozenou neutralni nebo kyselou aminokyselinou
pficemZ miZe byt rovné? asparagin v pozici A21 Fetédzce
A nahrazen aminokyselinami Asp, Gly, Ser, Thr nebo Ala
a aminokyselina fenylalanin (Phe) v pozici Bl Fetdzce
B a aminokyselina v pozici B30 retézce B mohou zcela
chybét.

2. Derivat inzulinu nebo jeho fyziclogicky pfijatelnad sl
podle naroku 1, obecného vzorce I

5 S

|

(A1~A5)-Cys-Cys-A8-A9-A10-Cys- (AL2-A19) -Cys-A21
| I.
S

S 5 S

Bl1-Val-B3-Glu-His-Leu-Cys- (B8-B18) -Cys-(B20-B26) -B27-B28-B29-B30

kde

(A1-A5) jsou aminokyselinové zbytky v pozicich Al az
A5 fetézce A lidského nebo zvifeciho

inzulinu

(Al2-A19) jsou aminokyselinoveé zbytky v pozicich Al2
az Al9 fetézce A lidského nebo zvifeciho

inzulinu

A21 je Asn, Asp, Gly, Ser, Thr nebo Ala




(B8-B18)

(B20-B2¢6)

A8,R9,A10

B3C

Bl

B27,B28 a

jsou aminokyselinové Zbytky v pozicich B8 a3
Bl8 <fetézce B lidského nebo zvifeciho

inzulinu

Jsou aminckyselinové zbytky v pozicich B20
aZz B26 fetdzce B lidského nebo zvifeciho
inzulinu ‘

jsou aminokyselinové zbytky v pozicich AB,
A% a AlO0 fetézce A lidského nebe zvifeciho
inzulinu

Je OH nebo aminckyselinovy zbytek v pdzici
B3C fet8zce B lidského nebo zvifeciho

inzulinu

je zbytek aminokyseliny fenylalaninu (Phe)
nebo vodikeovy atom

B2%9 jsou aminokyselinové zbytky v pozici
B27, B28 a B29 fetdzce B  lidského nebo
zvitfeciho inzulinu nebo vidy Jjeden jiny
pfirozend se vyskytujici aminokyselinovy
zbytek, pficemi wvidy alespofi jeden ze zbytka
Vv pozicich B27, B28 a R29 fetézce B Je
nahrazen pfiro;ené se vyskytujicim
aminokyselinovym zbytkem ktery je wvybrén ze
skupiny tvofené neutralnimi nebo kyselymi
aminokyselinami.

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky prfijatelnd snl

obecného vzorce I podle naroku 2, ve kterém

A8
AY
AlO

B30

je alanin (Ala),
je serin (Ser},
je valin (Val) a

je alanin (Ala).
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Podle naroku 2, ve kterém

A8 je threonin (Thr),
AS Je serin {Ser) a
AlQ je isoleucin (Ile). -

podle naroky 4 obecného vzorce I, ve kterém Symbol B3¢
ve Vzorci I. Znamena threonin (Thr}.

Znamenaji

(Al-a5) jsou aminokyselinové'zbytky'v bozicich A1 a3
A5 Tetézce 2 lidského inzulinu

(Al2~-A19) jsou aminokyselinova Zbytky v pozicich A12
aZ Al9 fetdzce A lidského inzuliny

(B8-B18) jsou aminokyselinové zbytky v pPozicich B8 a3
Bl8 fetdzece B lidského hebqg zviFeciho
inzulfnu

(B20-B26) jsou aminokyselinové zbytky v pozicich B20
az B26 feté&zce B lidskéhno nebo zvifecihg
inzuling




10.

11.

12.

13.

':0.0.. ..0. .o.. 'l. .oo.
_38..
| aminokyselinovy zbytek v pozici Bl Ffetézce B je

zbytek aminokyseliny fenylalaninu (Phe).

