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(57) Anotace:

Analogy lidského insulinu se zaménami v posici
B-24 a B-25 za D-stereoisomerni formy fenyla-
laninu a majici bud’ g-aminoskupinu lysinu v
posici 29 substituovanou fenylacetylovou sku-
pinou, nebo epsilon-aminoskupinu nechrané-
nou. Pfiprava latky s e-aminoskupinou chrané-
nou fenylacetylovou skupinou kondenzaci de-
soktapeptid insulinu s karboxyterminalnim
oktapeptidem s e-aminoskupinou lysinu chréa-
nénou fenylacetylovou skupinou za katalysy
trypsinem v ¢astedné nevodném prostifedi obsa-
hujicim maximélné 50 % hmot. vody. Pfiprave-
ny chranény analog insulinu se oddéli od re-
akéni smési chromatografickymi metodami, s
vyhodou vysokouéinnou kapalinovou chroma-
tografli a podrobi se $tépeni penicilinamido-
hydrolasou, kterd odstépi fenylacetylovou sku-

pinu e-aminoskupiny lysinu, ¢imZ vznikne
nechranény analog, ktery se oddéli od
ostatnich komponent reakénf smési chro-
matografickymi metodami s vihodou vyso-
kou¢inné kapalinové chromatografle. K
odstépeni kyseliny fenylacetylové skupiny
se s vyhodou pouZije nerozpustné formy
penicilinamidohydrolasy zakotvené na
inertnim nosiéi.
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Analogy lidského insulinu a zpusob jejich pripravy

Oblast techniky

Vynalez popisuje pripravu analogu lidského insulinu senisyn-
thetickym zpusobenmn.

Dosavadni stav techniky

Polohy B-24 a B-25 lidského insulinu patri k zakladnim posi-
cim karboxytermindlni sekvence 1lidského insulinu, jejichZ obména
vyrazné ovlivAuje biologické uUc¢inky hormoni (R. A. Pullen et al.,
Nature 259, 369 a2z 373, 1976. R. C. Mirmira et al., J. Biol.
Chem. 266, 1428 aZ 1436, 1991. H. Tager et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77, 3181 aZ 3185, 1980. K. Inouye et al., Experientia
37, 811 aZ 813, 1981. L. M. Keefer et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 100, 1229 aZ 1236, 1981). Rada zamén v téchto polohdch
vSak byla realisovana v tzv. zkracenych insulinech, kdy byly
pripraveny semisyntheticky pouze despentapeptid insuliny (W. H.
Fisher. Biol. Chem. Hoppe Seyler. 366, 521 aZ 525, 1985. M. Casa-
retto et al., Biol. Chem. Hoppe Seyler, 368, 709 az 716, 1987).

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu jsou analogy lidského insulinu, u kterych
jsou v posici B-24 a B-25 D-stereoisomerni formy zbytku fenylala-
ninu a e-aminoskupina lysinu v posici 29 mad vzorec NHX, kde X je
vodik nebo fenylacetyl.

Predmétem vynalezu je ddle zpUsob pripravy analogu lidského
insulinu, ktery spoé&ivad v tom, Ze se kondenzuje desoktapeptid in-
sulinu s karboxytermindlnim oktapeptidem B-retézce, kde v poloze
24 a 25 je D-Phe, a s e-aminoskupinou lysinu chranénou fenylace-
tylovou skupinou za katalysy trypsinem v cisteéné nevodném prost-
fedi obsahujicim maximdlné 50 % hmot. vody za vzniku analogu lid-
ského insulinu s e-aminoskupinou chranénou fenylacetylovou skupi-
nou. Chranény analog insulinu se s vyhodou oddéli od reakéni smé-
si chromatografickymi metodami, napriklad vysokou¢innou kapalino-
vou chromatografii a podrobi se Stépeni penicilinamidohydrolasou,
zakotvenou na inertnim nosiéi, kterd odstépi fenylacetylovou sku-
pinu z e-aminoskupiny lysinu, za vzniku nechranénych analogu lid-
ského insulinu, které se od ostatnich komponent reakéni smési od-
déli chromatografickymi metodami, s vyhodou potom vysokou¢innou
kapalinovou chromatografii.

