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Inzulinova sloudenina s protrahovanym dcéinkem

Tato predloZenad p¥ihlasSka vynalezu poziva prioritni pravo
pFihlasky vynédlezu U.S. &. 60/344,310, p¥ihléSené dne 20
prosince 2001 a U.S. pfihléasky vyndlezu &. 60/414,604,
p¥ihldSené dne 27 zafi 2002, které jsou zde uvedeny Jjako

reference ve svych plnych verzich.

Oblast techniky

PfedloZeny vyndlez se vztahuje k inzulinovym sloueninéam,
které jsou uZiteéné pro lécbu hyporglykemie, kterd Jje

characteristickd pro diabetes mellitus.

Dosavadni stav techniky

Fyziologick& potfeba inzulinu se miZe rozdélit do dvou
fazi: (a) faze absorbce Zivin, kterd vyZaduje davku
inzulinu pro odstranéni néaporu krevni glukézy, ktera je
spojena s pfisunem jidla a (b) post-absorbéni fazi
vyzadujici neustédlou dodavku inzulinu za ucelem regulace
jaterniho vydeje glukdzy za ucCelem udrZeni optimdlni
hladiny glukdzy v laéném stavu, kterd je take znama jako

bazilni “sekrece” izulinu.

U&inna terapie inzulinem u 1lidi, ktefi Jsou postiZeni
diabetem, obecn& zahrnuje kombinované pouziti dvou typt

exogennich formulaci inzulinu: rychle G&inkujici inzulin



pro pokryti pfijmu potravy, ktery se podava jako injekéni
bolus a déle u&inkujici inzulin, poddvany injekci jednou
nebo dvakrat denni za u&elem kontroly hladin krevni glukédzy

mezi prijmy potravy.

Idedlni exogeni bazalni inzulin by zajistoval prodlouZeny a
“plochy” G&inek rozloZeny v Case, to znamena, Ze by
xontroloval hladinu krevni glukézy po dobu alespon 12 hodin
a vyhodn& po dobu 24 hodin, bez vyznamného rizika

hypoglykemie.

Komeréné dostupné déle u&inkujici inzulinové slouCeniny
neposkytuji G&inek inzulinu po dobu 24 hodin. V souladu s
tim existuje pot¥eba inzulinové slouleniny, kterd by méla

G¢inek inzulinu po dobu aZz 24 hodin.

Predmét vynalezu

pPredloZeny vyndlez se tyk& inzulinové slouceniny

sestavajici z

(a) Yeté&zce A obecného vzorce I,
A-1 A0 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0 All Al2 Al3
Xaa—Xaa—Gly—Ile—Val—Glu—Gln—Cys—Cys-Thr—Ser-Ile—Cys—Ser—Leu—

Al4 Al5 Al6 Al7 Al8 Al9 A20 A2l
Tyr—Gln—Leu—Glu—Asn—Tyr—Cys—Xaa,
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kde aminokyselinové sekvence obecného vzorce I je

snazorndna v Sekv. ID ¢. 1, a

(b) Yet&zce B obecného vzorce 171,
B-1 BO Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B1l Bl2
Xaa—Xaa—Phe—Val—Asn—Gln—His—Leu—Cys—Gly—Ser—His—Leu—Val—

B13 B14 B15 B16 B17 B18 B19 B20 B2l B22 B23 B24 B25 B26 B27
Glu—Ala—Leu—Tyr—Leu—Val—Cys—Gly—Glu—Arg—Gly—Phe—Phe—Tyr—Thr—

B28 B29 B30

Xaa-Xaa-Xaa,

kde aminokyselinova sekvence obecného vzorce II je

-ndzorn&na v Sekv. ID &. 2, kde

Xaa v poloze A-1 predstavuje Arg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin, alfa methyl arginin nebo Jje nepfitomny;

Xaa v poloze AQ predstavuje Arg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin nebo alfa methyl arginin;

Xaa v poloze A2l je geneticky kédovatelnd aminokyselina;

Xaa v poloze B-1 ptedstavuje Arg, derivatizovany Arg,

homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
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derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin, alfa methyl arginin nebo je nepfitomny;

Xaa v poloze B0 predstavuje Arg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidin

homoarginin, alfa methyl arginin nebo je nepfitomny;
Xaa v poloze B28 je Lys nebo Pro;

Xaa v poloze B29 je Lys nebo Pro;

Xaa v poloze B30 je Thr, Ala nebo je nepfitomny;

jeden z Xaa v poloze B28 nebo Xaa v poloze B29 je Lys;

Xaa v poloze B28 a Xaa v poloze B29 nejsou oba Lys;

a g-amino skupina Lys v poloze B28 nebo B29 je kovalentné
vazana k a-karboxylové skupiné& kladné nabité aminokyseliny

za ulelem p¥ipravy Lys-N°-aminokyselinoveho derivéatu.

PredloZeny vynadlez se také tyka zpusobu pro lécbu diabetu
mellitu, ptriemZz zplsob zahrnuje podavani subjektu
inzulinové slouleniny podle predloZeného vynalezu Vv
mnoistvi, které je dostatelné pro regulaci koncentrace

krevni hladiny glukoézy.
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pfedloZeny vyndlez se také tyka mikrokrystald zahrnujicich
inzulinovou slouleninu podle pfedlozeného vynalezu, zpusobl
pro ptipravu mikrokrystall a zpisobu pro 1é&bu diabetu

podavanim mikrokrystald.

predloZeny vynadlez se také tykd piipravku v suspenzi
zahrnujici z nerozpustné faze a féaze roztoku, nerozpustna
faze zahrnuje mikrokrystal podle ptedlozZeného vynadlezu a
faze roztoku zahrnuje vodu. Pfedlozeny vynalez se také tykéa

zptsobu pro pEipravu pripravku v suspenzi.

PfedloZeny vynalez se také tyka zplsobu pro lécbu diabetu
mellitu, pricemZ zpusob sestava z podavéani pripravku v
suspenzi subjektu v mnoZstvi, které je dostatecné pro

regulaci koncentrace krevni hladiny glukdézy u subjektu.

pfedloZeny vynalez se také tykd zplhsobu pro ptipravu
pfipravku v suspenzi. PfedloZeny vynalez se také tyvka
zptsobu lécby diabetu mellitu, pricemZz zpusob zahrnuje
podavani pripravku v suspenzi subjektu v mnoZstvi, které je
dostate&né pro regulaci koncentrace krevni hladiny glukdzy

u subjektu.

PredloZeny vynalez se také tyka zplsobu pro piipravu
inzulinové slouceniny, sestavajiciho z: (a) acylace kazdé
volné amino skupiny templéatu inzulinu chréanénou
aminokyselinou nebo derivatem chrénéne aminokyseliny za
udelem pripravy acylované inzulinové sloueniny; (b)
gi&téni acylované inzulinové sloueniny; (c) odstranéni

ochranné skupiny za kazdé chrénéné aminokyseliny nebo



derivatu chrén&né aminokyseliny
nechréanéné acylované inzulinové
nechranéné acylované inzulinové
vyhodném provedeni je chrénénou

a aminokyselina je Arg. V jiném
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za ulelem ptipravy
sloucdeniny; a (d) ¢&isténi
sloueniny. V jednom
aminokyselinou chrénény Arg

vyhodném provedeni je

chréan&nou aminokyselinou chranény Lys a aminokyselinou je

Lys.

Struény popis obecného vzorce

Obecny vzorec 1 zndzornuje Lys-N°~-Arg derivat, ktery se

2iskad tvorbou kovalentni vazby mezi g-amino skupinou Lys a

a-karboxylovou skupinou Arg.

Popis predloZeného vynalezu

V jednom vyhodném provedeni se pfedloZeny vynélez tyka

inzulinové sloudeniny zahrnujici modifikaci na jednom nebo

vice mistech N-termindlniho konce inzulinového tetézce A,

C-termindlniho konce inzulinového Fetézce A, N-termin&lniho

konce inzulinového feté&zce B a lysinu fetézce B.

V jiném vyhodném provedeni inzulinova sloulenina podle

predloZeného vynalezu zahrnuje modifikaci N-termindlniho

konce retdzce A, modifikaci N-terminalniho konce fretézce B,

modifikaci lysinu fetézce B a popfipadé modifikaci C-

terminalniho konce feté&zce A. Takovou sloudeninou Jje

ptiklad takova inzulinova slou&enina, ve které byl Arg

kovalentné vazan k N-termindlnimu konci ¥etézce A, Arg byl



kovalentn& vazan k N-terminalnimu konci Fretézce B, Lys
¥etézce B byl modifikovan a poptipadé C-koncova
aminokyselina Feté&zce A byla substituovana jinou

aminokyselinou jako Jje Gly.

V jiném vyhodném provedeni inzulinova slou&enina podle
predloZeného vynalezu zahrnuje modifikaci N-termindlniho
konce Fet&zce A, modifikaci lysinu tet&zce B a popfipadé
modifikaci C-termindlniho konce feté&zce A. Takovou
inzulinovou sloudeninu je takova, kde byl kovalentné& vazan
Arg k N-terminalnimu konci fetdzce A, Lys fetézce B byl
modifikovan a popripadé& C-koncova aminokyselina fetézce A

byla substituovana jinou aminokyselinou Jjako Jje Gly.

V jiném vyhodném provedeni se predlozeny vynalez tyka

inzulinové slou&eniny, ktera sestédva z

(a) Fetézce A obecného vzorce I,
A-1 A0 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 AD Al10 A1l Al2 Al3
Xaa—Xaa-Gly—Ile—Val—Glu—Gln—Cys—Cys—Thr—Ser—Ile—Cys—Ser—Leu—

Al14 A1S Al6 Al7 Al8 Al9 A20 AZl
Tyr—Gln—Leu—Glu—Asn—Tyr—Cys—Xaa,

kde aminokyselinovéa sekvence obecného vzorce I Je

-nazornéna v Sekv. ID ¢. 1, a

(b) retézce B obecného vzorce II,
B-1 BO Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B1l1l Bl2
Xaa—Xaa—Phe—Val—Asn—Gln—His-Leu—Cys—Gly—Ser—His—Leu—Val—
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B13 B14 B15 B1l6 B17 B18 B19 B20 B2l B22 B23 B24 B25 B26 B27
Glu—Ala—Leu—Tyr—Leu—Val—Cys—Gly—Glu—Arg—Gly—Phe-Phe—Tyr-Thr—

B28 B29 B30

Xaa-Xaa-Xaa,

kde aminokyselinovd sekvence obecného vzorce II je

snizorn&na v Sekv. ID &. 2, kde

Xaa v poloze A-1 predstavuje Arg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin, alfa methyl arginin nebo je neptitomny;

Xaa v poloze AQ predstavuje Arg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, LYS,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin nebo alfa methyl arginin;

Xaa v poloze A2l Je geneticky kédovatelnd aminokyselina;

Xaa v poloze B-1 predstavuje Arg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidine

homoarginin, alfa methyl arginin nebo je neptitomny;

Xaa v poloze BO predstavuje Arg, derivatizovany Arg,

homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
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derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin, alfa methyl arginin nebo je nepritomny;

Xaa v poloze B28 je Lys nebo Pro;

Xaa v poloze B29 je Lys nebo Pro;

Xaa v poloze B30 je Thr, Ala nebo je nepfitomny;

jeden z Xaa v poloze B28 nebo Xaa v poloze B29 Je Lys;

Xaa v poloze B28 a Xaa v poloze B29 nejsou oba Lys; a

g-amino skupina Lys v poloze B28 nebo B29 je kovalentné

vazana k a-karboxylové skupiné& kladné& nabité

aminokyseliny.

Podle jednoho vyhodného provedeni prihlasky vynédlezu Jje Xaa
v poloze A-1 je nepfitomny, Xaa v poloze A0 ptredstavuije
Arg, derivatizovany Arg, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, alfa guanidino homoarginin nebo alfa
methyl arginin, Xaa v poloze B-1 je nepfitomny a Xaa Vv
poloze B0 pfedstavuje Arg, derivatizovany Arg,
desaminoarginin, Lys, derivatizovany Lys, alfa guanidino

homoarginin, alfa methyl arginin nebo je nepfitomny.

Podle jiného vyhodného provedeni prihlasky vynédlezu je Xaa

v poloze A-1 je nepfitomny, Xaa v poloze AQ pfedstavuje
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Arg, Xaa v poloze B-1 je nepfitomny a Xaa v poloze BO Jje

neptitomny.

Podle jiného vyhodného provedeni prihlasky vynédlezu je Xaa
v poloze A-1 je nepfitomny, Xaa Vv poloze AO je
derivatizovany Lys, Xaa v poloze B-1 Jje nepfitomny a Xaa v

poloze BO je nepritomny.

“Obecny vzorec I” Jje

a-1 A0 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 AS AlO0 All Al2 Al3
Xaa—Xaa—Gly—Ile—Val—Glu—Gln—Cys—Cys—Thr-Ser—Ile—Cys—Ser—Leu-

Al4 Al1l5 Al16 Al17 Al8 Al9 A20 A2l
Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Xaa,

a je aminokyselinova sekvence obecného vzorce I znazornéna
v Sekv. ID &. 1. Aminokyseliny v pozicich A-1 az A21
obecného vzorce I odpovidaji, s ohledem na pofadi,
aminokyseliném v pozicich 1-23 Sekv. ID ¢. 1.
Aminokyseliny v pozicich Al aZ A20 obecného vzorce I a Vv
pozicich 3-22 Sekv. ID ¢. 1 odpovidaji aminokyselinam v

pozicich 1-20 fetézce A 1idského inzulinu (Sekv. ID &. 3).

“Obecny vzorec II” je

B-1 BO B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 Bll BlZ
Xaa—Xaa—Phe—Val—Asn—Gln—His—Leu—Cys—Gly—Ser—His—Leu—Val—

B13 B14 B15 B16 B17 B18 B19 B20 B21 B22 B23 B24 B25 B26 B27
Glu—Ala—Leu—Tyr—Leu—Val—Cys—Gly—Glu—Arg—Gly—Phe—Phe—Tyr—Thr—



B28 B29 B30

Xaa-Xaa-Xaa,

a je aminokyselinovéa sekvence obecného vzorce 1l zndzornéna
v Sekv. ID &. 2. Aminokyseliny v pozicich B-1 aZ B30
obecného vzorce II odpovidaji, s ohledem na pofadi,
aminokyselindm v pozicich 1-32 Sekv. ID C. 2.

Aminokyseliny v pozicich B 1 to B27 obecného vzorce ITI a v
pozicich 3-29 Sekv. ID &. 2 odpovidaji aminokyselinam v

pozicich 1-27 fetézce B lidského inzulinu (Sekv. ID &. 4).

Polynukleotidové a aminokyselinové sekvence inzulinové
slouceniny od &lenl ruznych druhd jsou dobfe znamé
odbornikovi v oboru. Vyhodné& pfedstavuje “inzulin” lidsky
inzulin. “Lidsky inzulin” ma dvaceti-jedna aminokyselinovy

Fet&zce A, ktery sestava z

Gly—Ile—Val—Glu—Gln—Cys—Cys—Thr—Ser—Ile—Cys—Ser—Leu—Tyr—
Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys—-Asn (Sekv. ID ¢. 3),

a t¥iceti-aminokyselinovy Feté&zec B, ktery sestava z

Phe—Val—Asn—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—
Lys-Thr (Sekv. ID c. 4).

Betézce A a B lidského inzulinu jsou zkfiZené vazany
disulfidovymi vazbami. Jedna mezifetézcova disulfidova

vazba je mezi Cys v poloze AT obecného vzorce I a Cys Vv
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poloze B7 obecného vzorce II a jind meziYeté&zcova
disulfidova vazba je mezi Cys v poloze AZO obecného vzorce
I a Cys v poloze B19 obecného vzorce II. Mezifetézcova
disulfidovd vazba je mezi Cystiny v pozicich A6 a All

obecného vzorce I.

Vyraz “hostitelsk& buika” se vztahuje k jak jedné

hostitelské bufice a tak k vice neZ Jjedné hostitelské bunce.

“Ipzulinova sloudenina™ ve zde uvedeném vyznamu zahrnuje
inzuliny divokého typu, inzulinové derivaty a inzulinova

analoga.

“Pozitivné nabita aminokyselina” je pfirozena nebo v
prirod& se nevyskytujici aminokyselina, kterad md vysledny
kladny naboj pri hodnoté pH, kterd se rovna 6,0. V jednom
vyhodném provedeni pfihlasSky vynalezu je kladn& nabitou
aminokyselinou Arg. V jiném vyhodném provedeni pfihléasky

vynalezu je kladné nabitou aminokyselinou Lys.

“Inzulinovy derivat” ve zde uzivaném smyslu pfredstavuje
inzulinovou slou&eninu, kde Lys je derivatizovany za ucCelem
pfipravy kovalentni vazby mezi g-amino skupinou (-Neg) od
Lys a jiné skupiny. Podle jednoho vyhodného provedeni
p¥ihlasky vynadlezu Jje Lys fet&zce A derivatizovany za
G&elem pripravy kovalentni vazby mezi e-amino skupinou a
Lys a jinou skupinou. Podle jiného vyhodného provedeni
pf¥ihlasky vynélezu Je Lys fet&zce B je derivatizovany za

u&elem pripravy kovalentni vazby mezi g-amino skupinou Lys



a jinou skupinou. Podle jiného vyhodného provedeni
p¥ihladky vynélezu Jjsou oba Lys Feté&zce A a fretézce B
derivatizované za udelem p¥ipravy kovalentni vazby mezi €-

amino skupinou kaZdého z Lys a Jjiné skupiny.

V jiném vyhodném provedeni pfihla8ky vynédlezu je kovalentni
vazba je vytvofena acylaci s kladnd& nabitou aminokyselinou.
V tomto provedeni je kovalentni vazba vytvofena mezi €-
amino skupinou Lys a uhlikem v a-karboxylové skupiné
aminokyseliny, kdyZ atom vodiku z g-amino skupiny Lys a
hydroxylovéa cast a-karboxylové skupiny aminokyseliny
vytvoti vodu pfi kovalentni vazbé& aminokyseliny k Lys za

Ga&elem pripravy kovalentni vazby.

Podle jiného vyhodného provedeni pfihlasky vynadlezu je
kovalentni vazba vytvofena mezi g-amino skupinou Lys a
uhlikem v a-karboxylové skupiné Arg, za tvorby “Lys-N°-Arg”
derivatu. Lys-N°-Arg derivat Je znadzorndn v Obecném vzorci
1. V jiném vyhodném provedeni pfihlasky vynalezu je Lys-N'-
Arg inzulinovy derivat vytvo¥en z Lys VvV poloze B28
obecného vzorce II. V jiném vyhodném provedeni prihlasky
vynélezu je Lys-N°-Arg inzulinovy derivat vytvofen z Lys Vv
poloze B29 obecného vzorce 1I, ktery odpovida Lys Vv poloze

29 Sekv. ID &. 4.

Podle jiného vyhodného provedeni p¥ihlasky vynalezu je
kovalentni vazba vytvofena mezl g-amino skupinou Lys a

uhlikem v o-karboxylové skupiné Lys, za tvorby “Lys-N-Lys”
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derivatu. V jiném vyhodném provedeni p¥ihlaSky vynadlezu Jje
Lys-N°-Lys inzulinovy derivéat je vytvofen z Lys Vv poloze
B28 obecného vzorce II. V jiném vyhodném provedeni
prihléasky vynélezu je Lys-N°-Lys inzulinovy derivat
vytvoren z Lys v poloze B29 obecného vzorce II, ktery

odpovida Lys v poloze 29 Sekv. ID &. 4.