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky prijatelni sul
podle alespoil jednoho z narokll 1 aZ 8, ve kterém
aminokyselinovy zbytek v pozici B3 Fetézce B je zbytek
aminokyseliny histidinu (His), 1lysinu (Lys) nebo

argininu (Arg).

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelna sul
pcedle naroku 2, ve kterém  aminckyselinovy zbytek v
pozici B3 fetézce B je zbytek aminokyseliny histidinu
(His}.

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelna sal
podle naroku 9, ve kterém je aminokyselinovy zbytek v
pozici B3 Ffetézce B <zbytkem éminokyseliny argininu .
(Arg) .

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky prijatelna sul
podle naroku 9, ve kterém je aminokyselinovy zbytek v
pozici B3 Ffetézce B zbytkem aminokyseliny lysinu
(Lys) .

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijételné stil
podle alespofi jednoho z naroki 1 aZ 12, ve kterém
alespoii jeden z aminokyselinovych zbytkl v pozicich
B27, B28 a B29 retézce B  prisludi pEirozend se
vyskytujici aminokyseliné, kterda je vybréna ze skupiny
tvofené isoleucinem (Ile), kyselinou asparagovou (Asp)

a kyselinou glutamovou (Glu).




14.

16,

17.

'18.

19.

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelna sul
podle alespoii jednoho z naroklt 1 a? 13, ve kterém
alespoii jeden z aminokyselinovych zbytk(l v pozicich
B27, B28 a B29 fetdzce B prislu3i prirozend se
vyskytujici aminokyseling, kterad je vybrana ze skupiny

tvofené kyselymi aminokyselinami.

Derivat inzulinu nebo jeho fyziolegicky pfijatelna sl
podle naroku 14, ve kterém je alesponn Jjeden =z
aminokyselinovych zbytkdl v pozicich B27, B28 a B29
fetézce B zbytkem kyseliny asparagové (Asp) .

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky p¥ijatelnd sl
podle narcku 14, ve kterém je alespoii jeden z
aminokyselinovych zbytkll v pozicich B27, B28 a B29
Tet&zce B zbytkem kyseliny glutamové.

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky ptijatelnad sul
podle alespoil jednoho z narokd 1 a? 13, ve kterénm
alespoii jeden z aminokyselinovych zbytk(i v pozicich
B27, B28 a B29 fetézce B pFisludi pPirozend se
vyskytujici aminokyseliné, kterd je vybrana ze skupiny

tvofené neutrdlnimi aminokyselinami.

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelna sl
podle naroku 17, ve kterém je alespoi Jjeden z
aminokyselinovych zbytkl v pozicich B27, B28 a B29
Feté&zce B zbytkem aminokyseliny isoleucinu (Ile).

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelna sul
podle naroku 15, ve kterém je aminokyselinovy zbytek v
pozici B27 fetézce B zbytkem kyseliny asparagoVé
(Asp) . '




ay

20,

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelnd sil
podle naroku 15, ve kterém je aminokyselinovy zbytek v
pozici B28 fetézce B zbytkem kyseliny asparagové
(Asp) .

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky p¥ijatelna sil

- podle narcku 15, ve kterém je aminokyselinovy zbytek v

pozici B29 fetézce B zbytkem kyseliny asparagové
{Asp) .

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelna sl
podle naroku 16, ve kterém je aminokyselinovy zbytek v
pozici B27 fetézce B je zbytkem kyseliny glutamové
(Glu) .

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pFijatelna sl
podle naroku 16, ve kterém je aminokyselinovy zbytek v
pozici B28 Fetézce B zbytkem kyseliny glutamové
(Glu) .

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky p¥ijatelna sual
podle naroku 16, ve kterém je aminokyselinovy zbytek v
pozici B29 fetézce B zbytkem kyseliny glutamové
(Glu) .

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelna siil
podle naroku 18, ve kterém je aminokyselinovy zbytek
v pozici B28 fetézce B zbytkem aminokyselinu

isoleucinu (Ile).