ProtoZe biologicka potence analogu vyhodnocend in vitro uka-
zovala na zachovani malé casti aktivity i prfi zaméné fenylalaninu
v poloze B-24, nebo B-25, nebo B-24 a B-25 D-stereoisomery, roz-
hodli jsme se pripravit nezkrdceny analog lidského insulinu
s D-fenylalaniny v posicich B-24 a B-25, jejichZ pritomnost by
méla ovlivnit metabolickou stabilitu této ¢asti molekuly, prosto-
rové usporadani a interakéni schopnosti se Zn. (Liang Dong Cai et
al., Scientia Sinica. Serie B 28, 472 aZ 483, 1985).
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Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Priprava D-PheB24, p-pheB~23, N e-fenylacetyl LysB-Z? insu-
linu. 100 mg oktapeptidu Gly-D-Phe-D-Phe~-Tyr-Thr-Pro-Lys(Pac)-Thr
(Pac = fenyloctova skupina) bylo rozpusténo v 300 pul 0,05 M octa-
nu vapenatého. K roztoku peptidu bylo pridano 100 mg desoktapep-
tid B-29 - B-30 insulinu a 20 mg veprového trypsinu. Hodnota pH
byla upravena priddnim 30 pl4-methylmorfolinu na hodnotu 6 aZ 8
(hodnota udana je hodnotou zdanlivou, namérenou kombinovanou
sklenéno-kalomelovou elektrodou. Reakce probihajici 7 h za jemné-
ho michdni byla prfi teploté 20 °C ukonCena pridanim 5 ml 10 %
kyseliny octové (CH3COOH). Reak¢éni smés byla chromatografovana na

koloné Sephadexu G-50 =za laboratorni teploty a pouZiti 10 %
CH3COOH jako eluentu. Po oddéleni nizkomolekuldrnich komponent

byl chrdnény derivat lidského insulinu délen vysokouc¢innou kapa-
linovou chromatografii na koloné Vydac C 18 koncentrac¢nim gradi-
entem acetonitrilu v 0,1 obj. trifluoroctové kyseliny (TFA).

Homogenita D-PheB~24/B=25 = 1,sB=29 (pac) 1lidského insulinu byla
potvrzena kapildrni elektroforesou v kyselém a zasaditém prostre-
di. Slozeni peptidu bylo ovéreno aminokyselinovou analysou
a hmotnostni spektrometrii (5926 Da).

Priklad 2
Priprava D-PheP~24/B=23 j1jgského insulinu

Latka pripravend podle prikladu 1 s e-aminoskupinou lysinu
v posici B-29 substituovanou fenyloctovou skupinou (1,5 mg) byla
rozpusténa v 0,1 ml BM mocoviny a ke vzorku byl pridan 50 mM
Na-fosfatovy pufr o pH 6,5 (0,7 me). Roztok této latky byl pre-
Cerpavan rychlosti 0,1 ml/min pres kolonu se zakotvenou penici-
linamidohydrolasou na chemicky oSetreném skle (5 mg enzymu na
200 mg poresniho skla). Volna kyselina fenyloctova se uchytila na
koloné Dowexu (1x8). Po 4 hodindch reakce byl chréanény derivat

D-PheB~24/B=25 jjiqského insulinu preveden na volny, reakce byla
monitorovana pomoci HPLC, a produkt isolovan stejnou metodou za
podminek popsanych v prikladé 1. SloZeni produktu bylo ovéreno
aminokyselinovou analysou a hmot. spektrometrii.
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PATENTOVE NAROKY

Analogy lidského insulinu, kde v posici B-24 a B-25 jsou
D-stereoisomerni formy fenylalaninu a e-aminoskupina 1lysinu
v posici 29 md vzorec NH-X, kde X je vodik nebo fenylacetyl.

Zpusob pripravy analogu podle nédroku 1, vy znadceny
t i m, 2Ze se kondenzuje desoktapeptid insulinu s karboxyter-
mindlnim oktapeptidem B-retézce, kde v poloze 24 a 25 je
D-Phe, a s e-aminoskupinou lysinu chranénou fenylacetylovou
skupinou za katalysy trypsinem v c¢éastec¢né nevodném prostredi
obsahujicim maximdlné 50 % hmot. vody 2za vzniku analogu 1lid-
ského insulinu s € -aminoskupinou chranénou fenylacetylovou
skupinou.

Zpisob podle naroku 2 pro pripravu analogi podle naroku 1,
vyznadceny t i m, 2Ze chrdanéné analogy insulinu se
oddéli od reakéni smési, zejména chromatografickymi metodami
a podrobi se &tépeni penicilinamidohydrolasou, zakotvenou na
inertnim nosi¢i, za vzniku nechranénych analogu lidského insu-
linu, které se od ostatnich komponent reak¢ni smési oddéli,
zejména chromatografickymi metodami.
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