“proinzulinovy derivat“ ve zde uvedeném vyznamu predstavuje

proinzulinovou slouceninu, kde Jje Lys derivatizovany za
Gu&elem pripravy kovalentni vazby mezi g-amino skupinou Lys
a jinou skupinou. V jednom vyhodném provedeni pf¥ihlasky
vyndlezu se kovalentni vazba vytvofl acylaci s kladné
nabitou aminokyselinou. V tomto provedeni pfihlasky
vynadlezu je kovalentni vazba vytvofena mezi g-amino

- skupinou Lys a uhlikem v a-karboxylové skupiné kladné
‘nabité aminokyseliny, za tvorby “Lys-N-aminokyselinového”
derivatu. Podle jednoho vyhodného provedeni prihlasky
vynédlezu je kovalentni vazba vytvofena mezl g-amino
skupinou Lys a uhlikem v o-karboxylové skupiné Arg, za
tvorby “Lys-N'-Arg” derivatu. V jiném vyhodném provedeni
pfihlasky vynalezu je Lys-N°-Arg inzulinovy derivat
vytvoten z Lys v poloze B28 obecného vzorce II. V jiném
vyhodném provedeni pfihlasky vynadlezu je Lys-N°®-Arg
inzulinovy derivat vytvofen z Lys v poloze B29 obecného
vzorce II, ktery odpovidéd Lys v poloze 29 Sekv. ID &. 4.
Podle jiného vyhodného provedeni prihlasdky vynélezu Jje
kovalentni vazba vytvofena mezi g-amino skupinou Lys a

uhlikem v a-karboxylové skupiné Lys, za tvorby “Lys-N°-Lys”
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derivatu. V jiném vyhodném provedeni pfihlasky vynédlezu je
Lys-N°-Lys inzulinovy derivat vytvofen z Lys Vv poloze BZ8
obecného vzorce II. V jiném vyhodném provedeni pfihlasky
vyndlezu je Lys-N°~Lys inzulinovy derivat vytvofen z Lys V
poloze B29 obecného vzorce II, ktery odpovidd Lys v poloze

29 Sekv. ID ¢&. 4.

“Inzulinovy analog" ve zde uvedeném vyznamu ma jiny vyznam
nes “inzulinovy derivat™ ve zde uvedeném vyznamu.
“Inzulinovy derivat” je inzulinovéa sloucenina, kde je Lys
derivatizovany za Ucelem pfipravy kovalentnl vazby mezi e-
amino skupinou Lys a jinou skupinou. Na rozdil od vyrazu
“inzulinovy derivat” vyraz “inzulinovy analog” pfredstavuje
inzulinovou slou&eninu, kterad je modifikovana tak, aby se
1i&ila od inzulinu divokého typu, ale Lys neni
derivatizovany za ulelem pfipravy kovalentni vazby mezi €-
amino skupina Lys a jiné poloviny. Inzulinovy analog mize
takto mit Fetdzec A a/nebo B, které maji v zasadé& stejné
aminokyselinové sekvence jako fetézec A a fetézec B
1idského inzulinu, s ohledem na pofadi, ale 1iSi se od
Fet&zce A a Peté&zce B lidského inzulinu pfitomnosti jedné
nebo vice aminokyselinovych deleci v fetézcich A a/nebo B
a/nebo jednim nebo vice aminokyselinovymi ndhradami v
Yet&zcich A a/nebo B, a/nebo jednou nebo vice
aminokyselinami, které jsou kovalentné& vazané k N- a/nebo

C-koncum ret&zct A a/nebo B.

Naptiklad A0 9B29%* M™2-inzulin a AQMYSTNERTS__inzyulin a

AQLYS-Ne-Arg_poglys-Ne-Arg__inzy]1in jsou takto inzulinoveé
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derivaty, protoZe u kaZdé z téchto inzulinovych sloucenin
je Lys derivatizovany za ucelem pripravy kovalentni vazby
mezi g-amino skupinou Lys a jinou skupinou (Arg). Naproti
tomu vzhledem k inzulinovym derivatlm je A0*9-inzulin

inzulinovy analog, protoZe v A0*9-inzulinu neni Lys

derivatizovany za ulelem p¥ipravy kovalentni vazby mezil &-

amino skupinou Lys a jiné skupinou.

“proinzulinovy analog“ ve zde uvedeném vyznamu se 1i31i od
“proinzulinového derivatu“ ve zde uvedeném vyznamu.
“Proinzulinovy derivat” je proinzulinové sloucenina, kde je
Lys derivatizovany za GCelem pfipravy kovalentni vazby mezi

g-amino skupinou Lys a jinou skupinou. Ve srovnani s
vyrazem “proinzulinovy derivat” predstavuje vyraz
“proinzulinovy analog” proinzulinovou sloudeninu, ktera je
modifikovéana, aby se 1li&ila od proinzulinu divokého typu,

ale Lys neni derivatizovany za uUcelem pripravy kovalentni

vazby mezi g-amino skupina Lys a jiné poloviny.

Analog proinzulinu miZe takto mit Fetézec A, fetézec B
a/nebo C-peptid, které maji v zisadé stejné aminokyselinové
sekvence jako Yet&zce A, Fetézce B a -peptidu lidského
proinzulinu, s ohledem na pofadi, ale 1131 se od fetézce A,
fet&zce B a C-peptidu lidského proinzulinu pritomnosti
jedné nebo vice aminokyselinovych deleci v Yfetézci A,
Yet&zci B nebo C-peptidu, a/nebo jednim nebo vice
aminokyselinovymi nahrazenimi v fet&zci A, Fetézci B nebo
C-peptidu, a/nebo jednou nebo vice kovalentné vazanou

aminokyselinou k N- a/nebo C-koncim Fetézce A, TYetézce B
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nebo C-peptidu. Nap¥iklad, AOPTIR QLYSNEAXI__proinzulinu Je
inzulinovy derivat, ale BR28M¥SR2 9% °-proinzulin je

proinzulinovy analog.

Aminokyselina na Xaa v poloze A-1 obecného vzorce I mizZe

byt pritomnéd nebo nepfitomna.

Pokud je pfitomna, je s vyhodou Arg, derivatizovanym Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin nebo alfa methyl arginin.

Aminokyselina na Xaa v poloze A0 musi p¥itomna. Ve vyhodném
provedeni, Xaa v poloze A0 predstavuje Arg, derivatizovany
Arg, homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin,
Lys, derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino
homoarginin nebo alfa methyl arginin. Ve vyhodném provedeni
p¥ihladky vyndlezu Jje Xaa v poloze A0 je Lys derivatizovany
s kladn& nabitou aminokyselinou. V jiném vyhodném provedeni
pfihlasky vyndlezu je Xaa Vv poloze AD je Lys-N°-Arg. V
jiném vyhodném provedeni p¥ihlasky vyndlezu je Xaa v poloze

A0 je Lys-N°-Lys.

Aminokyselina na Xaa Vv poloze A2l je geneticky kédovatelna
aminokyselina zvolena ze souboru, zahrnujiciho alanin
(Ala), arginin (Arg), asparagin (Asn), kyselinu asparagovou
(Asp), cystin (Cys), kyselinu glutamovou (Glu), glutamin
(Gln), glycin (Gly), histidin (His), isoleucin (Ile),

leucin (Leu), lysin (Lys), methionin (Met), fenylalanin



(Phe), prolin (Pro), serin (Ser), threonin (Thr), tryptofan
(Trp), tyrosin (Tyr) a valin (Val). pPodle jednoho vyhodného
provedeni pfihlasky vynalezu je aminokyselina na Xaa Vv
poloze A21 glycin. V jiném vyhodném provedeni je
aminokyselinou na Xaa Vv poloze A2l serin. Podle jiného
vyhodného provedeni p¥ihlasky vynédlezu je aminokyselinou na
Xaa v poloze A2l threonin. Podle jiného vyhodného provedeni
p¥ihlasky vynalezu je aminokyselinou na Xaa v poloze A2l

alanin.

Aminokyselina na Xaa v poloze B-1 obecného vzorce II mtzZe

byt pritomnad nebo nepritomna.

pokud je pfitomnéa, Je vyhodné Arg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino
homoarginin nebo alfa methyl arginin. Aminokyselina na Xaa
v poloze BO mbZe byt ptitomnad nebo nep¥itomné. Pokud je
ptitomnéa, je vyhodné Arg, derivatizovany Arg, homoarginin,
desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys, derivatizovany
Lys, desaminolysin, alfa guanidino homoarginin nebo alfa
methyl arginin. Pokud aminokyselina na Xaa Vv poloze BO Je
nepfitomna, potom je take aminokyselina na Xaa Vv poloze B-1

nepfitomna.

Aminokyselina na Xaa Vv poloze B28 je Lys nebo Pro.

Aminokyselina na Xaa Vv poloze B29 je Lys nebo Pro.



Aminokyselina na Xaa v poloze B30 je Thr, Ala nebo je

nepfitomné.

Podle jednoho vyhodného provedeni pfihlasky vynalezu je bud
Xaa v poloze B28 nebo Xaa Vv poloze B29 je Lys, ale Xaa Vv

poloze B28 a Xaa v poloze B29 nejsou oba Lys a g-amino

skupina Lys v poloze B28 nebo B29 je kovalentné& vézana k &-

kxarboxylové skupiné kladné nabité aminokyseliny za ucCelem
pripravy Lys—NS—aminokyselinového derivatu. V jiném
vyhodném provedeni prihlasky vynalezu je g-amino skupina
Lys v poloze B28 nebo B29 je kovalentné& vézana k &-
karboxylové skupiné Arg za G&elem pripravy derivatu Lys-N°-
Arg. V jiném vyhodném provedeni prihlasky vynédlezu je &-
amino skupina Lys v poloze B28 nebo B29 kovalentné& vazana
k s-karboxylové skupiné Lys za G&elem pripravy derivatu

Lys-N°-Lys.

Podle jiného vyhodného provedeni pfihlasky vynadlezu je
aminokyselina v inzulinové sloudeninég dale derivatizovana.
Podle jednoho vyhodného provedeni pfihlasky vynédlezu Jje

aminokyselina derivatizovana acylaci.

Vyhodn&ji je Lys v poloze B29 obecného vzorce II acylovan

aminokyselinou.

Podle jiného vyhodného provedeni prihlasky vynadlezu Jje

aminokyselina derivatizovéna karbamylaci.



Vyhodné& je Lys derivatizovany za Ulelem piipravy
homoargininu. Vyhodnéji Je homoarginin vytvofen z Lys Vv

poloze B29 obecného vzorce II.

“Polypeptidovy Feté&zec” predstavuje dvé nebo vice
aminokyseliny, které jsou spojené dohromady prostfednictvim

peptidovych vazeb.

Ve vyhodném provedenl prihlasky vynédlezu Jje fetézec A
inzulinové slouceniny podle pfedloZeného vynalezu skfizZené
vazan k Fet&zci B prostfednictvim dvou disulfidovych vazbeb
a fetézec obsahuje vnitrofeté&zcové disulfidové vazbebné
sk¥isené vazani. Vice specificky, “‘nglezit& vazany”
predstavuje (1) disulfidovou vazbu mezi Cys v poloze A6
obecného vzorce I a Cys v poloze AL 1, (2) disulfidovou
vazbu mezi Cys v poloze AT obecného vzorce I a Cys v poloze
B7 obecného vzorce II a (3) disulfidovou vazbu mezi Cys Vv

poloze A20 obecného vzorce I a Cys v poloze B 19 obecného

vzorce II.

za udelem zndzornéni inzulinu a proinzulinové slouceniny je
zde pouzito jednoduchého zapséni zkracenou notaci a se
znazornénim v referenci k Feté&zci A obecného vzorce 1

(Sekv. ID ¢. 1) a k fet&zci B obecného vzorce II (Sekv. ID
&. 2). V tomto zapisu, podkud je aminokyselina na Xaa Vv
poloze A-1, B-1 nebo B0 neni uvedena ve zkraceném zapisu
inzulinové sloudeniny, potom je Xaa Vv této pozici
nepritomny. Pokud aminokyselina na Xaa v poloze A21 neni
uvedena ve zkréceném zépisu inzulinoveé sloudeniny, potom je

aminokyselinou Asn, ktery je aminokyselinou v poloze AZl v



inzulinu divokého typu Fet&zce A (Sekv. ID &. 3). Pokud
neni aminokyselina na Xaa v poloze B28 uvedena ve zkréceném
z&pisu inzulinové slouleniny, potom je aminokyselinou Pro,
ktery je aminokyselinou v poloze B28 v inzulinu divokého
typu fet&zce B (Sekv. ID C. 4). Pokud aminokyselina na Xaa
v poloze B29 neni uvedena ve zkraceném zapisu inzulinové
sloudeniny, potom je aminokyselinou Lys, ktery je
aminokyselinou v poloze B29 v inzulinu divokého typu
Yet&zce B. Pokud aminokyselina na Xaa v poloze B30 neni
uvedena ve zkraceném zapisu inzulinové slouceniny, potom je
aminokyselinou Thr, ktery je aminokyselinou v poloze B30 v
inzulinu divokého typu ret&zce B. “des (B30)” znamena, ze
Xaa v poloze B30 Je nepfitomny. Pokud aminokyselina v
proinzulinu neni uvedena ve zkrédceném zapisu proinzulinové
sloudeniny, je aminokyselina Vv této pozici aminokyselinou v

této pozici divokého typu 1idské proinzulinové slouceniny.

Neomezuijicim pfikladem ve zkrédceném zapisu je

WAQPIIpD 1XeagOPTIR R QLYSTNEATS_inzulin, ” ktery znédzorfiuje, Ze Xaa
v poloze A-1 obecného vzorce 1 je nepritomny, Xaa v poloze
A0 ptedstavuje Arg, Xaa Vv poloze A2l je geneticky
kédovatelnd aminokyselina, Xaa v poloze B-1 obecného
vzorce II je nepfitomny, Xaa v poloze B0 ptredstavuje Arg,
Xaa v poloze B28 je Pro, Xaa v poloze B29 je Lys-N°-Arg a

Xaa v poloze B30 je Thr.

V jiném neomezujicim prikladu zkraceného zapisu zndzorhnuje
zkraceny zapis wpQLYs-Ne-Azg_po1Glygpglys Ne-Ard_inzylin”, Ze Xaa

v poloze A-1 obecného vzorce I je nepfitomny, Xaa v poloze
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20 je Lys-N°-Arg, Xaa v poloze A2l je Gly, Xaa v poloze B-1
obecného vzorce II je nepfitomny, Xaa v poloze BO je
neptitomny, Xaa v poloze B28 je Pro, Xaa v poloze B29 je

Lys-N°-Arg a Xaa v poloze B30 je Thr

V jiném neomezujicim prikladu zkraceného zapisu zndzorhuje
zkrdceny zapis pro wa?loinzulin”, %e Xaa v poloze A-1l
obecného vzorce I je nepfitomny, Xaa v pozicich AQ je
nep¥itomny, Xaa v poloze Azl je geneticky kédovatelna
aminokyselina, Xaa v poloze B-1 obecného vzorce II je
neptitomny, Xaa v poloze BO je nepfitomny, Xaa v poloze B28

je Pro, Xaa v poloze B29 je Lys a Xaa v poloze B30 je Thr

wa21¥_inzulin” je stejny jako A21***-inzulin, kromé toho,
e Xaa v poloze A21 je Gly.

Xaa

wa21%¢T-inzulin” je stejny jako AZl -inzulin, kromé& toho,

e Xaa v poloze A21 je Ser.

V jiném neomezujicim prikladu zkraceného zapisu zndzornuje
zkraceny zapis pro “B28™° B297*°-inzulin”, Ze Xaa v poloze
A-1 obecného vzorce I je nepfitomny, Xaa Vv pozicich AO je
nepfitomny, Xaa v poloze A21 je geneticky kédovatelné
aminokyselina, Xaa v poloze B-1 obecného vzorce II Je
nepfitomny, Xaa v poloze BO je nepritomny, Xaa v poloze B28

je Lys, Xaa v poloze B29 je Pro a Xaa v poloze B30 je Thr.

V Jiném neomezujicim p¥ikladu zkraceného zapisu znadzorhuje

zkraceny zapis “A0*9-inzulin, Ze Xaa Vv poloze A-1 obecného



vzorce I je nepfitomny, Xaa v poloze AQ prfedstavuje Arg,
Xaa v poloze A21 je Asn, Xaa v poloze B-1 obecného vzorce
ITI je neptfitomny, Xaa v poloze B0 je nepfitomny, Xaa v
poloze B28 je Pro, Xaa v poloze BZ29 je Lys a Xaa v poloze
B30 je Thr. Viz U.S. 5,506,202 a U.S. 5,430,016.

“gHR” pfedstavuje alfa-guanidyl homcarginin.

Ve vyhodném provedeni p¥ihlasky vyndlezu je inzulinova
sloudenina podle predlozZeného vynélezu zvolena ze souboru,

zahrnujiciho:

AQPFIR2OMSMEAII_ i pzulin;

AQPTIp2 %8R QLYSNEAII_S 1731 in;
AQPTIAR1CLYR2 MY TN RO i npylin;
AQPIA213° B2 9NN AT I _inzulin;
AOPTIR2OMYSTNELYS i nzyuldin;

BOPFIAR1¥a2pp QLySTNELYS 4 noylin;
AOPTIAR1CYRR QMY N LYS iz in;
AOPTIAR1SeF R QLYS NLYS _inzylin;
AQLYSRR QRYSTNEAXG_4n7314in;

AQMeA21¥82R2 oMY N AYI_ i nylin;
AQWSp21ClYR QLYS NE"ALG_§ n7ylin;
AOMSA2158r R QY NEAYI_{nzuling
AQMYSR2 otYsSTNE-LYS_4pzulin;

© RQLYSpp1XadppgLysTNETLYS _inzuling
AQMWSA21CYRROMYe N LY _inzulin;

AQMYSA21587 R oLy NEIYS i nzulin;



A-12T9pQLysp01%e2g 9ty N ATS - inzulin;
A-12T9pQLYSp216LYR2 QWS AM 9 inzulin;
A-12T9AQLYSA2 15872 9MW SR inzulin;
A-1RT9pQLYSpp 1¥eag 0 glYs N Y _inzulin;
A-12T9AQLYSAR16YR2 WSS —inzulin;
A-1PTIp QSR 15er B2 MY Yo inzulin;
A-1M¥SpQLYSA21%¥eep 9Mys AT inzulin;
A-1YSpQLYSp2 16 YR2 OMYST A inzulin;
A-1MVSAQMYSp218er B2 oMo TN RS- inzulin;
A-1M¥SAQLYSp2 %8R oYM E—inzulin;
A-1LYSpQWYSA216YR2 oM TN Y - inzulin;
A-1LYSpQLYSp215eTR2 WS WE_inzulin;
A-1PTIpQRFIp 1Xaap MY AN i nzuling
A 1PF9AQRT9R2 16YR2 9WYS N AT i nzulin;
A-1PTOAQRTIA215eT B2 9WS AT inzulin;
A-1PT9p0RTIRD 1X22p2 9N Y _inzuling
A-1ATI9pRFIp2 16 YR2 9N —inzulin;
A-12T9p0RFIAR156F B2 9P -~ inzulin;
AQLYS-NE-ATgp 1 ¥a2g) gLys—Ne-Arg_jnz3ling;
AQLYSTNe-Brop 1 Glygp gLysTNEAYd_jnzuling
AQLYS-Ne-Brap ) 1Serpp glys-NE-AXd_inzuling
aQLys-Ne-Argp o1 ¥aapy 9LYS"NE;LY5—in zulin;
AQLYS-Ne-Aropp 1 Gl QLYSTNETIYS_inzulin;
AQLYS-Ne-Brap o1 Serp) glys-Ne-Lys_inzulin;
AQLYS-Ne-Lyspp1¥aagp gLysNETATI_inzyuling

AQLYsS~Ne-Lysp 9 1GLYRD glys-Ne-RAXg_jnzuling

s e

eese



AQLYS-Ne-Lysp o 1 SeTgp QLYSTNETALI_inzylin;
pQLys-Ne-LyspoqXaapp Lys=NeTLYS_inzulin;
AQLYSTNETLysp 1 ClYRp gLYSTNETYS i nzylin;
aQLYs-Ne-LyspoqSergpglys-Ne-L¥s_ipnzulin;
AQPTIBOATIR2 QMY TN AN _inzulin;
AQPTIA21¥22BORTIB2 OYS N ATI_inzulin;
AQPTIA21C1YRQRTIR2 QMY N A 9 inzulin;
A0RTIpD 15X ROATIBR OLYS TN A _inzulin;
AQPTIBQATSR2 QLS TN LY _inzulin;
AQRTIAR %R OPTIR2 9SS _inzulin;
AQRTIA2 1CHYROATIR2 QMY S N Y —inzulin;
AQPTIA2 1S BOPTIB2 QMY e _inzulin;
AQLWYSBOMSR2 QMM AN_inzulin;
AOMYSA2 1¥eagQlYsp2 9L s A inzulin;
AQLYSA2 18YROLYSB2 9 S AT _inzulin;
A0Lysp15erpolysg olys N A inzulin;
AOMYSBQMYSR2oMYS NS _inzulin;
AQLYSA21%aagQLYSB2 oMY ST MY _inzulin;
AQLYSA216LYROLYSR2 QWS TNy nzulin;
AOLYSp215erpOLYSB2 9SS _inzulin;
A0RTIROLYSR2 QMYS N AT nzulin;
A0RTIp 2 1%eepQLYSp2 oS MR _inzulin;
A0RTIpD1CLYRQLYSB2 9LYS N AT _inzulin;
AQPTOAR 15 BOYSB2 YT AT inzulin;
AQLYSBOArIRR 9MYS N ATI_ i nzulin;