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelnd sil

podle alespoil jednoho z narokt 1 aZ 25 , ve kterém je




27.

29.

31.

28.

aminokyselinovy zbytek v pozici a21 Fetézce A zbytkem’
kyseliny asparagové (Asp).

podle ndroku 26, ve kterém fet&zec A obsahuje sekvenci

Gly Ile val Glu Gln Cys Cys‘Thr Ser Ile Cys Ser Ley
Tyr Gln Leu Glu Asnp Tyr Cys Asp (Sekvence id.&,: 9)

a Fetézec B obsahuje sekvenci

Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly ser His Leu Vval Glu
Ala Leu Tyr Leu val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr
Thr Ile Lys Thr (Sekvence id.é&. . 10).

Derivdt inzulinu nebo jeho fyziologicky pEijatelns sm2
bedle naroku 24, ve kterém retdzec B obsahuje sekvenci
Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu val Glu

Ala Leu Tyr Leu val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr
Thr Pro Glu Thr (Sekvence id.é&. - 3). ' '

podle naroku 18, ve kterém je aminokyselinovy zbytek v
pozici B27 Fet&zce B Zbytkenm aminokyseliny isoleucinu
{Ile).

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky Pfijatelna sl
podle naroku 29, ve kterém feté&zec B ocbsahuje sekvenci
Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu
Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr
Ile Pro Lys Thr {Sekvence id.é&. . 5).

Derivat inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelnsa stil
podle naroku 25, ve kterém fet&zec B obsahuje sekvenci
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32.

33.

34.

Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu
Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr
Thr Ile Lys Thr (Sekvence id.C¢.: 4}.

Zplisob pfipravy derivatu  inzulinu nebo jeho
fyziologicky pfijatelné soli podle alespoll jednoho z
naroki 1 aZ 30 vyznadujici se tim,
Ze zahrnuje konstrukci replikovatelného expresivniho
ptenadeCe, ktery obsahuje sekvenci DNA kédujici
prekurzor derivatu inzulinu, v némZ je aminokyselinovy
zbytek v pozici Al Fetdzce A spojen s aminokyselinovym
zbytkem B30 Efetézce B peptidovym Fetézcem podle
vzorce II

-Rl, -Arg- I1.
kde R1n znac¢l peptid s n aminokyselinovymi zbytky a n
je celé &islo z intervalu 0 aZ 34 a Fetdzec B je v
pozici Bl prodlouZen peptidovym fetézcem podle vzorce
III

Met-R%y- (Arg)p-  IIL.
kde R2m je peptid s m aminokyselinovymi zbytky a m je
celé &islo z intervalu 0 aZ 40 a p je 0, 1 nebo 2 a
didle zahrnuje expresi v hostitelskych Dbunkadch a
postranslaéni upravy derivatu inzulinu z prekurzoru

chemickym a/nebo enzymatickym zplsobem.

Zplisob podle naroku 32 vyznacujici se
t 1im, Ze hostitelska bufika je buiika bakteridlni.

Zplsob podle naroku 33 vyznadcujici se
t im, Ze bakteridlni bunka je E. coli.
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35.

36.

37.

38.

Zplsob podle naroku 32 vyznacujici se

t im, Ze hostitelska bufika je kvasinka.

Zplscb podle naroku 35 vyznadcujici se

t im, Ze kvasinka je Sacharomyces cerevisiae.

Zpﬁsob podle libovolného z ndrokll 32 aZ 36 na pfipravu
derivatu inzulinu podle naroku 26
vvyznacujici se tim, Ze prekurzor
inzulinu dbsahuje sekvenci

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val
Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu
Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg.Gly Phe Phe Tyr Thr Ile
Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gln Val Gly Gln
Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gln
Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ile
Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln
Leu Glu Asn Tyr Cys Asp (Sekvence id. &.:11).