AQLYSpD 1XeapRrIR QLY N AR _inzuling



AQLYSAD16TYROATIRR QMYS TN A _inzy1in;
AQMWYSAD15eTRQRTIRR QLYS TN AL i npnulin;
AQMSBOATIR2QMYS TN IYS_inzulin;

AQMWYSAD1X22ROPTIRR QLY TN LYS_inzulin;
AQLYSp 2 1ClYRQRrIRD QLYS N LYS i nzy31in;
AQLYSA215eTROP IR OIS TN LY _inzulin;
AQPTIRQLYSR QLYSNELYS_inzulin;

AQPTIRD 1¥23RQMYSRR QLYS N LY nzulin;
AQPTIA21CYROMWYSRR 9MYS NS _ i nzulin;
AQPTIp2 15eTROLYSRR QLYS NS _inzulin;
AQIFRRQIHRRp QLYSNE-AXd_ 4 n7yy]1in;

AQ9RpD %33 QIHRR QLY NEAYd i n7ulin;
AQIFRAD1CLYROIHRRR QLYS N A nzulin;
AQ9ERp 2 18eTRIRRR QLYSTNE" A _inzulin;
AQFHRRQIHRR D QLYSNE"LYS i hzylin;

AR XA pOIHRR D gLYS NeI¥S_j oyl in;
AO9RA D 1CIYR IR QLY NE"MYS i nzulin;

AQOHRp D 1SeTRIHRR ) QLYS-NE-LYS_§ n7314in;

AOPTIpD 1XeaRArIR gLYSNE-ATOR ) gFYO_ i nzylin;

AQRTIp D 1XaapLlyspp gLYS-NE-RIGRH gPXO_inz31in;

AQLYSpp1¥aapQRrapp glys~Ne-ArgR o 9P*O_ i nzulin;

AQLYspp 1¥eapolysgp gLysNeAr9RH FrO i nzulin;

AQATIpp 1¥aapp glys-Ne-AXIRH gFYO_inzylin;
AQRTIA2 10RO gLys-NE-RIIR 9FrC_jnzyulin;
AQATIpR15erR gLySTNE-ALIIRH FTO_ i nzulin;

AORTIpp 1Raap glys NETLYSRD PO nzyuling

XX X



AQPTIA21CGIYRo gLYS NETLYSRp 9P O i nzulin;
AQPIp015erp 2 gLys N LYSR 9F O inzulin;
AQLYSpp1¥aagpglysTNe-Ardpp 9Fro_inzuling
AQLYSp2161YRogLysTNeAYIR) 9FFO i nzulin;
AQLYSp215eTp2gLys NeAr9R D 9F O inzulin;
AQLYSpp1¥aappglysTNeLYsSp) 9FrOninzuling
AQLYSp2 16y gLlysTNeLYsSRD 9P inzulin; a
AQLYSA21SerRo gLy TN LYSRD 9P O inzulin.
AQRTIRP QLYS-Ne-ArgR31ArI_inzylin;
AOATIp ¥R QLYSTNETAXAR31AT9- i nzulin;
AQPTIA 161V otys T NemArOR3 1A 9 inzulin;
AQPFIp15erpR oLYSNeATIR31ATI_inzuling;
AQPFIR2olys NeLYSR31Ard_inzulin;
AQPTIpp 1%eep olys NeTlysp3 A9 _inzulin;
AQPTIp216YRo otys N LYSR3 1A 9 _inzulin;

AQRrIp018erpp glys N LYSR3 At inzulin;

pQLyspp ohys-Ne-Argp31Ly¥S_ipnzuylin;
AQLYSpp1¥eepp glys Ne-ArgR3 ¥S_inzulin;
AOMSA21m”B2QWS“*AWB31LW-inzulin; a

AQLYSpD15erpo gLYSTNE-ARGR 3 ¥ _inzyulin.

V jiném vyhodném provedeni se inzulinova sloucenina podle
ptedloZeného vynalezu zahrnuje modifikaci N-termindlniho
konce Yetdzce A a N-termindlni konec fetézce B. Takovou
inzulinovou slou&eninu je takové, kde byl kovalentné vézéan

Arg k N-termindlnimu konci inzulinového FPeté&zce A a byl
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kovalentné véazan Arg k inzulin Fetézce B. V jednom vyhodny
provedeni se p¥edloZeny vynalez tyka inzulinové slouceniny,

kde

(a) Ytetézec A obecného vzorce I,
A-1 A0 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All Al2 Al3
Xaa—Xaa—Gly—Ile—Val—Glu—Gln—Cys—Cys—Thr—Ser—Ile—Cys—Ser—Leu—

Al4 A15 Al6 Al7 Al8 Al9 A20 AZl
Tyr—Gln—Leu—Glu-Asn—Tyr—Cys—Xaa,

kde aminokyselinova sekvence obecného vzorce 1 Jje

snadzorndna v Sekv. ID ¢. 1, a

(b) Yetézec B obecného vzorce I1I,
B-1 BO Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 BIO B11l Bl2
Xaa—Xaa—Phe—Val—Asn—Gln—His—Leu—Cys—Gly—Ser—His—Leu—Val—

B13 B14 B15 B16 B17 B18 B19 B20 B21 B22 B23 B24 B25 B26 B27
Glu—Ala—Leu—Tyr—Leu—Val—Cys—Gly—Glu—Arg—Gly-Phe—Phe—Tyr—Thr-

B28 B29 B30

Xaa-Xaa-Xaa,

kde aminokyselinova sekvence obecného vzorce II je

znazornéna v Sekv. ID C. 2, kde

Xaa v poloze A-1 predstavuje Arg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin, alfa methyl arginin nebo Jje nepfitomny;



Xaa v poloze A0 predstavuje Arg, derivatizovany Arg,

homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,

derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin nebo alfa methyl arginin;

Xaa v poloze A21 je geneticky kédovatelnd aminokyselina;

Xaa v poloze B-1 predstavuje Arg, derivatizovany Arg,

homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,

derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin, alfa methyl arginin nebo je nepfitomny;

Xaa v poloze BO predstavuje Arg, derivatizovany Arg,

homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,

derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin nebo alfa methyl arginin;

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

v

poloze B28 je Lys nebo Pro;

poloze B29 je Lys nebo Pro;

poloze B30 je Thr, Ala nebo je neptitomny; Jjeden z
poloze B28 nebo Xaa Vv poloze B29 je Lys; a

poloze B28 a Xaa v poloze B29 nejsou oba Lys.

Také je poskytnut zphsob pro pripravu mikrokrystalu

zahrnujiciho tento inzulinovy analog a zinek. Ve vyhodném



provedeni p¥ihlé&sky vynalezu mikrokrystal zahrnuje

inzulinovy analog, zinek a protamin.

Také je poskytnut zpQsob pro piipravu mikrokrystalu,
zahrnujici uvedeni do kontaktu slo?ek zahrnujicich
inzulinovou slou&eninu a divalentni kovovy kationt ve
vodném rozpoudté&dle pfi hodnoté pH, ktera umoZiiuje tvorbu
hexamerd inzulinové sloudeniny. “Uvedeni do kontaktu” v
3irokém vyznamu odpovidd umisténi slozek do roztoku. V méné
§irokém vyznamu znamend uvedeni do kontaktu se tyka
ota&eni, vifeni, protfepavani nebo vibrace roztoku sloZek.

Vice specificky se uvedeni do kontaktu tyké michani slozek.

V jiném vyhodném provedeni pfihladky vynalezu je inzulinovy

analog je zvolen ze souboru, zahrnujiciho:

A0 IR0 9-inzulin;
A02T9A21%32R0A9-inzulin;
A0PTI9A218YROA 9~ inzulin;
A0RIA215%¢TROA9-1inzulin;
AOMSBOWS-inzulin;
A0Wsa21%%@R0MS—-inzulin;
AOMYSA21¢YYBOM -inzulin;
A0LYSA21%¢* RO~ inzulin;
AOPIBOMS-inzulin;
AQPTIA21%22ROM - inzulin;
A0PT9A216MYROMW - inzulin;
A0PT9A215¢* B0 - 1inzulin;
AOMYSBOM9-inzulin;

n0Msp21%22R0M9~1inzulin;



AOMSA21%YYBO*9-inzulin; a

AOWYSA21%¢*B0*9-1inzulin.

“Inzulinovy templét” predstavuje inzulinovou slouleninu,
kterd je modifikovédna za ulelem pfripravy inzulinového
analoga nebo derivatu pfedloZeného vyndlezu. Inzulinové
sloudeniny, které mohou byt pouZity jako templéty pro
nislednou chemickou modifikaci, zahrnuji, ale neomezujil se
pouze na, jakykoli z pfirozen& se vyskytujicich inzulind a
vyhodn& lidsky inzulin; analog lidského inzulinu; B28¥e,
B29%™-inzulin; A0*9-inzulin; A21%%-inzulin; A0*9A21a%%3-
inzulin, BOM9-inzulin; B28*P-inzulin; B3™®B29%“-inzulin a
inzulinovou sloudeninu, kde jedna nebo dvé volné aminové
skupiny byly pfredtim derivatizovény s ochrannou skupinou
vyhodné& terc.-butyloxykarbonylu (Boc) za ucelem zvy3eni
reak&ni specificity nésledného acylaéniho kroku. Vyhodné je
templdtem inzulinu rekombinantni inzulin. Vyhodnéji je
templatem inzulinu je rekombinantni lidsky inzulin nebo
jeho analog. Nejvyhodné&ji je templétem inzulinu

rekombinantni lidsky inzulin.

A21%%%_inzulin mAZe byt pouZit jako templat inzulinu, pokud
je poZadovéano nahradit Asparagin v poloze 21 divokého typu
obecného vzorce I (odpovidajici pozici 23 Sekv. m C. 2)
jinou aminokyselinou, za Uéelem sniZeni nebo za uUCelem
zabran&ni deamidace inzulinové slouleniny, a/nebo
prodlouZeni G&inku inzulinové slouceniny. Podle jednoho

12" nahrazen

vyhodného provedeni p¥ihla8ky vyndlezu je AZ
A21%Y za ugelem pfipravy A21%Y¥-inzulinu. Podle jiného

vyhodného provedeni p¥ihlasky vynalezu je A21*" je nahrazen
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A21™T za GEelem pfipravy A21™ -inzulinu. Podle jiného
vyhodného provedeni p¥ihla3ky vynalezu je A21*" je nahrazen
A21*% za3 ulelem pFipravy A21**-inzulinu. Podle jiného
vyhodného provedeni pfihlasky vynalezu je A21%" je nahrazen

1%¢*_inzulinu.

A215%¢% za Uelem piipravy A2
“Rekombinantni protein” p¥edstavuje protein, ktery Jje
exprimovan v eukaryotické nebo prokaryotické bunce z
vektoru exprese obsahujiciho polynukleotidovou sekvenci,
kterd koéduje protein. Vyhodné& je rekombinantni protein

rekombinantni inzulinovou slouceninu.

“Rekombinantni inzulinova sloudenina” je inzulinova
sloudenina, kterd je exprimovéana v eukaryotické nebo
prokaryotické bunce z vektoru exprese obsahujiciho
polynukleotidovou sekvenci, kterd kdéduje fetézec A a
fet&zec B inzulinové sloueniny a popfripadé C-peptid
proinzulinové sloueniny. V jednom vyhodném provedeni
p¥ihlasky vyndlezu je rekombinantni proteinem rekombinantni
inzulin nebo proinzulinovy derivat. V jiném vyhodném
provedeni p¥ihl&8ky vynalezu je rekombinantnim proteinem

rekombinantni inzulin nebo proinzulinovy analog.

“Rekombinantni lidsky inzulin” predstavuje rekombinantni
inzulin majici Fet&zec A inzulinu divokého typu (Sekv. ID

-

&. 3) a reté&zce B (Sekv. ID &. 4) aminokyselinych sekvenci.

“Geneticky kédovand aminokyselina” p¥edstavuje
aminokyselinu, kterd je kbédovand genetickym koddnem, ktery

je skupinou t¥i bazi deoxyribonukleové kyseliny. Viz



Biochemistry, L. Stryer, Ed., Third Edition, W. H. Freeman
a Co., New York, p. 99-107 (1988). Geneticky kdédované
aminokyseliny zahrnuji alanin (Ala), arginin (Arg),
asparagin (Asn), kyselinu asparagovou (Asp), cystin (Cys),
kyselinu glutamovou (Glu), glutamin (Gin), glycin (Gly),
histidin (His), isoleucin (Ile), leucin (Leu), lysin (Lys),
methionin (Met), fenylalanin (Phe), prolin (Pro), serin
(Ser), threonin (Thr), tryptofan (Trp), tyrosin (Tyr) a

valin (Val).

Klinicky normélni hladina plazmatické glukdézy na lacno je
70-110 mg/dl. Klinicky normalni hladina plazmatické glukdzy
po jidle je méné& nez 140 mg/dl. “Dostatedny pro regulaci
krevni glukézy u subjektu” znamena, Ze podavani inzulinové
sloueniny vede ke klinicky norm&lni hladiné plazmatické

glukdézy na lacno.

7nalci v oboru dob¥e znamy ulinek inzulinu miZe byt
kvantifikovan za pouziti techniky “glucose clamp”, kde
mnozstvi exogenni glukézy, které je v prub&hu doby potreba
za Gdelem udrieni pfedem urlené hladiny plazmatické glukézy
je pouzito jako méritko rozsahu a trvani ucinku inzulinu
zplsobeného inzulinovou slouleninu. Napfiklad, viz Burke a
kol., Diabetes Research, 4: 163-167 (1987). Typicky je pri
tomto zkoumdni glukdéza podéna v nitrozilni infuzi. Pokud
inzulinovad sloudenina zplsobuje sniZeni hladiny plazmatické
glukézy, je zvySena mira infuze glukédzy tak, Ze je
udrfovéna pfedem urdend hladina plazmatické glukézy. Kdyz

poklesne G&inek inzulinové slouCeniny Jje mira infuze
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glukézy sniZena tak, Ze je udrZovéna pfedem urend hladina

plazmatické glukézy.

“O&inek inzulinu“ znamena, Ze zkoumdni “glucose clamp”
vyZaduje podévani inzulinové slouleniny, aby byla mira
intravenézniho podani glukdézy do krve zvySena za GcCelem
udrfeni predem ur&ené hladiny plazmatické glukédzy u
subjektu po dobu trvani pokusu. V jednom vyhodném provedeni
pfihlasky vynédlezu je pfedem urcenou hladinou glukédzy
hladina plazmatické glukézy na laéno. V jiném vyhodném
provedeni p¥ihladky vyndlezu je predem urdenou hladinou

glukézy hladina plazmatické glukédzy po jidle.

Inzulinovad slou&enina m& “protrahovanou dobu ucinku”, pokud
inzulinova sloudenina vede k u&inku inzulinu u
hyperglykemickych, napfiklad, diabetickych, pacientl, ktery
trva déle ne? G&inek lidského inzulinu. Vyhodné& inzulinova
slou&enina vede k udinku inzulinu, ktery trvé od p¥ibliZné
8 hodin do pfibliZn& 24 hodin po jednom podavani inzulinové
slou&eniny. Vyhodné&ji G&inek inzulinu trva od p¥iblizZné& 10
hodin do pfribliZné& 24 hodin. Jesté vyhodn&ji uéinek trva od
pfibliZn& 12 hodin do pfibliZné 24 hodin. D&le jesté
vyhodn&ji u&inek trva od pfiblizné 16 hodin do pf¥ibliZné 24
hodin. Nejvyhodné&ji udinek trva od pfibliZné 20 hodin do

pfibliZné& 24 hodin.

Tnzulinova sloudenina mé “bazalni ulinek inzulinu”, pokud
inzulinova sloudenina vede ke glukdédzu sniZujicimu G€inku u
subjektl, ktery trva pfiblizZné 24 hodin po jednom podavani

inzulinové slouceniny.
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“Izolovany protein“ ve zde uvedeném vyznamu znamena, Ze
protein se odstrani z prostfedi, ve kterém je pfipraven.
P¥irozené se vyskytujici protein je izolovany, kdyZ se
odstrani z buné&&ného prostfedi, kde protein existuje.
Rekombinantni protein je izolovany, kdyZ se odstrani z
bun&&ného prostfedi, kde protein je exprimovan. Chemicky
modifikovany protein, bud pfirozené& se vyskytujici nebo
recombinantni, je izolovany, kdyZ se odstrani z reaklni
smési, kde je protein chemicky modifikovany. Vyhodné se
izolovany protein odstrani od jinych proteinfi, polypeptidu
nebo peptidli. Postupy pro izolaci proteinu zahrnuji
centrifugaci, chromatografii, lyofilizaci nebo
elektroforézu. Takové a jiné zplsoby proteinové izolace
jsou dob¥e znamé odbornikovi v oboru. Vyhodné& se inzulinova

sloudenina podle predloZeného vyndlezu izoluje.

“Modifikace” proteinu se tykd adice aminokyseliny nebo
derivatizované aminokyseliny, k substituci jedné
aminokyseliny za jinou nebo k deleci aminokyseliny.
Modifikace mtiZe byt uskutednéna prostfednictvim
rekombinantni DNA metodiky. Nap¥iklad viz U.S. patent .
5,506,202, 5,430,016 a 5,656,782. Alternativné, modifikaci
miZe byt uskutednéna prostfednictvim chemické modifikace
templatu inzulinu, jako je pfidéni jedné nebo vice
chemickych skupin k templatu inzulinu nebo odstrané&ni jedné
nebo vice chemickych skupin z templétu inzulinu. Chemické
modifikace na templédtu inzulinu aminokyselinové postranni
skupiny zahrnuji karbamylaci, amidaci, guanidinylation,

sulfonylaci, acylaci jedné nebo vice a-amino skupin,
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acylaci g-amino skupiny (napfiklad, lysinové g-amino
skupiny), N-alkylaci argininu, histidinu nebo lysinu,
alkylaci glutamdtovych nebo aspartéatovych skupin
karboxylovych kyselinh a deamidace glutaminu nebo
asparaginu. Modifikace termindlni amino skupiny (napriklad,
a-amino skupiny) zahrnuji, bez omezeni, modifikace ve
smyslu des-amino, N-niZ3i alkyl, N-di-niZ3i alkyl a N-
acyl. Modifikace kone&né karboxy skupiny zahrnuji, bez
omezeni, modifikace ve smyslu amid, niZ$i alkyl amid,
dialkyl amid a niZ&i alkyl ester modifikaci. Navic muZe
jedna nebo vice postrannich skupin nebo terminalnich skupin
byt chrédn&nao ochrannymi skupinami, které jsou znamé

odbornikovi v oboru.

Aminokyseliny pouZité za ulelem vytvofeni inzulinového
analoga nebo inzulinového derivatu podle predloZeného
vynalezu mohou byt bud v D-nebo L-form& a mohou byt bud
pfirozend& se vyskytujicich aminokyselinami nebo umélé

aminokyseliny.

“Odvozeny Arg” pfedstavuje Arginin, ktery byl modifikovan
prostfednictvim chemické syntézy. Vyhodné Arg derivaty jsou
ty, ktery se ziskaji prostfednictvim acylace a/nebo
karbamylace. Ve vyhodném provedeni je Arg derivatizovany od
kladné& nabité aminokyseliny. Podle jiného vyhodného
provedeni p#ihlasky vyndlezu je Arg derivatizovany od Arg
na epsilon (-Ne) amino skupiné za G&elem pfipravy Arg-N°-
Arg. Podle jiného vyhodného provedeni pfihlasky vynalezu

je Arg derivatizovany od Lys na -Ng amino skupiné za Gcelem
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pfipravy Arg-N°®-Lys. V jiném vyhodném provedeni prihlasky
vynélezu je derivatizovany Arg dArginin (dArg nebo dR), cozZ
je Arg s obrécenou stereochemickou konfiguraci na alfa

uhliku.

“odvozeny Lys” predstavuje Lysin, ktery byl modifikovan
prost¥ednictvim chemické syntézy. Vyhodné Lys derivaty jsou
ty, které se ziskaji prostfednictvim acylace a/nebo
karbamylace. Ve vyhodném provedeni je Lys je derivatizovany
od kladn& nabité aminokyseliny. Podle jiného vyhodného
provedeni pfihlasky vynalezu je Lys derivatizovany od Arg
na epsilon (-Ng) amino skupiné za u¢elem pripravy Lys—N°-
Arg. Podle jiného vyhodného provedeni pfihla8ky vynalezu

je Lys derivatizovany od Lys na epsilon amino skupiné za
4&elem pfipravy Lys-N-Lys. V jiném vyhodném provedeni
prihlasdky vynalezu je derivatizovany Lys homoargininem
(homoArg nebo hR). V jiném vyhodném provedeni p¥ihlasky
vynélezu je derivatizovany Lys dLysinem (dLys nebo dL), coZ
je Lys s obracenou stereochemickou konfiguraci na alfa
karbon. V jiném vyhodném provedeni prihlasky vynélezu Jje

derivatizovany Lys je alfa guanidino homoarginin (gHR).

Lidsky inzulin obsahuje tfi volné amino skupiny: N-
termindlni o-amino skupinu retézce A, N-termindlni a—amino
skupinu fet&zce B a g-amino skupinu lysinu fetézce B
postranniho fetézce. Obecné& mohou byt a- a/nebo g-amino
skupiny proteint acylované aktivovanymi karboxylovymi
kyselinami. V tomto kontextu se acylace tykéd tvorby amidové

vazby mezi aminem a karboxylovou kyselinou.
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Acylace N-terminalni aminokyseliny inzulinového fetézce A
aminokyselinou vede k tvorbé peptidové vazby. Podobné

acylace N-terminalni aminokyseliny inzulinového fetézce B
aminokyselinou vede k tvorb& peptidové vazby. Acylace g~
amino skupiny Lys aminokyselinou vede k Lys-N°-

aminokyselinovému derivatu.

“Acylovany Arg” znamend acylovou skupinu, kterd je
kovalentné& vazana k Arg prostfednictvim kovalentni vazby

vytvorené mezi kyselou skupinou acyl-obsahujicl slouceniny

a g-amino skupinouy Arg.

“Acylované Lys" znamena acylovou skupinu, kterda je
kovalentné& vézand k Lys prostfednictvim kovalentni vazby
vytvorené mezi kyselou skupinou acyl-obsahujicil sloueniny

a Lys.

“Karbamylovany inzulin” predstavulje karbamylovou skupina,
kterd je kovalentné vézand k inzulin prostfednictvim
kovalentni vazby vytvofené mezi karbonylovym uhlikem
karbamylové skupiny a karbamyl-obsahujici slocucenina a

amino skupiny inzulinu.

“Karbamylovany Arg" snamend karbamylovou skupina, kterd je
kovalentn® vazana k Arg prostfednictvim kovalentni vazby
vytvofené mezi karbonylovym uhlikem karbamylové skupiny a

karbamyl-obsahujici sloudenina a alfa-amino skupina Arg.



“Karbamylovany Lys“ znamen& karbamylovou skupinu, ktera je
kovalentn& vazana k Lys prostfednictvim kovalentni vazby
vytvofené mezi karbonylovym uhlikem karbamylové skupiny

karbamyl-obsahujici slouceniny a Lys.

“Farmaceuticky pfijatelny” pfedstavuje klinicky vhodny pro
podani &lovéku. Farmaceuticky prijatelny pripravek
neobsahuje toxické prvky, neZadouci zne¢isténi a podobné a

neinterferuje s uinkem aktivnich sloucenin.

“Farmaceuticka kompozice” pfedstavuje kompozici, ktera je
klinicky pfijatelnd po podéni lidskému subjektu. Inzulinova
sloudenina podle predloZeného vynadlezu muZe byt formulovana
ve farmaceutické kompozici tak, Ze protein interaguje s
jednou nebo vice anorganickymi bézemi a anorganickymi a
organickymi kyselinami, za uUCelem pfipravy sole. Kyseliny,
které se b&Zné& pouiivaji za ucelem pfipravy adiénich soli
kyselin jsou anorganické kyseliny jako je jsou kyselina
chlorovodikova, kyselina bromovodikova, kyselina
jodovodikova, kyselina sirova, kyselina fosforecna a
podobn& a organické kyseliny Jjako jsou kyselina p-
toluensul fonové, kyselina methansulfonova, kyselina
5tavelova, kyselina p-bromofenyl-sulfonova, kyselina
uhli&ita, kyselina jantarova, kyselina citronovéa, kyselina
benzoova, octova kyselina, trifluoroctovéd kyselina a
podobn&. P¥iklady takovych soli zahrnuji sulfat,
pyrosulfat, bisulfat, sulfit, bisulfit, fosforecnan,
hydrogenfosforecnan, dihydrogenfosforecnan,
metafosfore&nan, pyrofosforeénan, chlorid, bromid, jodid,

octan, propionédt, dekanoat, kaprylat, akrylat, format,



isobutyrat, kaprodt, heptanoat, propiolat, oxalat, malonat,
sukcinat, suberéat, sebacdt, fumarat, maledt, butyn-1,4-
diodt, hexyn-1,6-dioadt, benzoat, chlorbenzoit,
methylbenzoat, dinitrobenzoat, hydroxybenzoat,
methoxybenzoat, ftaldt, sulfonat, xylensulfonat,
fenyloctan, fenylpropionat, fenylbutyrat, citrat, laktéat,
gama-hydroxybutyrat, glykolat, tartrat, methansulfonat,
propansulfonat, naftalen-1l-sulfondt, naftalen-2-sulfonat,

mandeldt a podobné.

Baze adi&nich soli zahrnuji ty, které jsou derivaty
anorganickych bazi, jako je amoniak nebo alkalie nebo
hydroxidy kovl alkalickych zemin, uhliéitany,
hydrogenuhli&itany a podobné&. Ty baze, které jsou uzitecné
pro pfipravu soli takto podle ptredlozZeného vynalezu
zahrnuji hydroxid sodny, hydroxid draselny, hydroxid

amonny, uhli&itan draselny a podobné.

“Mikrokrystal” pfedstavuje pevnou latku, ktera zahrnuje
primadrn& v krystalickém stavu a s mikroskopickou velikosti,
typicky s nejdelSim rozmérem Vv rozmezi od 1 mikronu do 100

mikront. “Mikrokrystalicky” znamena stav mikrokrystalu.

“Amorfni precipité&t” znamena nerozpustny materidl, ktery
neni neni krystalické struktury. Znalec v oboru je schopny

rozeznat krystaly od amorfnich precipitétd.

“Suspenze” predstavuje smé&s tekuté faze a faze pevné latky,
kterd sestéva z nerozpustnych nebo midlo rozpustnych Castic,

které jsou del3i neZ by odpovidalo velikosti koloidni
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Castice. Napriklad smé&si NPH mikrokrystald a vodného

rozpoustédla tvori suspenze.

“Suspenzni pfipravek” pfedstavuje farmaceutickou kompozici,
kde aktivni ¢inidlo p¥itomné ve fazi pevné latky, nap¥iklad
mikrokrystalickd pevnd latka, amorfni precipitat nebo
oboje, kterd je jemn& dispergovana do vodného rozpouStédla.
Jemn& dispergovand pevnd latka je takovd, Ze miZe byt
suspendovand celkem jednotnym zptsobem ve vodném
rozpoudté&dle uU¢inkem mirného michani smési, coZ takto vede
k rozumé& jednotné suspenzni formé&, ze které se miZe
extrahovat davkovaci objem. Pfiklady komercné& dostupnych
inzulinovych suspenznich formulaci zahrnuji napfiklad NPH,
PZI a Ultralente. Mald Céast pevné latkové hmoty v
mikrokrystalické suspenzni formulaci miZe byt amorfni.
Vyhodné&, je podil amorfniho materidlu mensi nez 10 % a
nejvyhodn&ji mensi nez 1 % pevné latkové hmoty v
mikrokrystalické suspenzi. Podobné miZe byt mald Cast pevné
latkové hmoty v suspenzi amorfniho precipitatu

mikrokrystalické.

“Protamin” pfedstavuje sm&s silné bazickych proteint, ktera
se ziskd z rybiho sperma. Prumérnd molekulova hmotnost
proteint v protaminu je p¥ibliZné 4200 (Hoffmann, J. A. a
kol., Protein Expression and Purification, 1: 127-133
(1990)]. “Protamin” se miZe tykat pfipravkd proteinl, které
jsou relativné& bez obsahu sole, Casto nazyvané “protaminova

baze”.
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Protamin se také tykéd ptripravkd sloZenych ze soli proteinf,
napfiklad, protamin sulfdtu. Komer&ni pfipravky se Siroce

1i8i svym obsahem soli.

“Wodné rozpoudtédlo” predstavuje tekuté rozpoudtédlo, které
obsahuje vodu. Systém vodného rozpoustédla se muZe sklédat
vyhradn& z vody, miZe se sklddat z vody spolu s jednim nebo
vice misitelnymi rozpoudtédly nebo miZe obsahovat
rozpoudt&dla. B&Zné& uZivand misitelnd rozpousté&dla jsou
organické alkoholy s kratkym Yetézcem jako jsou methanol,
ethanol, propanol; ketony s kratkym feté&zcem Jjako je

aceton; a polyakoholy jako je glycerol.

“Cinidlo isotonicity” pfedstavuje slouceninu, kteréa je
fyziologicky tolerovand a dodava vhodnou tonicitu pEipravku
za Ulelem zabranéni toku vody pfes buné&né membrany, které
jsou ve styku s podavanym pripravkem. Glycerol, ktery je
také znamy jako glycerin, a manitol, jsou bé&Zné& pouZivana
&inidla isotonicity. Jind &inidla isotonicity zahrnuji
sole, naptiklad, chlorid sodny a monosacharidy, napfiklad
dextrédzu a laktézu. Vyhodné& je Cinidlem isotonicity

glycerol.

“Hexamer-stabilizujici sloulenina” pfedstavuje slouceninu
neproteinového charakteru, sloueninu s malou molekulovou
hmotnosti, kterd stabilizuje inzulinovou slouleninu podle
pfedloZeného vynédlezu ve stavu hexamerické asociace.
Fenolové sloudeniny, obzvladté& fenolovd konzervalni
¢inidla, jsou nejlepdimi zndmymi stabilizujicimi

slouBeninami pro inzulinové slouceniny. Vyhodn& se vybere
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hexamer-stabilizujici sloulenina ze skupiny zahrnujici
fenol, m-kresol, o-kresol, p-kresol, chlorkresol,
methylparaben nebo sm&si dvou nebo vice téchto sloufenin.
Vyhodné&ji je hexamer-stabilizujici sloucCenina fenol nebo

m-kresol nebo jejich smés.

“Konzervadni &inidlo“ pFfedstavuje slouceninu, ktera se
p¥ida k farmaceutické formulaci, aby uéinkovala jako anti-
mikrobidlni &inidlo. Konezervacni &inidlo, kterd jsou
pouZivand ve formulacich podle pfedloZeného vynalezu miZe
byt fenolové konzervalni ¢inidlo a miZe byt stejné jako
hexamer-stabilizujici slouCenina nebo jiné neZ hexamer-
stabilizujici slou&enina. Parenterdlni pripravek musi
spliiovat naroky pro ulinnost konzervacniho ¢inidla, aby z
néj mohl byt komer&n& dostupny produkt pro Cetné pouziti.
Mezi konzervad&ni &inidla, kterd jsou znamé& v oboru a jsou
G&inna a prijatelnd pro parenterdlni pripravek Jsou
benzalkonium chlorid, benzethonium, chlorhexidin, fenol, m-
kresol, benzyl akohol, methylparaben, chlorbutanol, o-
kresol, p-kresol, chlorkresol, dusiCnan fenylrtuti,
thimerosal, benzoova kyselina, butyl paraben, ethyl
paraben, fenoxy ethanol a fenyl ethylakohol, propyl
paraben, benzylchlorkresol, chlorkresol a razné jejich

smési.

“Fenolové konzervadni &inidlo” zahrnuje sloueniny, které
se vyberou ze skupiny zahrnujici fenol, m-kresol, o-
kresol, p-kresol, chlorkresol, methylparaben a jejich
smési. N&kterd fenolové konzervaéni &inidla, jako jsou

fenol a m-kresol, jsou zndm& tim, Ze se vaziou k inzulinu
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podobnym molekuldm a touto cestou vedou ke zmé&nam v
konformaci, kterd zvysi bud fyzikdlni nebo chemickou
stabilitu nebo oboji. Vyhodné je fenolovym konzervacnim
ginidlem m-kresol nebo fenol. “Pufr” nebo “farmaceuticky
pfijatelny pufr“ p¥edstavuje sloueninu, kterda je bezpelna
pro pouZiti v inzulinovych p¥ipravcich a kterd ma pH
kontrolujici ucéinek ptipravku p¥i hodnoté& pH pozZadované pro
formulaci. Hodnota pH krystalickho pfipravku podle
pfedloZeného vyndlezu je od p¥ibliZné 6,0 do pfiblizZné 8,0.
Hodnota pH roztoku p¥ipravku podle pfedloZeného vynalezu Jje

od pfiblin& 3,5 do p¥ibliZné& 6,0.

Farmaceuticky p¥ijatelné pufry pro kontrolu hodnoty pH pri
mirné& kyselych hodnotdch pH na mirné bazické hodnoty pH
zahrnuji takové slouceniny Jjako je laktét; tartrat;
fosforednan a obzvlasté fosforecnan sodny ; octan a
obzvla3té octan sodny ; citrdt a obzvlasté citrat sodny ;
arginin; TRIS; a histidin. “TRIS” znamena 2-amino-2-
hydroxymethyl-1, 3, -propandiol a k jakoukoli jeho
farmakologicky p¥ijatelnou s@l. Voln& baze a
hydrochloridové forma jsou dvé bézZné formy TRIS. TRIS je
také zndmy v oboru jako trimethylol aminomethan,
tromethamin a tris (hydroxy-methyl) aminomethan. Jiné
farmaceuticky p¥ijatelny pufry, které jsou vhodné pro
kontrolu hodnoty pH na poZadovanou hodnotu jsou znamé

odbornikovi v oboru.

“Rychle uc¢inkujici inzulinovy analog” vykazuje
hypoglykemizujici ucinek, ktery (a) zacCinad dfive po

podkoZnim podani neZ lidsky inzulin, a/nebo (b) vykazuje



kratsi dobu trvani Ucinku neZ lidsky inzulin po podkozZnim
podani. B28™°B29%*°-inzulin (take nazyvany “lispro”
inzulin) je rychle u¢inkujici inzulinovy analog, kde se
zaméni Pro v poloze 28 inzulinu divokého typu fetézce B
(Sekv. ID ¢. 4) a Lys v poloze 29 inzulinu divokého typu
fetézce B (Sekv. ID ¢&. 4). Viz naptriklad U.S. patent ¢&.
5,504,188 a 5,700,662. Jiny rychle G¢inkujici inzulinovy
analog je B28*P-inzulin, kde se Pro v poloze 28 feté&zce B
divokého typu nahradi Asp. Viz U.S. patent ¢. 6, 221, 633.
Jiny rychle t&inkujici inzulinovy analog je B3M°B29%u-

inzulin. Viz U.S. patent ¢. US 6,221,633.

Také je zde poskytnut zplsob pro pfipravu mikrokrystalu
zahrnujiciho inzulinovou slouceninu podle predloZeného
vyndlezu. V jednom provedeni nebosahuje mikrokrystal
protamin. V jiném provedeni pfedloZeného vynalezu
mikrokrystal neobsahuje protamin a neobsahuje divalentni
kationt, napfiklad, zinek. Takovy krystal je obzvlasté
vhodny pro pfipravu krystald z roztoku nebo v bezvodé formé

pro nésledné formulace.

V jiném provedeni obsahuje mikrokrystal protamin.

V jiném provedeni obsahuje mikrokrystal jak inzulinovou
slouCeninu podle predloZeného vyndlezu, tak i lidsky
inzulin. V jednom vyhodném provedeni p¥ihlasky vynédlezu se
mikrokrystal pouzZije za UCelem vytvofeni roztoku pfipravku.
V jiném vvhodném provedeni pfihl&sky vyndlezu se
mikrokrystal pouZije za UCelem vytvoreni suspenze

ptipravku.



Také je poskytnut zplsob pro pfipravu suspenze p¥ipravku
zahrnujici inzulinovou slouceninu podle predloZeného
vynadlezu. Také je poskytnut zplisob pro pfipravu kompozice
zahrnujici p¥ipravek v suspenzi. V jednom provedeni
obsahuje pfipravek v suspenzi nerozpustnou fazi a fazi
roztoku, nerozpustnou fadzi zahrnujici mikrokrystal podle
pfedloZeného vynédlezu a fdzi roztoku zahrnujici vodu. Pokud
je poZadovano, obsahuje fdze roztoku lidsky inzulin nebo
rychle G&inkujici inzulinovy analog, jako jsou B28™°B297°-

inzulin, B28®®-inzulin nebo B3M*B29%™,

Formulace v suspenzi mbZe byt pouZita za ucelem pfipravy
léku pro lécbu diabetu mellitu. Formulace v suspenzi mGZe
také byt pouZita za udelem 1éc¢by diabetu mellitu, v zplsobu
zahrnujicim podéni p¥ipravku v suspenzi subjektu v
mnoZstvi, které je dostatelné pro regulaci koncentrace

krevni hladiny glukézy u subjektu.

Inzulinova slou&enina podle pfedloZeného vyndlezu miZe byt
v komplexu s vhodnym divalentnim kovovym kationtem.
“Divalentni kovovy kationt” pfedstavuje iont nebo ionty,
které se podileji na tvorbé& komplexu s mnozZstvim molekul
proteinti. P¥echodné kovy, alkalické kovy a kovy alkalicjych
zemin jsou p¥iklady kovl, které jsou znamé za UCelem
pripravy komplex s inzulinem. Pfechodné kovy jsou vyhodné.
Vyhodné& je divalentni kovovy kationt jednim nebo vice
kationty, které se zvoli ze souboru, zahrnujiciho zinek,
mé&d, kobalt, ho¥&ik, vapnik, kadmium, nikl a Zelezo.

Vyhodnéji je divalentnim kovovym kationtem zinek. Vyhodné
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je zinek poskytnut ve formé& sole, jako jsou siran
zine&naty, chlorid zinec&naty, oxid zineCnaty nebo octan
zine&naty. Divalentni kovové komplexy inzulinové sloucCeniny
jsou obecn& nerozpustné ve vodném roztok v oblasti hodnot
fyziologického pH. Tyto komplexy takto mohou byt podavany
podkoZné& jako suspenze a vykazuji sniZenou miru uvoliiovéani

in vivo, ¢&imZ se prodluZuje doba u¢inku slouceniny.

7a USelem ziskédni komplex® mezi inzulinovou slouceninu
podle predloZeného vyndlezu a divalentnim kovovym kationtem
se protein rozpusti ve vhodném pufru a za pritomnosti soli
kovu. Smé&s se nechd inkubovat p#¥i teploté okoli, ¢imZ se
umoZni precipitace komplexu. Vhodnymi pufry jsou ty, které
udr?uji smés pfi hodnoté& pH v oblasi od pfibliZné 3,0 do
pF¥iblizn& 9,0 a neinterferuji s reakci tvorby komplexu.
Priklady zahrnuji fosfore&nanové pufry, octanové pufry,
citratové pufry a Goodeovy pufry, napfiklad HEPES, Tris a
Tris acetat. Vhodné kovové sole jsou ty, kde je kov
dostupny pro tvorbu komplexu. Pfiklady vhodnych soli zinku
zahrnuji chlorid zine&naty, octan zine&naty, oxid zineclnaty

a siran zineénaty.