Zpusob podle libovolného z néroklt 32 a# 36 na pEipravu
derivatu inzulinu podle - naroku 28
vyznadcuiicli s e tim, Ze prekurzor
inzulinu obsahuje sekvenci

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val
Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu
Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro
Glu Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gln Val Gly Gln

. Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gln

Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ile
Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln
Leu Glu Asn Tyr Cys Asn (Sekvence id. &.:6).




39.

¥,

40.

41.

42.

43,

Zpusob podle libovolného z narokl 32 aZ 36 na pfipravu
derivatu inzulinu podle naroku 30
vyznacujici se tim, Ze prekurzor
inzulinu obsahuje sekvenci

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val
Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu
Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Ile Pro
Lys Thr Arg Arg Glu Rla Glu Asp Pro Gln Val Gly Gln
Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gln
Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ile
Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln
Leu Glu Asn Tyr Cys Asn (Sekvence id. c.:8).

Zpusob podle libovolného z narokd 32 aZ 36 na pFipravu
derivatu inzulinu podle naroku 31
vyznacujici se tim, iZe Aprekurzor
inzulinu obsahuje sekvenci

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val
Lys GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu
Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Ile
Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gln Val Gly Gln
Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gln
Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ile
Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln
Leu Glu Asn Tyr Cys Asn (Sekvence id. &.:7).

Prekurzor derivatu inzulinu podle naroku 37.
Prekurzor derivatu inzulinu podle nédroku 38.

Prekurzor derivatu inzulinu podle naroku 39.




44.

45.

46.

47.

48,

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Prekurzor derivatu inzulinu podle néaroku 46.

Sekvence DNA, ktera koéduje prekurzor inzulinu podle

naroku 41.

Sekvence DNA, kterd kdéduje prekurzor inzulinu podle

naroku 42.

Sekvence DNA, kterd kdéduje prekurzor inzulinu podle

naroku 43.

Sekvence DNA, ktera kéduje prekurzor inzulinu podle

naroku 44.

Expresivni pfenasec vyznacuijicli s e

t im, Ze obsahuje sekvenci DNA pedle naroku 45.

Expresivni pfenaded vyznadcujilci s e
t im, Ze obsahujse sekvencl DNA podle naroku 46.
Expresivnl pfenaZed vyznacujici s e

t im, Ze obsahuje sekvenci DNA podle naroku 47.

Expresivni pfenalec vyznadcujici S e

t im, Ze obsahuje sekvenci DNA podle naroku 48.

Hostitelskd buiika transformovana expresivnim

pfenaseem podle libovolného z narokl 49 az 52.

Farmaceuticky pEipravek vy znacdujicl s e

t {m, Ze obsahuje alespodi jeden derivat inzulinu




55.

56.

57.

58.

59.
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a/nebo jeho fyziologicky pfijatelnou sll podle alespoii

jednoho z narokl 1 aZ 30.

Farmaceuficky piipravek podle naroku 54
vyznacujici s e tim, Ze obsahuje
derivat inzulinu a/nebo jeho fyziologicky pEijatelnou

sul v rozpudténé , amorfni nebo-krystalické formé.

Farmaceuticky ptipravek podle naroku 54
vyznacdujici se tim, Ze dale obsahuje

depotni pomocnou latku.

Farmaceuticky pfipravek podle naroku 56
vyznadcujici S e tim, Ze  depotni
pomocnd latka je protamin sulfidt a derivat inzulinu
a/nebo jeho fyziologicky pfijatelnd sGl jsou ve formé

spolefného krystalu.

Injikovatelny roztok s inzulinovou aktivitou
vyznadcuijici s e t im, Ze obsahuje
farmaceuticky pfipravek podle libovolného z narokid 54

a? 56 v rozpusténé formé.

PouZziti derivatu inzulinu a/nebq jeho fyziologicky
pfijatelné soli podle alespofi jednoho z narokd 1 aZ 31
k vyrobé farmaceutického ptipravku, ktery vykazuje

inzulinovou aktivity s rychlym d&inkem.
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