“Chrané&na aminokyselina” je aminokyselina, kterd m& vSechny
z reaktivnich funké&nich skupin aZ na jednu reversibilné
derivatizované tak, Ze pouze jedna funkéni skupina Jje
reaktivni. Naptiklad v pfripadé chrénéné aktivované
karboxylové kyseliny je alfa karboxylétova skupina
reaktivni, ale v3echny jiné funk&ni skupiny na aktivované
karboxylové kyseliné& jsou nereaktivni. Chréanéna

aminokyselina je “nechr&né&nd”, kdyZ se odstrani funkéni
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skupina. Vyhodné& je chranénou aminokyselinou chrénény

arginin.

“Konzervativni substituce” je nahrazeni aminokyseliny jinou
aminokyselinou, kterd ma stejny celkovy elektricky nédboj a
pfibliZn& stejnou velikost a stejny tvar. Aminokyseliny s
alifatickym nebo substituovany alifatickym
aminokyselinovymi postrannimih Ffetézci majil p¥ibliZné
stejnou velikost, kdyZ se celkovy pocet uhlikd a
heteroatomd na jejich postrannich Fet&zcich 1isi o ne vice
ne? pribliZné& &ty¥i. Maji pribliZné stejny tvar, kdyZ se
po&et vé&tvi na jejich postrannich fetédzecich 1131 o ne vice
ne? jedna. Aminokyseliny s fenylovou nebo substituovanou
fenylovou skupinou na jejich postrannich Ffetézecich se
perou, ?e maji pfiblizné& stejnou velikost a tvar. NiZe je
uvedeno pé&t skupin aminokyselin. Ndhrada aminokyseliny
inzulinu jinou aminokyselinou ze stejné skupiny vede ke

konzervativni substituci:

Skupina I: glycin, alanin, valin, leucin, isoleucin, serin,
threonin, cystin a v prirodé se nevyskytujici aminokyseliny
s C;-C, alifatickym nebo C;-Cy hydroxyl substituovany
alifatickymi postrannimi Ffetézci (pZimy fet&zec nebo s

jednim vétvenim) .

Skupina II: kyselina glutamova, kyselina asparagova a v
pfirodé se nevyskytujici aminokyseliny s karboxylovou
kyselinou substituovanou Ci-Cq alifatickymi postrannimi

¥etézci (bez vétveni nebo jeden vétvici bod).
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Skupina III: lysin, ornithin, arginin, homoarginin a v
p¥irodé& se nevyskytujici aminokyseliny s amin nebo
guanidino substituovany Ci-C4 alifatickymi postrannimi

¥et&zci (bez vé&tveni nebo Jeden vé&tvici bod).

Skupina IV: glutamin, asparagin a v pfirodé se
nevyskytujici aminokyseliny s amidové substituovanymi C;-Cy4
alifatickymi postrannimi ¥fet&zci (bez vétveni nebo jeden

vétvici bod).

Skupina V: fenylalanin, fenylglycin, tyrosin a tryptofan.

Konzervativni substituce jsou vyhodné provedeny prirozené
se vyskytujicimi aminokyselinami, krom& zde jinak

specificky uvedenych.

“Wysoce konzervativni substituce” je nahrazeni
aminokyseliny Jjinou aminokyselinou, ktera ma stejnou
funk&ni skupinu na postrannim Yetdzci a skoro stejnou
velikost a tvar. Aminokyseliny s alifatickym nebo
substituovanymi alifatickymi aminokyselinovymi postrannimi
tfetézeci maji skoro stejnou velikost, kdyZ se celkovy pocCet
uhlikd a heteroatomd na jejich postrannich feté&zecich 1i3i
ne vice ne? dva. Maji skoro stejny tvar, kdyZ maji stejny
pocet vétvi v jejich postrannich fetézcich. Priklady vysoce
konzervativnich substituci zahrnuji valin za leucin,
threonin za serin, kyselinu asparagovou za kyselinu
glutamovou a fenylglycin pro fenylalanin. PE¥iklady

substituci, ktery nejsou vysoce konzervativni zahrnuji
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alanin za valin, alanin za serin a kyselinu asparagovou za

serin.

V inzulinové slou&eniné& podle predloZeného vynadlezu mizZe
mit Petdzec A dodate&né 1-3 aminokyseliny na feté&zci A C-
terminalniho konce, co? by byly pozice A22, A23 a Az4
obecného vzorce I. Vyhodn& je aminokyselina na kazdé =z
pozici A22, A23 a A24 Xaa, kde Xaa je geneticky kédovatelna

aminokyselina.

Betdzec B miZe mit dodatedné 1-6 aminokyseliny na Fetézci B
C-termindlniho konce, co? by byly pozice B31l, B32, B33,
B34, B35 a B36 obecného vzorce II. V jednom vyhodném
provedeni p¥ihlasky vynalezu Yet&zec B zahrnuje Ala v
poloze B31, Arg v poloze B32 a Arg v pozicich B33. V jiném
vyhodném provedeni prihlasky vynalezu fet&zec B zahrnuje
Ala v poloze B31l, Ala v poloze B32, Ala v poloze B33, Ala v
poloze B34, Arg v poloze B35 a Arg v poloze B35.

“j&inné mno¥stvi” inzulinové slouleniny, mikrokrystalu,
suspenze, roztoku amorfniho precipitatu nebo kompozic podle
pfedloZeného vynéalezu je mnoZstvi, které vede k
pozadovanému ucinku inzulinu bez zapti&iné&ni nepfijatelnych
vedlejdich uinkt p¥i podani subjektu, ktery potfebuje
inzulinovou terapii. “UZ&inné mnoZstvi” inzulinové
slougeniny podle predloZeného vynalezu podavéné subjektu
také zaleZi na typu a zavaZnosti nemoci a na
charakteristikach subjektu, jako jsou celkovy zdravotni
stav, vé&k, pohlavi, té&lesna hmotnost a tolerance 1éku.

Znalec v oboru je schopny urit pfibliZné davkovani v
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z4vislosti na téchto a jinych faktorech. Typicky maZe byt
terapeuticky ucinné mnoZstvi inzulinové slouceniny podle
predloZeného vynadlezu v rozmezi od pfibliZné& 0,01 mg za den
do p¥ibliZné 1000 mg za den na dosp&lou osobu. Vyhodné se
davkovani nachazi v rozmezi od pf¥ibliZné& 0,1 mg za den do
pfibliZné 100 mg za den, vyhodné&ji od pf¥ibliZné 1,0 mg

denn& do pribliZné 10 mg denné.

“Poradovany terapeuticky uéinek” zahrnuje jedno nebo vice
ze nasledujiciho: 1) zlepSeni symptomu (4) spojenych s
diabetem mellitem, 2) opoZdéni né&stupu symptomi spojenych s
diabetem mellitem, 3) prodlouZeni délky Zivota ve srovnani
s nepfitomnosti léCeni a 4) vétsi kvalita Zivota v
porovnani s nepfitomnosti 1é&eni. “U&inné mnoZstvi”
inzulinové sloueniny podle pfedloZeného vynalezu pro 1écbu
diabetu je napfiklad mnoZstvi, které by vedlo k vétsi
kontrole koncentrace krevni glukézy neZ v nepfitomnosti
lé&eni, &im? se dosédhne opoZdéni v zacatku diabetickych
komplikaci jako Jjsou diabeticka retinopatie, diabeticka

neuropatie nebo nemoci ledvin.

Davka, cesta podavani a polet davek za den, urci lékar,
ktery bere na zfetel takové faktory jako jsou terapeutické
cile, charakter a pricCina pacientovi nemoci, pohlavi a
t&lesna hmotnost, fyzicka zdatnost, jidelni navyky, zplisob
podavani a jiné faktory, které jsou znédmé lékaf¥i znalému
dané problematiky. V 8irokém rozmezi by denni dévka byla v
rozmezi od ptribliZn& 1 nmol/kg té&lesné hmotnosti do
p¥ibliZn& 6 nmol/kg télesné hmotnosti (6 nmol Jje povazZuje

za ekvivalent ptibliZn& 1 jednotky ucinku inzulinu). Davka



mezi pribliZné 2 a p¥ibliZné& 3 nmol/kg Jje typicky pfitomné

u inzulinové terapie.

Léka?, kery se vyznad v 1éZb& diabetu je schopny vybrat
terapeuticky nejvyhodné&jsi prostfedky pro podéni piipravku
podle predloZeného vynalezu. Parenterdlni cesty podéavéani
jsou vyhodné. Typické cesty parenterdlniho podadvani roztoku
a suspenze formulaci inzulinu jsou podéani do podkozZni a
podéani do svalu. Kompozice a pfipravek podle pfedloZeného
vyndlezu mohou také byt podavany nosni cestou, pfes

sliznici dutiny ustni, plicni cestou nebo olnim podanim.

Inzulinovd sloulenina podle pfedloZeného vynalezu a jeji
kompozice se mohou podavat parenteréln&. Parenteralni
podani miZe zahrnovat napfiklad systémové podéni, jako Jsou
intramuskulédrni, intravenézni, podkoZni nebo
intraperitone&lni injekce. Vyhodné je cesta podani podkoini

cesta.

Tnzulinovd slou&enina podle pfedloZeného vynalezu a jeji
kompozice se mohou podavat subjektu ve spojeni s jednim
nebo vice farmaceuticky prijatelnymi excipienty, nosici
nebo Fedidly jako &&st farmaceutické kompozice pro 1écbu

hyperglykemie.

Inzulinové sloudenina podle pfedloZeného vynalezu a jeji
kompozice, miZe byt a roztok. Alternativné miZe byt
inzulinova sloudenina podle p¥edloZeného vyndlezu a jeji

kompozice suspenzi inzulinové slouleniny podle predloZeného
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vynadlezu nebo suspenze proteinu slouceniny v komplexu s

divalentnim kovovym kationtem.

Také je zde poskytnut zplasob pro pripravu kompozice
zahrnujici inzulinovou slouceninu podle pfedlozZeného
vynadlezu a alespoifi jednu slozku zvolenou ze souboru,
zahrnujiciho &inidlo isotonicity, divalentni kationt,
hexamer-stabilizujici sloueninu, konzervacni ¢inidlo a

pufr.

Vhodné farmaceutické nosice mohou obsahovat inertni sloZky,
které neinteraguji s inzulinovou sloudeninu podle
pfedloZeného vynalezu. Mohou byt pouzity standardni
farmaceutické techniky formulace, Jjak Jje popsano v
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing
Company, Easton, PA. Vhodné farmaceutické nosile pro
parenterdlni podani zahrnuji napfiklad destilovanou vodu,
fyziologicky roztok, pakteriostaticky solny roztok (solny
roztok obsahujici p¥ibliZné& 0,9 % mg/ml benzyl akoholu),
fosfore&nanem-pufrovany solny roztok. Hankav roztok,
Ringer-laktat a podobné. N&které priklady vhodnych
excipient@ zahrnuji glycerol, laktdézu, dextrézu, sachardzu,

trehalézu, sorbitol a manitol.

“Subjektem” je savec, vyhodné Elovék, ale mize jim také byt
zvite, napfiklad domdci zvirata (napfiklad psi, kolCky a
podobné), hospodéfskd zvifata (nap¥iklad krava, ovce,
prase, ki a podobné) a laboratorni zvitrata (napfiklad

krysa, mys, kfelek a podobné) .



.
.

e ove .
. [

-

.

- 54 _ ee oo

Templat inzulinu a analog inzulinu se mohou ziskat za
pouziti metod rekombinace. Napfiklad se mizZe pouzZit
rekombinantni proinzulin nebo analog proinzulinu.
Alternativné mohou byt rekombinantni inzulinové A- a B-
fet&zce exprimovény v hostitelskych bufikdch a potom
rekombinovany. Alternativné& se muZe pouzit inzulinovy
prekurzor. KaZda z téchto metodologii je dobfe znama
odbornikovi v oboru. Napfiklad, viz U.S. patent C.

4,421,685, U.S. patent C. 4 569,791, U.S. patent &.

¢

4,569,792, U.S. patent ¢C. 4,581,165, U.S. patent
4,654,324, U.S. patent C. 5,304,473, U.S. patent

K

5,457,066, U.S. patent &. 5,559,094 Evropsky patent
pfedloZené pfihlasky vynalezu EP 741188 Al. Viz také Chance
a kol., Diabetes Care 16 (Suppl 3): 133-142 (1993); Chance
a kol., “Peptides: Synthesis—Structure—Function,” in:
Proceedings of the 7th American Peptide Symposium, Rich, D.
H. a kol., eds., Pierce Chemical Company, Rockford, IL, pp.
721-738 (1981); a Frank a kol., Munch. med. Wsch. 125
(Suppl. 1): S14-20 (1983).

Podle jednoho vyhodného provedeni p¥ihlasky vynalezu se

A (QLYS-Ne-Arg_pnqGlygngLys-Ne-Arg_jiny3]1in selektivné& piipravi
acylaci e-amino skupiny AQMSA218YR29WS—inzulinu. Selektivni
acylace g-amino skupiny miZe byt uskute&néna znalcem Vv
oboru. Napfiklad viz U.S. patent C. 5,646,242. Podle jiného
vyhodného provedeni pfihladky vynalezu Jje pQLysTNe-Arg_
A2161¥YRooLysTMe-Brg_3i1nou14n se selektivné pfipravi acylaci e-
amino skupiny A21%¥C64779C65"°-1idsky proinzulinu a

natravenim acylovaného proinzulinového derivatu s



protedzami za uCelem odstranéni nechté&nych aminokyselin, za
souaném ponechani intaktniho CE5MS™RII g B2OWITNRE 75
G&elem pPipravy AQMSNArd_pp1GlvppotvsTMArd_inzulinového

derivéatu.

Rekombinantni inzulinové sloudeniny se mohou pfipravit
zplisobem, ktery sestdvéa z kultivace hostitelské bunky
obsahujici DNA sekvenci kédujici inzulinovou slouCeninu
nebo jeji prekurzor a schopny exprese polypeptidu ve
vhodném Zivném médiu za podminek, umozZiiujici expresi
peptidu, coZ je nasledovano ziskanim vysledného peptidu z

hostitelskych bun&k a/nebo z média kultury.

Médium, které se pouzije za ucelem kultury buné&k mizZe byt
jakékoli konveéni médium vhodné pro rist hostitelskych
bunék, jako jsou minimalni nebo komplexni média, ktereé je
vhodné& obohaceno. Vhodnd média jsou dostupnd od komercnich
dodavateldl nebo se mohou pripravit na zékladé zpusobl,
které se ziskaji z publikaci (napfiklad v katalozich
American Typ Culture Collection). Peptid vytvofeny bunkami
se potom ziskd z média kultury konvednimi zpusoby, ktereé
zahrnuji odd&leni hostitelskych bunék od média centrifugaci
nebo filtraci, precipitaci sloZek proteinového charakteru
supernatantu nebo filtraci za pouziti sole, napfiklad
siranu amonného, purifikaci mnoZstvim chromatografickych
zpusobti, napfiklad iontoménicovou chromatografii, gelovou
filtraéni chromatografii, afinitni chromatografil a

podobn&, v zavislosti na daném peptidu.
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V souladu s tim je zde uveden zpusob exprese inzulinové
sloudeniny podle p¥edloZeného vynédlezu, zahrnujici
kultivaci hostitelské buiiky obsahujici inzulinovou
sloudeninu za podminek vhodnych pro propagaci hostitelské
bufiky a pro expresi inzulinové sloueniny. Podle jednoho
vyhodného provedeni pfihlaSky vynélezu zpusob dale zahrnuje
&i%téni inzulinové sloudeniny z hostitelské bunky. Podle
jiného vyhodného provedeni p¥ihlasky vyndlezu zpusob dale
zahrnuje &idté&ni inzulinové slouCenina z média kultury. V
dosud jiném vyhodném provedeni zptsob dale zahrnuje ¢isténi
inzulinové sloudeniny jak z hostitelské buiiky a tak z média

kultury.

Ve vyhodném provedeni p¥ihlasky vynalezu je hostitelska
bufika je eukaryotickou buifikou. Vyhodné je eukaryotickou
buiikou je bufika houby, bufika kvasinky, bufika savce nebo
nesmrtelné savéi bund&né linie. V jiném vyhodném provedeni
pfihlasky vynalezu je hostitelska bunka prokaryotickou
bufikou. Vyhodné& je prokaryotickou bunkou bakteridlni bunka

a vyhodn&ji je ji bunka E. coli.

Sekvence nukleové kyseliny kéddujici inzulinovou slouCeninu
nebo jeji prekurzor se mizZe vloiit do jakéhokoli vektoru,
ktery se miZe pohodln& podrobit zpusobim rekombinantni DNA
a vyb&r vektoru &asto zaleZil na hostitelské bulice do které
se vnese. Vektor takto m@iZe byt autonomé& se replikujicil
vektorem, napf¥iklad vektorem, ktery existuje jako
extrachromozomidlni entita, jejiZ replikace je nezavisla na
chromozomélni replikaci, naptiklad plazmid. Alternativné

miZe byt vektoren ten, ktery se po vneseni do hostitelské
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bunky integruje do genomu hostitelské bufiky a replikuje se
spoleén& s chromozomem nebo chromozomy, do kterych se

integruje.

Vektor je vyhodn& vektorem exprese, kde se DNA sekvence
k6dujici peptid operabilné vazZe na dodateéné segmenty,
které jsou pot¥eba pro transkripci DNA, jako je promotor.
Promotor miife byt jakdkoli DNA sekvence, ktery vykazuje
transkrip&ni aktivitu ve vybrané hostitelské bulice a muZe
byt derivatizovéana od genti kédujicich proteiny, které jsou
bud homologni nebo heterologni s hostitelskou bunkou.
priklady vhodnych promotorl pro vedeni transkripce DNA
k6dujici peptid podle pfedloZeného vyndlezu v mnozstvi

hostitelskych bun&k jsou dobfe znamé v oboru.

DNA sekvence kédujici peptid se mbzZe také, pokud je to
t¥eba, operabilné& spojit s vhodnym termindtorem,
polyadenylaénimi signély, sekvencemi, které zesiluji
transkripci a sekvencemi, které zesiluji translaci.
Rekombinantni vektor podle pFedloZeného vynalezu mizZze déle
obsahovat DNA sekvence, které umozZiiuji vektoru replikaci v

dané hostitelské bunice.

Vektor miZe také obsahovat marker selekce, naptriklad gen
produktu, ktery nahrazuje v hostitelské bufice defekt nebo
gen, ktery bunku vybavi rezistenci va&i 1éku, napfiklad
ampicilinu, kanamycinu, tetracyklinu, chloramfenikolu,

neomycinu, hygromycinu nebo methotrexatu.



Sekre&ni signédlni sekvence (také znamé jako vedouci
sekvence, prepro sekvence nebo pre sekvence) miZe byt
vnesena v rekombinantnim vektoru, za i&elem nasmérovani
peptidu podle predloZeného vyndlezu na sekrelni cestu
hostitelskych bunék. Sekrecni signalni sekvence se spoji s
DNA sekvenci kédujici peptid ve spravném Ctecim ramci.
Sekre&ni signalni sekvence jsou p&¥né& umisté&ny na 5' konci
vzhledem k DNA sekvenci kdédujici peptid. Sekreé¢ni signalni
sekvence miZe byt normdlné& spojena s peptidem nebo miZe byt

ve form& genu, ktery kdduje jiny secernovany protein.

Tnzulinova sloudenina podle pfedloZeného vynadlezu se miZe
pfipravit za pouziti standardnich zpisobl technik syntézy
peptidd v pevné fazi. syntetizétory peptidld jsou komer&né
dostupné u napriklad Applied Biosystems v Foster City CA.
Reak&ni &inidla pro syntézu peptidd faze pevné latky Jsou
komer&né& dostupné napfiklad od Midwest Biotech (Fishers,
IN). Syntetizatory peptidt faze pevné latky se mohou pouZit
v souladu s instrukcemi od vyrobce pro blokovani
interferujicich skupin, ochranu aminokyseliny, ktera ma
reagovat, kopulaci, dekopulaci a opatfeni nezreagovanych

aminokyselin uzavérem.

Typicky se a-N-karbamylem chranéna aminokyselina a N-
terminalni aminokyselina rfistouciho peptidového fetézce na
prysky¥ici kopuluje p¥i teploté& okoli v inertnim
rozpoudtédle jako je dimethylformamid, N-methylpyrolidon
nebo methylchlorid za pritomnosti kopuladnich ¢inidel jako

jsou dicyklohexylkarbodiimid a 1-hydroxybenzotriazol a



baze jako je diisopropylethylamin. a-N-karbamylova
ochranna skupina se odstrani z vysledné peptidové
pryskyfice za pouziti reak&niho Cinidla jako jsou kyselina
trifluoroctova (TFA) nebo piperidin a kopulacni reakce se
opakuje s dal3i poZadovanou N-chranénou aminokyselinou,
kterd se pridd k peptidovému Feté&zci. Vhodné aminové
ochranné skupiny jsou dobfe zndmé v oboru a jsou naptiklad
popsany v Green a Wuts, “Protecting groups in Organic
Synthesis”, John Wiley a Sons, 1991, ktera je zahrnuta jako
reference. P¥iklady zahrnuji t-butyloxykarbonyl (tBoc) a
fluorenylmethoxy-karbonyl (Fmoc).

Peptidy se mohou syntetizovat za pouzitil standardnich
protokol® automatizované syntézy v pevné fazi za pouziti t-
butoxykarbonyl- nebo fluorenylmethoxykarbonyl-alfa-
aminokyseliny s patficnou ochranou postranniho fetézce. Po
ukon&eni syntézy se peptidy oddéli od pevného nosice se
soudasnym zbavenim ochrany postrannich Yet&zcl za pouzZiti
standardniho fluorovodikového nebo TFA zplsobl. Surové
peptidy jsou potom déle CiStény za pouziti chromatografie s
obracenymi fazemi na kolondch Vydac C 18 za pouZiti
lineadrnich gradient voda-acetonitril, kde vSechny
rozpoudté&dla obsahuji 0,1 % TFA. Za uUCelem odstranéni
acetonitrilu a vody se peptidy lyofilizuji z roztoku
obsahujiciho 0,1 % TFA, acetonitril a vodu. Cistota se miZe
zkontrolovat analytickou chromatografii s obracenymi
fazemi. TotoZnost peptidi se miZe zkontrolovat hmotnostni
spektrometrii. Peptidy se mohou rozpustit ve vodnych

pufrech p#i neutrélni hodnoté pH.
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Inzulinova sloudenina podle pfedloZeného vynalezu se mazZe
p¥ipravit chemickou modifikaci rekombinantniho templatu
inzulinu. V jednom provedeni se rekombinantni templat
inzulinu acyluje s jednou nebo vice chranénymi
aminokyselinami za pouzitil aktivované skupina karboxylové
kyseliny. Vyhodné se pou?ije aktivovany ester nebo amid.
Vyhodn&ji se pouzije aktivovany ester. Je3té vyhodné&ji se

pouzije N-hydroxysukcinimid (NHS) ester.

Vv zpusobu podle predloZeného vynadlezu se inzulinova
sloucenina pfipravi chemickou modifikaci templétu inzulinu
tak, e se templat inzulinu acyluje chrénénou
aminokyselinou za pouZitil aktivované skupina karboxylove
kyseliny. Vyhodné se pouzije aktivovany ester nebo amid.
Vyhodn&ji se pouzije aktivovany ester. Je3té& vyhodnéji se
pouzije N-hydroxysukcinimid (NHS) ester. Techniky acylace
N-termin&lniho konce FYetézce A a/nebo Lys fetézce B

inzulinu jsou dobfe znamé odbornikovi v oboru.

Podle jednoho vyhodného provedeni p¥ihlaSky vynalezu se
takto rekombinantni A21***-inzulin acyluje v polohdch Al a
B29, za u&elem p¥ipravy AOPTIp %2R gLYS MRS inzulinu. Podle
jiného vyhodného provedeni p¥ihlasky vynédlezu se A216YY-
inzulin acyluje v polohéchh Al a B29, za uclelem pfipravy

AQPTIR D 1 GLYR D QLYSNE-ATS i nzyylinu.

Podle jiného vyhodného provedeni prihlasky vynalezu se
rekombinantni A0P9A21%2-inzulin acyluje v poloze B29, za

G&elem ptipravy AQPrInp1Xeapp glysNe-lYs_inzyulinu. Podle jiného



vyhodného provedeni p¥ihl&8ky vynalezu se A0*9A21%Y-inzulin
acyluje v poloze B29, za Ulelem pfipravy A0PIA21C6YR2 QRYO TN

Lys_inzulinu.

Podle jiného vyhodného provedeni p¥ihlasky vynalezu se
rekombinantni AQMSA21¥3%2-inzulin acyluje v polohach AQ a B29
za ulelem pripravy AQLYSTNEArg_ppqXadgpglystNEArd_jpzulinu.
Vyhodné se A0Y®A21%Y-inzulin acyluje v polohach A0 a B29

2a t&elem pFipravy AQWSNAT_pp1GWR Qs -inzulinu.

Podle jiného vyhodného provedeni pfihla8ky vynalezu se
poZije analog proinzulinu, za G&elem vytvofeni inzulinové
sloudeniny podle pfedloZeného vynalezu. V lidském
proinzulinu divokého typu je Lys aminokyselina v poloze 64
a Arg je aminokyselina v poloze 65. MaZe se pouzit analog
proinzulinu, ktery ma Arg v poloze 64 a Lys v poloze 65, za
G&elem vytvoreni AQWA21***-inzulinu, ktery se potom acyluje
QLys-Ne-Arg_

v pozicich A0 a B29, za ucelem ptfipravy A

A7 1¥22p2QMYsNAIO_inon1iny. Vyhodn& se A0M°A21%Y-inzulin
acyluje v poloze B29, za ulelem pripravy AQLYS-Ne-Arg_

A21%YB29MYs AR -inzulinu.

Reakce proteinové acylace se vyhodné provedou ve smé&sich
vody a organickych rozpoustédel, ale mohou se také provést
v &ist& organickych nebo &ist& vodnych podminkéach, v
z&dvislosti na rozpustnosti reak&nich ¢inidel. V
nasledujicich ptikladech se reakce provedou ve smé&sich
obsahujicich mezi 40 a 60 % organické slozky s MeOH, DMF

nebo CH3CN jako organickymi latkami. Aktivované skupiny
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karboxylové kyseliny zahrnuji aminokyseliny, dipeptidy nebo
kratké polypeptidy, kde e-amino skupina a vSechny postranni
teté&zce funk&nich skupin se odvodi od vhodnych ochrannych
skupin, ktery se vyhodn& odstrani po ukoneni kroku
derivatizace proteinu. Vyhodné& je karboxylédt aktivaéni
skupina N-hydroxy-sukcinimid (NHS), diky své pfihodné
rozpustnosti ve vodnych smé&sich a reaktivité vyslednych
NHS-esterti s proteinovymi amino skupinami. Pomé&r NHS-
esteru k templatu inzulinu se miZe mé&nit mezi 2 a 20, ale
vyhodné& je mezi 3 a 5. Pomér se upravi v zdvislosti na
poZzadovaném mnozstvi mono-, di- a tri-acylovaného
produkt (&) stejné& tak jako na relativni reaktivité

vstupujiciho NHS-ester reak&niho cinidla.

Reakce se provedou p¥i teploté& okoli (20-25 stupnu C),
obecné& p¥i michani magnetickym tyckovitym michatkem nebo
michénim na grilu. Reakce se vyhodn& nechaji zpusobovat po

dobu 1/2 hodiny do 6 hodin.

Reakce se zastavi po dosaZeni pozadovéného stupné acylace
(jak se ur&i za pomoci LC-MS monitorace) okyselenim
kyselinou octovou nebo kyselinou trifluoroctovoua. Dale
analyza/&ist&ni se mbZe provést (1) pfimym ¢isténim reakéni
sm&si za pomoci HPLC s obré&cenymi fézemi, coZ je
nasledovano ostranénim ochranné skupiny a op&tovnym
&isténim vysledného izolovaného nechranéného produkt (4) za
pomoci HPLC s obrécenymi fazemi nebo (2) Fedénim reakéni
smése vodou na organicky obsah pod 25 % a lyofilizaci, coi
je nasledovéno ostranénim ochranné skupiny, ¢isténim

kationtom&nidovou chromatografii a kone&nym &isténim/
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sbavenim soli HPLC s obracenymi fazemi nebo gelovou

filtraci.

Ochranné skupiny mohou zahrnovat skupiny, pro které se
zbaveni ochrany miZe provést za podminek, které jsou
srovnatelné s proteiny a peptidy (napfiklad podminek, které
nejsou tak hrubé, aby narudily protein/peptid). Za Gcelem
ochrany amino funk&nich skupin se napfiklad mohou pouZit
terc.-butyloxykarbonylové (Boc) nebo trifluoracetylové
(tfa) skupiny. Ochranné skupiny se mohou odstranit
nap¥iklad kyselinou trifluoroctovou (TFA) a vodnym
hydroxidem amonnym (NH,OH). Ochrana guanidinové skupiny se
provede prost¥ednictvim Boc, Pmc (2,2,5,7,8-
Pentamethylchroman—6—sulfonyl) nebo Pbf (2,2,4,6,7-
Pentamethylbenzofuran—5—sulfonyl) skupin. Pmc a Pbf
skupiny se také odstrani za pomoci TFA, ale za pritomnosti

vychytava&d, jak je popsano dale v ptikladech.

Protoje amino skupiny musi byt v neutralni (deprotonované)
form&, aby zjevné& reagovaly v acylaci, hodnota pH, pfi
kterém se reakce provadi, vyrazné& ovliviuje miru reakce.
Obecné& je ve vodnych smésich mira reakce dané amino skupiny
nepfimo umé&rna své hodnoté pKa, krom& velmi vysokych hodnot
pH. Mira reakce muze také byt ovlivnéna sterickym uCinkem a
adinkem dvou zbytk®, které jsou blizko vedle sebe a stupném
dostupnosti postranniho fretézce k rozpoudt&dlu. V pfipadé
inzulinu maji t¥i aminy characteristické hodnoty pKa a
razny udinek okolniho prostfedi na reaktivitu, ktery
umoZiiuje dosazeni urcité specificity (viz Lindsey a kol., v

Biochem. J. 121: 737-745 (1971)). 7v1453té g-amino skupina



B29: lysinu postranniho feté&zce dominuje acylaéni reakci
pfi hodnot& pH, kterd je vy35i neZ 10 (viz Baker a kol.

U.S. patent 5,646,242).

P¥iklady provedeni vynalezu

Reakce nasledujicich p#ikladla byly provedeny pfi hodnotéch
pH, které jsou od p¥ibliZné 6 do 11, coZ umoZni jemné
vytvofeni reakéni specificity, v zavislosti na daném

produktu, ktery je pozZadovan.

V nasledujicich prikladech je totoZnost kone&nych produkti
ovéfena kombinaci technik, ktery zahrnuji LC-MS (ovéfeni
molekulové hmotnosti), N-termindlni sekvenovani proteinu a
LC-MS analyza S.aureus V8 protedzovym natravenim, ktery
vede k characteristickym inzulinovym fragmentum diky
specifickému 3tépeni timto enzymem peptidovych vazeb na
karboxylové strané Glu zbytku (viz Nakagawa, S. H. & Tager,

H. S. v J. Biol. Chef. 266: 11502-11509 (1991)).

Priklad 1

Acylace B28W*B29""°-inzulinu s Boc-Arg(Boc),-NHS esterem ve
vod&/CHsCN za ulelem pripravy AQPTIBQRrIB2 gLySTNeTArGR) 9P e

inzulinu

Krystaly B28W°B29%*°-inzulin-Zn (320 mg; 0,055 mmol) se
rozpusti v 30 ml 1: 1 CH3CN: PBS-pufru. Za uclelem

rozpusténi krystalt pfi hodnoté pH rovné 10 se p¥ida (50



uL) 5 M roztoku KOH. Hodnota pH se potom upravi na
pfibliiné 7,5 za pouZiti 5 M kyseliny fosforecné. Boc-
Arg(Boc),-NHS ester se pfipravi z 1 mmol kaZdého z Boc-

Arg (Boc),-OH, NHS a dicyklohexylkarbo-diimidu (DCC) spolu
smichanych v dichlormethanu po dobu 30 minut. Smé&s se potom
filtruje a koncentruje se aZ do sucha na rota¢ni odparce.
Boc-Arg (Boc),-NHS ester se potom rozpusti v 4 ml MeOH. 2 ml
roztok Boc-Arg(Boc),-NHS esteru se pfidd k roztoku inzulinu
a roztok se micha pfi teplot& okoli po dobu 2 hodin.
Hodnota pH v tuto chvili klesne na hodnotu pH, kterd je
p¥ibliZn& rovna 6,4. PEidani 40 pL roztoku 5 M KOH zvysilo
hodnotu pH zpé&t na hodnotu, kterd se rovna 7,1. Zbyvajici
Boc-Arg (Boc),-NHS ester se pfida ke smé&si inzulinu a v

reakci se pokracuje po dobu dodate&nych 2,5 hodin. Smés se

potom okyseli s 100 pL kyseliny trifluoroctové (TFA),
fedéné s 30 ml vody a lyofilizuje se pfes noc. Za ucelem
ziskani nechran&ného produktu se lyofilizovany celkovy
material o hmotnosti pribliZné 900 mg, diky p¥itomnosti
pfebytku acylaé¢niho reakéniho &inidla a sole z PBS pufru,
rozpusti v 20 ml TFA a necha se sednout pfi teploté& okoll
po dobu 1 hodiny. Smés se potom odpa¥i skoro do sucha na
rotaéni odparce a znovu se rozpusti v 20 ml 1: 9 CHsCN:

voda.

Vzorek se analyzuje analytickou HPLC s obracenymi fazemi na
7orbax Eclipse XDB-C8 4,6 mm i. d. x 15 cm kolona s
linedrnim acidobazickym gradientem, ktery jde od 10 do 100
% B po dobu 15 minut, kde A = 0,05 % TFA/H,0 a B = 0,05 %
TFA v 60: 40 CH3CN:H,0 a mira toku byla 1 ml/minutu. Za



t&chto podminek vzorek vykédzal hlavni maximum, ktery se
ovétilo za pomoci LC-MS s tim, Ze odpovida molekulové
hmotnosti tri-acylovaného inzulinu, s mensSim mnoZstvim
tetra-acylovaného a di-acylovaného inzulinu vymytého kratce
pfed a kratce po hlavnim maximu. Relativni mnoZstvi
produkt® nelze ur&it jelikoZ se Uplné& nerozpusti za teéchto
chromatografickych podminek, ale ptibliZn& 70 % materialu

se zda byt tri-acylované druhy.

Polovina surového acylovaného materidlu se &istil
kationtom&nidovou chromatografii na skle 2 cm i. d. x 30 cm
kolona naplné&nad SP-Sepharose materialem. Linedrni AB
gradient o velikosti 0 aZ 40 % baze vytvo¥il za dobu 100
minut tok, kterd se rovnd 3 ml/minutu. Slozky rozpoustédla
jsou A: 70 mmol octan sodny v HpO: CHiCN 70: 30, pH 4,0 a
B: 70 mmol octan sodny, 1 M chlorid sodny v HzO: CHsCN 70:
30, pH 4,0. Frakce obsahujici produkt tri-acylovaného
inzulinu se daji dohromady a roztok se koncentruje z
pfibliZn& 96 ml na 75 ml, fedi se zp&t na 100 ml za pomoci
H,0 a naloZi se na Vydac C18 2,0 cm i. d. x 25 cm pfipravné
kolony pfi 20 ml/minutu. Vzorek se vymyje prutokem, ktery
se rovna 10 ml/min za pouZiti dvoustupfiového linearniho AB
gradientu o velikosti 0 az 15 % B po dobu 15 minut, coZz je
nasledovano 15 do 65 % B po dobu 100 min, kde A=0,05 %
TFA/H,0 a B = 0,05 % TFA/CH;CN. Kombinovany &istény
material se lyofilizuje za u&elem ziskani 52 mg, coZ

odpovida celkovému vyté&Zku, ktery se rovnad pribliZné 34 %.

Ptiklad 2



Acylace A09-inzulinu Boc-Arg(Boc).-NHS esterem ve

vod&/CH,CN za G&elem pripravy A0P9IB29MS™A-inzulinu

Boc-Arg (Boc),-NHS ester (0,5 mmol) se pripravi a rozpusti
se v 5 ml MeOH. 104 mg A0*9-inzulinu (0,017 mmol) se
rozpusti v 10 ml 1: 1 PBS pufr/CH;CN, pH bylo upraveno na
hodnotu 11 za pomoci 5 M roztoku KOH, roztok 0,52 ml Boc-
Arg(Boc),-NHS esteru (0,052 mmol) se pfidéd k roztoku
inzulinu. Hhodnota pH klesne p¥ibliZné& na 9 a ihned se

upravi zpét na hodnotu 11 za pomoci 5 M roztoku KOH.

Reakce se necha zplsobovat po dobu 30 minut pfi teploté

okoli s naslednym okyselenim za pomoci 200 pL kyseliny
octové. Hlavni vrchol je pritomny na analitické HPLC
(provedeno jako v ptikladu 1, ktery je uveden vySe) se
spravnou molekulovou hmotnosti pro mono-acylovany produkt,
jak se ur&i za pomoci LC-MS. Vzorek se Eisti ptimo za
pomoci HPLC s obré&cenymi fazemi na Vydac Cig prep. koloné,
jak je popséno vyse dvoustupfiovym line&rnim AB gradientem O
velikosti 0 a% 18 % B po dobu 15 minut, coZ je nasledovano
18 do 100 $ B po dobu 160 minut. Sjednocené frakce
obsahujici produkt se lyofilizujl a vznikne celek o
hmotnosti pfribliZné 61 mg. Lyofilizovany vzorek se rozpusti
v 10 ml TFA a nechd se sednout po dobu 30 minut, potom se
koncentruje skoro do sucha a znovu se rozpusti v 20 ml 10:
90 CH3CN:H,0. Vzorek byl potom podrobil kone&nému Cisténi
reverzni fazi, jak je popséano v pfikladu 1, ktery je uveden
vySe. Kone&n& lyofilizovana masa vazi 31 mg s celkovym

vyt&ikem, ktery se rovna priblizZné 30 %.



Pr¥iklad 3

Acylace rekombinantniho lidského inzulinu Boc-
Arg (Pbf)Arg(Pbf)-NHS esterem ve vod&/DMF za UcCelem

ptipravy A-1*"9A0%"9-inzulinu

Boc-Arg (Pbf)Arg (Pbf)-NHS ester (0,2 mmol) se pfipravi z

0,2 mmol kazdého z Boc-Arg (Pbf)Arg (Pbf)~OH, NHS a
dicyklohexylkarbodiimid (DCC) smichdno v dichlormethanu po
dobu 60 minut. Vzorek se potom filtruje, odpafi az do sucha
a znovu se rozpusti v 4 ml DMF. Rekombinantni krystaly
lidského inzulinu-zn (320 mg; 0,055 mmol) se rozpusti v 20
ml 1: 1 DMF: PBS-pufr. P¥ida se 5 M roztok KOH (50 uL za
G&elem rozpusté&ni krystalt p¥i hodnoté pH 10. Hodnota pH se
upravi na 8,2 za pomoci 5 M kyseliny fosforecné a prida se

3 ml roztoku Boc-Arg(Pbf)Arg(Pbf)-NHS esteru (0,15 mmol).

Po michani po dobu p#ibliZn& 1 hodiny ukazala analyticka
HPLC (provedena jako v p¥ikladu 1, ktery je uveden vyse)
dvé maxima diky monoacylovanym produktim, coZ se ovéri za
pomoci LC-MS. MAxima jsou pfitomna v pfibliZné& 70: 30

poméru.

Nasledn& LC-MS analyza natrédvenin proteazy S.aurea

dokédzala e vétdi maximum odpovidalo acylaci N termindlniho
konce fetézce A a mend3i maximum odpovidalo smési druhg,
které byly acylované bud na N termindlnim konci Ffetézce B
nebo na postrannim ¥fetézci aminu B29: Lys. Cidté&ni na Vydac

C;g koloné& jako v p¥ikladu 1 vede k 49 mg acylovaného



produktu s chranénym fetdzcem A. Tento materidl byl zbaven
ochrany sm&si 10 ml 94: 2: 2: 2 TFA: anisol: MeOH:
triisopropylsilan (TIPS) po dobu 1 hodin p¥i teploté& okoli.

Sm&s se potom koncentruje skoro do sucha a znovu se
rozpusti v 6 ml 20: 80 CH3CN: H,0, ktery se dvakrat
extrahuje 10 ml diethyletheru. Kone&né ¢&isténi HPLC s
obracenymi fazemi (jako Vv pfikladu 1) vede k 34 mg produktu
A-1PMIA0PT9-inzulinu s celkovym vyt&ikem, ktery se rovna

priblizné& 10 %.
Priklad 4

Acylace rekombinantniho lidského inzulinu s Boc-
Arg (Pbf)Arg (Pbf)-NHS esterem ve vod&/DMF za uc&elem

ptipravy B-1*"9B0**¢-inzulinu

Diky spole&nému vymytil monoacylovanych produktl bud na N
terminalnim konci Fetézce B nebo postrannim Yeté&zci aminu
B2OWS (viz pfiklad 3 vyse), se nejdfive rekombinantni
lidsky inzulin chrani za pomoci terc.-butyloxykarbonylovych
(BRoc) skupin na N terminalnim konci fetézce A a B29Y* aminu
postranniho fetézce. Rekombinantni lidsky inzulin (320 mg)
se rozpusti v 20 ml 1: 1 CHsCN: PBS pufru a upravi se
hodnota pH na 10,6. Pfida se di-terc.-butyl
dihydrogeuhliéitan (2,5 ekvivalenta) ( (Boc)p0) (55 mg Vv
270 pL CH3CN). Po uplynuti 30 minut hodnota pH klesne
ptibliZné& na 8,7. Hodnota pH se upravi zpét na p¥iblizné 11
za pomoci 5 M KOH a reakce byl potom nechd probihat po dobu
dodate&nych 2,5 hodin. V éto chvili LC-MS analyza prokaze



pfitomnost t¥i hlavnich produktt s hmotnosti mono-, di- a

tri-Boc derivatizovanych druhl.

Udavané plochy HPLC maxim udavaji, Ze mono-, di-a tri-Boc
derivaty byly p¥itomné v pfibliZné 15: 60: 25 relativni
pomérech. Ci3téni materialu se provede na Cig g
preparativni koloné& jako v pfikladu 1 za pomoci
t¥istuphiového linedrniho AB gradientu o velikosti: (1) 0 az
20 % B po dobu s Casovym rozsahem jdoucim od 0 do 20 minut;
(2) 20 do 25 % B po dobu s Casovym rozsahem Jjdoucim od 20
do 30 minut; a (3) 25 do 75 % B po dobu s Casovym rozsahem
jdoucim od 30 do 230 minut. Di-Boc derivatizovany produkt
(Bocy—inzulin) se ziska po lyofilizaci s vytéZkem ©
velikosti 82 mg. LC-MS analyza natraveni proteazou V8

S .aurea vedlo k zavéru, Ze, produkt obsahoval Boc skupiny
na fet&zci A N terminalniho konce a B29: Lys postrannim

tfetézci.

82 mg Bocy-inzulinu (0,014 mmol) se rozpusti v 10 ml 1: 1
DMF: PBS pufru a hodnota pH se upravi na pribliZné 8. Boc-
Arg (Pbf)Arg (Pbf)-NHS ester se p¥ipravi jako v prikladu 3,
ktery je uveden vy3e a rozpusti se na koncentrace o
velikosti 0,05 mmol/ml v DMF. 1,4 ml roztoku NHS esteru
(0,07 mmol) se pfida k Bocy-inzulinu a nechd se reagovat po
dobu 1 hodiny. Prida se dodate&nych 0,6 ml Boc-Arg (roztok
PbArg (Pb-NHS esteru (0,03 mmol) a v reakci se pokracuje po
dobu dalsi hodiny. Produkt se analyzuje analytickou HPLC
jako v pfikladu 1, ale za pouziti linedrniho AB gradientu o
velikosti 25 do 100 % B po dobu 25 minut, kde A = 0,05 %
TFA/H,O0 a B = 0,05 $ TFA/CHsCN a mira toku byla 1 ml/min.



Bylo shledano, Ze se objevilo jedno maximum se spravnou
molekulovou hmotnosti odpovidajici Boc~-Arg (Pbf)Arg (Pbf) -

Boc,-inzulinovém produktu.

8i&té&ni se provede za pomoci kolony jako v pfikladu 1 s
tfistupfiovym linedrnim AB gradientem O velikosti: (1) 0 aZ
25 % B po dobu s &asovym rozsahem jdoucim od 0 az 20 minut;
(2) 25 do 40 % B po dobu s gasovym rozsahem jdoucim od 20
do 40 minut; a (3) 40 do 100 % B po dobu s Easovym rozsahem
jdoucim od 40 do 100 minut. ¢i%té&ny plné& chréanény produkt
vede po lyofilizaci k 36 mg. Na materidl se plusobi po dobu
1 hodiny p¥i teploté& okoli za pomoci 10 ml 94: 2: 2: 2 TFA:
anisol: MeOH: TIPS za ulelem ziskani plné& nechréanéného
produktu. Smé&s se potom koncentruje skoro do sucha a znovu
se rozpusti v 10 ml 10: 90 CH;CN: H,0, coZ se dvakrat
extrahuje 15 ml diethyl etheru. Kone&né ¢isténi HPLC s
obracenymi fézemi (jako v prikladu 1) vede k 24 mg
Kone&ného B-1AT9B02™9-inzulinového produktu s celkovym

vyt&ikem, ktery se rovna pribliZné 8 %.

Pf¥iklad 5

Acylace A0P9-inzulinu Boc-Arg (Pbf)Arg (Pbf) ~NHS esterem Vv

H,0/CHsCN za U&elem piipravy AOPrI9R~12*9B0A"9-inzulinu

Boc-Arg (Pbf)Arg (Pbf)-NHS ester (0,5 mmol) se pfipravi jako
v prikladu 3 a rozpusti se v 4 ml MeOH. A0*9-inzulin (320
mg, 0,054 mmol) se rozpusti v 40 ml 1: 1 CHCN: PBS pufru
p¥i hodnot& pH 10. Hodnota pH se sniZi na pfibliZné 7.

Roztok za&ind byt kalny diky proteinu, jez zacina byt



blizko svého pI o velikosti p¥iblizné& 6,3. P¥ida se
polovina roztoku Boc-Arg (Pbf)Arg (Pbf)-NHS esteru (0,25
mmol; p¥ibliZné& 4,7 ekvival.) a roztok byl sonikovan po
dobu 15 minut potom se mich& na grilu po dobu 75 minut.
HPLC analyza prokdzala dvé maxima, kterd se se ukazala jako
LC-MS monoacylované produkty, pfitomné v pom&ru o velikosti
ptibliZné& 85: 15. Vzorek se okyseli za pomoci 100 L TFA
potom se ¥edi 20 ml HpO. Provede se ¢ist&ni s obracenymi
fazemi jako v pfikladu 2 a vede po lyofilizaci k 55 mg
hlavniho mono-acylovaného produktu. Peptid se zbavi

ochrany 20 ml TFA koktejlem popsanym Vv prikladu 3 po dobu 2
hodin, odpafri skoro do sucha, znovu se rozpusti v 20 ml 10:
90 CH3CN: H,O a extrahuje se s 20 ml hexanu. Konecné

&isténi HPLC s obracenymi fazemi jako v pfikladu 1 vede k
38 mg produktu (vytézZek o velikosti 12 %). Tento material

se nasledn& potvrdi jako poZadovany A0*9IB-1**9B0*-inzulin.

Priklad 6

Acylace rekombinantniho lidského inzulinu s Boc-Arg(Boc)z-
NHS esterem ve vod&/CH3CN za ulelem pEipravy AQPTIBOATIBR9YS”

Ne-AX9_inzulinu

Krystaly rekombinantniho lidského inzulinu-zinku (307 mg;
0,053 mmol) se rozpusti v 30 ml 1: 1 CHsCN: PBS-pufru.
P¥ida se 5 M roztok KOH (50 pL) za ulelem rozpusténi
krystald pfi hodnot& pH 10. Hodnota pH byl potom sniZi na
p¥ibliZné& 7,5 za pouziti 5 M kyseliny fosforecné. Boc-

Arg (Boc),-NHS ester (1 mmol) se pripravi jako v pfikladu 1



a rozpusti se v 4 ml MeOH. Roztok 2 ml Boc-Arg(Boc),-NHS
esteru (0,5 mmol) se pfida k roztoku inzulinu a vysledna
smés se micha pfi teploté& okoli po dobu 2 hodin. Hodnota pH
v tuto chvili klesne na pfiblizné 6,6. P¥idani 50 pL
roztoku 5 M KOH zvy3i hodnotu pH zpét na hodnotu, kterad se

rovna do 7,2.

Potom se zbyvajici Boc-Arg (Boc),-NHS ester ptida ke smési

inzulinu a v reakci se pokracuje po dobu dodate&nych 3

hodin. Smé&s se potom okyseli s 100, pL TFA, Yedi se s 30 ml
vody a lyofilizuje se pfes noc. Lyofilizovany celkovy
material vazici pFiblizZné& 1,07 g diky pfitomnosti prebytku
acyla&niho reak&niho &inidla a sole z PBS pufru se rozpusti
v 20 ml TFA a nech& se sednout pfi teploté& okoli po dobu
1,5 hodin za ucelem 2iskani nechrané&ného produktu. Smés se
potom odpa¥i skoro do sucha na rotadni odparce a znovu se

rozpusti v 20 ml 1: 9 CHiCN: H20.

Vzorek se analyzuje analytickou HPLC s obracenymi fazemi
jako v ptikladu 1 a vykaze podobny chromatograficky profil
nlavniho maxima diky tri-acylovanému produktu a mensi
mnoZstvi tetra—-acylovaného a di-acylovaného inzulinu
vymytého kratce pfed a kratce po hlavnim maximu. Relativni
mno¥stvi produktd nelze urcit, jelikoZz se uplné nerozpusti
za téchto podminek, ale pribliZné& 70 % materidlu se zdaji
byt tri-acylované druhy (jak jiZz bylo pozorovano v

pfikladu 1).



Surovy acylovany materidl se &isti kationtoménicovou
chromatografii jako v p¥ikladu 1. Kombinovany C¢istény tri-
acylovany inzulin se koncentruje z pribliZné 96 ml na 75
ml, Yedi se zpét na 100 ml s HxO a naloZi se na Vydac Cig
pripravnou kolonu a &istil se jako v pfikladu 1. Kombinovany
gistény material se lyofilizuje za ucelem ziskéni 96 mg

(celkovy vyté&Zek byl pfibliZné 31 %).

Priklad 7

Acylace A21%Y-inzulinu s Boc-Arg(Boc),-NHS esterem v
H,O/CH3;CN za U&elem p¥ipravy AQPTIROPIIRR QLYSNE-ATG_pp 1 GLY

inzulinu

Lyofilizovany 221%%Y-inzulin (65 mg; 0,011 mmol) se rozpustil
v 8 ml 1: 1 CHsCN: PBS-pufr. Hodnota pH se upravi na 7,5 za
pomoci 5 M roztoku KOH. Boc-Arg (Boc),—-NHS ester (0,4 mmol)
se pfipravi jako v ptikladu 1 a rozpusti se v roztok 2 ml
MeOH. Boc-Arg(Boc),-NHS esteru (1 ml, 0,2 mmol; 17
ekvivalenttl) se p¥idéd k roztok A21%%Y-inzulinu a vysledné
smés se micha pri teplotd& okoli po dobu 3 hodin, hodnota pH
v tuto chvili klesne na ptribliZné& 6,4. P¥idanim 20 pL
roztoku 5 M KOH se zvy3i hodnota pH zpé&t na hodnotu, ktera
se rovnad 7,5. Potom se zbyvajici 0,2 mmol Boc—-Arg (Boc) ;~NHS
ester p¥idé ke smé&si inzulinu a v reakci se pokracuje po
dobu dodateé&nych 3 hodin. Smé&s se potom okyseli 50 uL TFA,
¥edi se 10 ml vody a lyofilizuje se pfes noc. Lyofilizovany
materidl obsahujici peptid, pfebytek acylalniho reakcniho

¢inidla a sole z PBS pufru se rozpusti v 20 ml TFA a necha



se sednout pfi teplot& okoli po dobu 1 hodiny za tcelem
ziskani nechré&né&ného produktu. Smés se odpari skoro do
sucha na rota&ni odparce a znovu se rozpusti v 20 ml 1: 9
CH4CN: H,0, potom se extrahuje 20 ml hexanu. Vzorek se
analyzuje analytickou HPLC s obriacenymi fazemi jako v
prikladu 1 a vykéZe podobny chromatograficky profil
hlavniho vrcholu diky tri-acylovanému produktu a mensimu
mnoistvi tetra-acylovaného a di-acylovaného inzulinu
vymytého kratce pfed a kratce po hlavnim maximu. Relativni
mno¥stvi produktd se neurcuje, jelikoz se Uplné nerozpusti
za téchto chromatografickych podminek, ale p¥iblizné 60-70

% materidlu se zdad byt poZadovymi tri-acylovanymi druhy.

Surovy acylovany materidl se Cisti kationtomé&nicovou
chromatografii jako v pfikladu 1. Kombinovany ¢istény tri-
acylovany inzulin se koncentruje z pfibliZné 96 ml do 75
ml, Pedi se zpét na 100 ml s H0 a nalo?i se na Vydac C18
polo-pfipravnou kolonu (10 mm i. d. x 250 mm). Vzorek se
vymyje pratokem, ktery se rovna 4 ml/min za pouziti
dvoustupfiového linedrniho AB gradientu o velikosti 0 az 25
$ B po dobu 15 minut, coz je nadsledovano 25 do 75 % B po
dobu 100 minut, kde A = 0,05 % TFA/H,0 a B = 0,05 %
TFA/CH,CN. C&istény materidl se lyofilizuje za ucelem

ziskédni 21 mg (celkovy vytéZek byl p¥ibliZné 32 %).
P¥iklad 8

Acylace inzulinu Boc-Lys (Boc) -NHS esteruem ve vodé/CH;CN

za G&elem pPipravy AQWSBOMSB29MW ™ MS-inzulinu, a
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Guanidylace N,N'—bis—Boc—l—guanylpyrazolem (Boca-

guanylpyrazol) na AQYHRR(O9HRR2 9 5 -N*~gHR~-1inzulin

“gHR” pfedstavuje alfa-guanidinyl homoarginin.
Rekombinantni krystaly lidského inzulinu-Zn (300 mg, 0,052
mmol) se rozpusti v 20 ml CH3CN: PBS pufr 1: 1 pfi hodnoté
pH 10 a hodnota pH se potom upravi na pfibliZné& 7. Prida se
deset ekvivalent®@ Boc-Lys (Boc)-NHS ester (230 mg v 2 ml
CHsCN) a roztok se micha pri teplot& okolil po dobu 2 hodin.
V tuto chvili se p¥id& dodate&nych 230 mg Boc-Lys (Boc)-
NHS esteru a v reakci se pokraluje po dobu 2,5 hodin. LC-
MS analyza prokazala velké mnoZstvi pfitomnych tri-
acylovanych druhil a mendi mnofstvi di-acylovanych druha.
Smés se redi na 50 ml s H0 a lyofilizuje se. Zbaveni
ochrany v 20 ml TFA po dobu 1 hodiny, nasledované LC-MS
ukazuje, Ze zde bylo opét priblizné& 70 % inzulinu v tri-
acylované form&, spolu s pribliZné 10 % tetra-acylovaného
produktu vymytého o néco dfive a 20 % di-acylovaného
produktu vymytého o n&co pozd&ji nei je hlavni produkt.
Vzorek se odpafri skoro do sucha, znovu se rozpusti v 30 ml
30: 70 CH3CN: H,0, rozd&li se na dvé stejné Casti a
lyofilizuje se. Jedna z lyofilizovanych gasti (0,026 mmol)
se rozpusti v 10 ml MeOH: H,0 9: 1 a ptidé se 0,5 ml
triethylaminu. Hodnota pH je 9,3. Boc,-guanylpyrazol (160
mg, 0,52 mmol) se pridéd a reakce se necha probihat po dobu
1 hodiny. Dodatec&nych 160 mg Bocy~-guanylpyrazolu se ptida a
v reakci se pokracuje po dobu dalsi hodiny. V tuto chvili
LC-MS analyza prokazala pritomnosti produktd s jednou az

gtyfmi pridanymi Boc,-guanylovymi skupinami.
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Dodate&nych 800 mg Bocy-guanylpyrazolu (2,6 mmol) se prida
a v reakci se pokraduje po dobu dald3ich 4 hodin. Celkove
mnofstvi p¥idanych 3,6 mmol Bocp-guanylpyrazolu, minus
mno¥stvi, u kterého se olekavad reakce s aminc skupinami
prebytku lysinu, ktery se pfida v uUvodnim kroku acylace (1
mmol) vede k 2,6 mmol, jeZ jsou dostupné pro reakci s
trilys-inzulinem (pfebytek pfibliZné& 15 ekviv. reakéniho

¢inidla na amino skupinu).

Na konci 6 hodinové reak&ni periody se vzorek koncentruje
na rota&ni odparce skoro do sucha, znovu se rozpusti v 10
ml CHsCN: H,0 60: 40 a lyofilizuje se. Na lyofilizovany
vzorek se pusobi s 20 ml TFA po dobu 2 hodin za ucelem
ziskadni nechréané&ného produktu, koncentruje se aZz do sucha a
znovu se rozpusti v 20 ml 15: 85 CH3CN: H0. LC-MS analyza
v tuto chvili ukazuje hlavni vrchol ( pfibliZné 60 %
materidlu) s o&ekavanou hmotou hexa-guanidylovaného

produktu a také men3i mnoZstvi spolu vymytého penta-

guanidylovaného produktu.

Sisténi kationtomd&nidovou chromatografii se provede jako v
prikladu 1, ale za pouZiti jiného lineadrniho AB gradientu o
velikosti 25 do 70 % B po dobu 100 minut pratokem, ktery se
rovnéd 4 ml/min a 8 ml frakcemi. Spojené frakce (88 ml
celkovy objem) se koncentruji na rotalni odparce na objem
p¥ibliZn& 65 ml, potom se Yedi zpét na 90 ml s HO. Vzorek
se podrobi kone&nému RP-HPLC Cisténi jako v prikladu 1, s
vytéZkem 43 mg kone&ného produktu (celkovy vytézek

p¥ibliZn& 29 %).



Pfiklad 9

Acylace rekombinantniho lidského inzulinu Boc-Lys (tfa)-
NHS esterem ve vod&/CH;CN za U&elem p¥ipravy A0 BOMB29M*”

Ne-LyS_jinzulinu

Rekombinantni krystaly lidského inzulinu-Zn (200 mg, 0,034
mmol) se rozpusti v 10 ml 1: 1 CH3CN: Hz0 p¥i hodnoté pH
10, potom se hodnota pH upravi na hodnotu pfibliZzné& 7 s 6
moly kyseliny fosfore&né. Boc-Lys (tfa)-NHS ester (1 mmol)
se ptipravi z Boc-Lys (tfa)-OH, NHS a DCC jako v pfikladu
1 a rozpusti se v 10 ml MeOH. K roztoku inzulinu se ptridé
1,7 ml roztoku Boc-Lys (tfa)-NHS esteru (0,17 mmol; 5
ekvivalentd). Smd&s se nechad reagovat po dobu 75 minut,
potom se okyseli s 0,5 ml TFA a ¥edi se na objem 30 ml.
Analytickéd HPLC a LC-MS potvrdi pritomnosti tfi
monoacylovanych vrcholli, dvou diacylovanych produktu a

jednoho triacylovaného produktu.

&i%téni HPLC s obracenymi fazemi jako v p¥ikladu 2, které
je nasledovéno lyofilizacil oddé&lenych druhti, vede k
nédsledujicim chrané&nym produktim: 33 mg AOLYSBOLYSB2 9MYS- -
inzulin; 36 mg A0M®B0O™*-inzulin; 23 mg BOLYSB2 gLys Ne-Lys _

inzulin; 12 mg AO™*-inzulin; a 31 mg BO™*-inzulin.

7baveni ochrany se provede ve dvou krocich. Prvnim je
odstranéni Boc skupiny z Lysinu alfa-amino skupiny, kterého
se dosahne pusobenim na kazdy z péti vzorkli s 5 ml TFA po

dobu 30 minut. Roztok se potom odpafi skoro do sucha a
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zbyly TFA se odstrani foukanim dusiku na zkumavku vzorku.
Potom se TFA skupiny odstrani z amino skupin lysinu
ptidédnim 6 ml 15 % NH,OH/H,0 (objemové) a vzorek se nechéa
stat p¥i teploté& okoli po dobu 3-4 hodin. Vzorky se potom
fedi na objem 40 ml s H0 a okysell se kyselinou octovou
(1,5 ml) na hodnotu pH 4. Vzorky se podrobi konelnému
gisténi jako v prikladu 1, coZ vede k nasledujicim kone&nym
mno¥stvim: 14 mg AQMWSBOMWSB29MWS M MS-inzulin; 17 mg
AQWSROWS-inzulin; 8 mg BOWSB29WS M ™S-inzulin; 5 mg NORAS

inzulin; a 16 mg BO™*-inzulin.

p¥iklad 10

Acylace A21%Y-inzulinu Boc-Arg(Pbf)-NHS esterem ve

vod&/CHsCN za G&elem pfipravy A0PFIA2 16 YR QWS NEATO_inzulinu

A21%Y-inzulin (230 mg; 0,040 mmol) se rozpusti v 24 ml 1: 1
CH;CN: voda. P¥ida se 200 mg NaH,PO, H;0. Roztok 5 M KOH se
pfida ( pribliZné& 50 L) za u&elem upraveni hodnoty pH na
10,5. Ptripravi se Boc-Arg (Pbf)-NHS esteru z 0,4 mmol
kazdého z Boc-Arg(Pbf)-OH, N—hydroxysukcinimid (NHS) a
dicyklohexylkarbodiimid (DCC) spolu smichanych v
dichlormethanu (DCM) po dobu 30 minut. Smé&s se potom
filtruje a koncentruje se aZ do sucha na rotacni odparce.
Vyslednych 0,4 mmol Boc-Arg (Pbf)-NHS esteru se rozpusti v

4 ml MeOH. Roztok 1 ml Boc-Arg (Pbf)-NHS esteru (0,1 mmol;
2,5 ekvivalentd) se p¥ida k roztoku inzulinu a smés se
michd p¥i teploté okoli po dobu 1 hodiny, hodnota pH v tuto

chvili klesne na pfibliZné& 9,8. Hodnota pH se ddle snizZi na



9,0 s 6 M H3POy. P¥ida se dalsi 1 ml roztoku Boc-Arg (Pbf) -
NHS esteru (0,1 mmol; 2,5 ekvivalentl) k roztoku inzulinu

a smés se michd pf¥i teploté& okoli po dobu dalsi 1 hodiny. V
tuto chvili sm&s ukaZe za pomoci HPLC s obracenymi fazemi
(provedeno na Zorbax Eclipse XDB-C8 4,6 mm i. d. x 15 cm
kolona s linearnim acidobazickym gradientem o 10 do 100 % B
po dobu 15 minut, kde A = 0,05 % TFA/HzO a B = 0,05 % TFA v
60: 40 CH3CN: H,O0 s mira toku o velikosti 1 ml/min), Ze
zahrnuje primarné& monoacylovany a diacylovany produkt v
pfibliZn& 57: 43 poméru. P¥ida se daldich 0,5 ml roztoku
Boc-Arg (Pbf) -NHS esteru (0,05 mmol; 1,25 ekvivalentl) k
roztoku inzulinu a smds se mich& po dobu 5 minut. Provede
se druhé p¥idani 0,5 ml roztoku Boc-Arg(Pbf)-NHS esteru a
smés se miché& po dobu 10 minut, potom se okyseli kyselinou
trifluoroctovou (TFA) na hodnotu pH 3. Roztok byl fedi s 20
ml 50: S50 CH3CN: vody a filtruje se. Kone&néd reakcni smés
obsahuje hlavni monoacylované a diacylované produkty v 30:
70 pomé&ru, jak HPLC urci plochu maxima UV detekci pfi

vlinové délce 220 nm.

Surovy acylovany materidl se Cisti za pomoci HPLC s
obrécenymi fazemi na Vydac C18 2,2 cm i. d. X 25 cm
pfipravné kolony. Vzorek se vymyJje prutokem, ktery se rovna
12 ml/min za pouZiti dvoustupfiového linedrniho AB gradientu
o velikosti: (a) 0 aZ 18 % B po dobu 15 minut, coZ je
nasledovano (b) 18 do 68 % B po dobu 100 minut, kde A =
0,05 $ TFA/H,0 a B = 0,05 % TFA/CHsCN. Frakce obsahujici
diacylovany inzulin se daji dohromady a lyofilizuji se s
vytéZikem 134 mg chréanéného produktu. Tento materidl zbavi

ochrany smé&s 20 ml 91: 3: 3: 3 TFA: anisol: MeOH:



triisopropylsilan (TIPS) po dobu 1,5 hodiny p¥i teploté
okoli, potom se koncentruje skoro do sucha na rotaéni
odparce a znovu se rozpusti v 25 ml 10: 90 CHiCN: HO0,
dvakrat se extrahuje 20 ml diethyl etherem. Koned&né ¢isténi
HPLC s obracenymi fazemi se provede na stejné Vydac Cig
kolon&, jako je popsano vySe pii 12 ml/min s dvoustupfiovym
linedrnim AB gradientem o velikosti: (a) 0 aZ 15 % B po

dobu 15 minut, coZ je nasledovano (b) 15 do 55 % B po dobu

\

100 minut, kde A = 0,05 % TFA/H0 a B=0,05 % TFA/CH3CN.
Toto vede k 77 mg A09A21%7YB29M* ¥ *9-inzulinového produktu

s celkovym vyt&Zkem, ktery se rovna pfribliZné 33 %.

Priklad 11

Acylace A21%¥-inzulinu (1) Boc-Arg(Pbf)-NHS esterem a (2)

Boc-Lys (Boc-Arg(Pbf))-NHS esterem ve vod&/CH3CN za ucelem

ptipravy A QLYs-Ne-ATg_poglys~Ne-Arg_p016¥_inzulinu

Boc-Lys (Boc-Arg (Pbf))-OH se syntetizuje na Cl-(2'-chlor)
trityl polystyren polymeru. Polymer se nanese V
dvojnasobném prebytku Boc-Lys (Fmoc)-OH ve smési 90: 10
dimethylformamid (DMF): diisopropylethylamin (DIEA). Fmoc

Q

skupina se néasledné odstrani s-amino skupiny Lysinu 20 %

roztokem piperidinu v DMF. a-karboxyat Fmoc-Arg (Pbf)-OH
(&tyr-nasobny prebytek) se potom kopuluje s volnou amino
skupinou prostfednictvim aktivace s O-benzotriazol-
N,N,N',N‘—tetramethyluronium—hexafluor—fosforeénanem
(HBTU) a DIEA v poméru aminokyselina: HBTU: DIEA ©

velikosti 1: 0,95: 3 v DMF roztoku. FmoC skupina se
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odstrani z e-amino skupiny Arg 20 % roztokem piperidinu v
DMF, coZ je nésledovano opatfenim uzdvérem volného aminu
pé&ti-ndsobnym nadbytkemnm Di-terc.-butyl-diuhlic¢itanu (Boc-
anhydrid) a DIEA v pomér o velikosti 1: 2 v DMF roztoku.
Sloudenina se odd&li od polymeru dvojndsobnym pusobenim 30
ml 1: 2 hexafluorisopropanol (HFIP): dichlormethanu (DCM)
po dobu 40 minu kazdy. Kombinovany roztok se filtruje a
odpafi se na rotacni odparce. Boc-Arg (Pbf) -NHS ester a
Boc-Lys (Boc-Arg(Pbf))-NHS ester se ptipravi jak je
popsano v p¥ikladu 1, michéni stejnych dild NHS a DCC s

odpovidajici kyselinou v DCM.

221%%-inzulin (230 mg; 0,040 mmol) se rozpusti v 24 ml 1: 1
CH3CN: voda. Pfidé se 200 mg NaH;PO, H20. Prida se 5 M KOH
roztok (pfibliZné& 50 pL) za ulelem upraveni hodnota pH na
10,5. Boc-Arg(Pbf)-NHS ester (0,4 mmol) se rozpusti v 4 ml
MeOH. 1 ml Roztok Boc-Arg (Pb )-NHS esteru (0,1 mmol; 2,5
ekvivalentd) se ptidé k roztoku inzulinu a smés se miché
pfi teploté& okoli po dobu 40 minut. V tuto chvili smés za
pomoci HPLC s obracenymi fazemi ukéZe (provedeno na Zorbax
Eclipse XDB-C8 4,6 mm i. d. x 15 cm kolona s linedrnim
acidobazickym gradientem o velikosti 10 do 100 % B po dobu
15 minut, kde A = 0,05 % TFA/H,0 a B = 0,05 % TFA Vv 60: 40
CH3CN: H,0 mira toku o velikosti 1 ml/min), Ze ukazuje
primérné uvodni materidl a monoacylovany produkt v 40: 60
pom&ru. DalZich 0,6 ml roztoku Boc-Arg (Pbf)-NHS esteru
(0,06 mmol; 1,5 ekvivalentl) se pfidéd k roztoku inzulinu a
smés se micha pfi teplot& okoli po dobu dalsich 15 minut, v

tuto chvili se inzulin primdrné pfeméni na monoacylované
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druhy. Hodnota pH se v tuto chvili sni?i za 10,2 na 9,0
pridani 6 M H3PO4. Boc-Lys (Boc-Arg(Pbf))-NHS ester (0,12
mmol) rozpusti v 2 ml MeOH a pfida se k roztoku inzulinu.
Sm&s se michad p¥i teploté& okoli po dobu 30 minut, potom se
¥edi 20 ml 50: 50 CH3CN: voda a okyseli se 300 uL TFA a
filtruje se. Hlavni maximum, které se pozoruje za pomoci
HPLC s obrécenymi fézemi odpovidéd produktu, ktery se odvodi
od jednoho z Boc-Arg (Pbf) a Boc-Lys (Boc-Arg (Pbf)), jak se

ov&¥i za pomoci HPLC-hmotnostni spektralni analyzy.

Surovy acylovany materidl se Zisti za pomoci HPLC s
obracenymi fazemi na Vydac C18 2,2 cm i. d. x 25 cm
p¥ipravné kolon&. Vzorek se vymyje prutokem, ktery se rovna
13 ml/min za pouziti dvoustupfiového linedrni AB gradientu o
velikosti: (a) 0 aZ 30 % B po dobu 20 minut, coZ je
nasledovano (b) 30 do 80 % B po dobu 100 minut, kde A =
0,05 % TFA/H,0 a B = 0,05 % TFA/CH;CN. Frakce obsahujicil
diacylovany inzulin se daji dohromady a lyofilizuji se s
vytéikem o velikosti 105 mg chranéného produktu. Tento
material se zbavi ochrany smési 20 ml 91: 3: 3: 3 TFA:
anisol: MeOH: triisopropylsilan (TIPS) po dobu’2 hodin pfi
teploté okoli, potom se koncentruje skoro do sucha a znovu
se rozpusti v 25 ml 10: 90 CH3CN: Hy0, extrahuje se t¥ikrat
s 20 ml diethyletherem. Konelné %i&té&ni HPLC s obréacenymi
fazemi se provede na stejné Vydac C18 koloné&, kterad Jje
popséna vyse pri 12 ml/min s dvoustuphovym linedrnim AB
gradientem o velikosti: (a) 0 a2 15 % B po dobu 15 minut,
co? je nasledovano (b) 15 do 55 $ B po dobu 100 minut, kde
A =0,05% TFA/H,0 a B = 0,05 % TFA/CH;CN. Toto vede k 60
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mg AQWYSTNRrO_pp1GlYRDQMYSTNAd_jnzulinému produktu s celkovym

vyté&ikem, ktery se rovnad pfibliZné& 25 %.
Priklad 12
PFiprava AQYSTNeRTe_pp1GlyRpglys AT _ipzulinu

Plazmid obsahujici sekvenci kédujici lidsky analog
proinzulinu A21°YC64*9C65™°-1idsky proinzulin se exprimuje
v E. coli. Bnalog proinzulinu se &isti a sloZi se a potom
se nasledujicim zplisobem acyluje. Boc-Arg(Boc),-NHS ester
se pripravi z 0,4 mmol kazZdého z Boc-Arg{Boc),~-OH, N-
hydroxysukcinimid (NHS) a dicyklohexylkarbodiimid (DCC)
spolu smichanych v 3 ml dichlormethanu (DCM) po dobu 40
minut. Sm&s se potom filtruje a koncentruje se az do sucha
na rotadni odparce. Vyslednych 0,4 mmol Boc-Arg (Boc) ,—NUS

esteru se potom rozpusti v 4 ml MeCOH.

P¥ibliZné& 108 mg A21%YC64P79C65M°-1idského proinzulinu v

180 ml 10 mmol HCl roztoku se rozd&li na dvé& stejné davky a
lyofilizuje se. Jedna z proinzulinovych porci se znovu
rozpusti s 12 ml 50/50 voda/CHsCN. P¥ida se NaH,PO; (80 mg)
-a G&elem ziskani PO, koncentrace rovné pfibliZné 50 mmol.
Hodnota pH se upravi na 8,2 za pomoci 5 M roztoku KOH.
P¥id4 se jeden ml Boc-Arg(Boc)-NHS ester (0,1 mmol;
p¥ibliZineé 20 ekvivalentl) a smés se michd p¥i teploté okolil
po dobu 2,5 hodin, po tomto Zase hodnota pH klesne na 7,4.
Hodnota pH se upravi nazpst na 8,2 a prid4 se dalsi roztoku

1 ml Boc-Arg(Boc);-NHS esteru Roztok se michd po dobu
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dodate&nych 3 hodin, potom se fedi na 50 ml vodou, okyseli

se 200 pL kyseliny trifluoroctové (TFA) a lyofilizuje se.
Lyofilizovand reakéni smés se zndvu rozpusti v 20 ml 95: 5
TFA: voda a nechad se pfi teploté& okoli po dobu 1,5 hodin.
TFA smés se odpa?i skoro do sucha na rotalni odparce, potom
se tedi s 25 ml 10 % CH3CN/voda a extrahuje se dvakrat s 20
ml diethyl etherem. Nechrénéna smeés se analyzuje za pomoci
HPLC s obracenymi fazemi na Zorbax Eclipse XDB-C8 4,6 mm i.
d. x 15 cm kolonou s linedrnim acidobazickym gradientem o
velikosti 10 do 100 % B po dobu 15 minut, kde A = 0,05 %
TFA/H,0 a B = 0,05 % TFA v 60: 40 CH3CN:H0 s mirou toku o
velikosti 0,9 ml/min a hmotnostné& specifickou detekci a
ukédzZe, Ze obsahuje malé mnoZstvi “p¥eacylovaného” produktu,
kde jsou vazany vice neZ tii o&ekavané dodateéné Arg zbytky
(ka?dy na N termindlnim aminu a aminech postranniho fretézce
Lysinu B29: Lys a Ce65: Lys). Toto je pravdépodobné& diky
vazb& zbytku Arg postranni fetézec fenolové skupiny Tyr,
imidazolové skupiny His postranniho Fet&zce nebo jinych
reaktivnich postrannich skupin feté&cl. Hodnota pH roztoku
proinzulinu se zvy3i na pH 10,5 po dobu 30 minut se zamérem
snizit mnoZstvi preacylace produkt@ té&chto vazeb hydrolyzou
katalyzovanou bazi. MnoZstvi pfeacylovanych druhl se v
z4sadé snizi timto zptsobem zmény hodnoty. Po 30 minutach
ptisobeni vysokym pH se hodnota pH sniZi zpét na hodnotu

pribliZné 3 s TFA a roztok se uchovava pfi teploté& -20 °C.

Chemicka modifikace, zbaveni ochrany a zplsob zmény hodnoty

pH se opakuje pro druhou davku A21°%Ce4P*9C65M°-1idského

proinzulinu. Vysledné roztoky A216LYRY QLys Ne-Rra_cgaRrdcg 5hYe-

XXX



Nf-Arg-lidského derivatu proinzulinu se kombinujil a
lyofilizuji. Sistota surového nechrandného materialu Je
p¥ibliZn& 65 %, jak se ur&i za pomoci plochy maxima urcené

diky HPLC s obrécenymi fazemi.

Acylovany proinzulinovy derivat se natravi trypsinem a
karboxypeptidédzou B za ucelem odstranéni vedouci sekvence a
“C peptidu” ze zbytku C31 Arg a? C64*9 za soucaného
ponechani intaktnich polovin CEoLys-Ne-Arg 5 poQLysTNETArg g5
G&elem pripravy AQLYS-Ne-ATg_p o1 Glypp oLys~NEATG_jnyyulinového
derivatu. Tvorba Des-30 inzulinového produktu se uciné
blokuje modifikaci na B29™*. Cistény AQLYSTNE-Arg_ppq BIYRD QLYS”

NEe-AT9_in,ulin se pouZije v in vitro a in vivo pokusech, Jjak

je nasledovné uvedeno.

Pfiklad 13

In vitro receptorovd afinita

Afinita inzulinové slouleniny pro receptor lidského
inzulinu (IR) se méri pokusem kompetitivni vazby za pouziti
radioaktivné& ozna&eného ligandu, [*2°I] inzulinu. Membrany
receptoru lidského inzulinu se pripravi jako P1 membranovy
pripravek stabilné transfekovanych 293EBNA bunék
exprimujicich receptor ve zvydené mire. Pokus byl vyvinut a
potvrdil jak filtraci a tak SPA (scintillation proximity
assay) zpusobem porovnatelnymi vysledky, ale provede se SAP
zplisobem za pouZiti PVT PEI, na ktery se pusobi kulickami

SPA, kopulovanymi s aglutinem z pSeniénych k1licku, kulicky



Typ A (WGA PVT PEI SPA) od firmy Amersham Pharmacia
Biotech.

Radioaktivn& ozna&eny ligand (['*°I] rekombinantni lidsky
inzulin) se pfipravi v laboratofi nebo se zakoupi od firmy
Amersham Pharmacia Biotech, se specifickou aktivitou 2000
Cci/mmol v den referen&niho data. SPA pokusnym pufrem Je 50
mmol Tris-HCl, pH 7,8, 150 mmol NaCl, O,1 % BSA. Pokus byl
navrZen pro vysoky vykon v 96-jamkovych mikrodestickach
(Costar, #3632) a automatizovan s radioligandem, membrany a
SPA kulicky se p¥idaji za pomoci Titertec/Plus (ICN

Pharmaceuticals).

Reakéni &inidla se pridaji do jamek destilky v nédsledujicim

pofadi:

Reakéni ¢&inidlo Kone&né koncentrace

Kontrola nebo Fedéni Min signal (BHI) = 0,1 pmol,

inzulinové slouleniny viechny jiné sloucéeniny [Hi]
= 0,1 pmol

[1*°I] rekombinantni lidsky 50 pmol

inzulin

HIR membrany 1,25 pug

WGA PVT PEI SPA kulicky 0,25 mg/jamka

Destidky byly zakryji adhezivnim uzavérem desticek a tfepou
se po dobu 1 minuty na LabLine Instruments t¥epace rady

destidek. Destidky byly inkubovany p¥i teploté okoli (22



°C) po dobu 12 hodin jejich umisténim do Wallac Mikrobeta
scintila&niho poditadla a nastavenim Casového zatizeni po
dobu 12 hodin. Po&itad se po dobu 1 minuty na jamku za

pouziti normalizovaného protokolu pro (*2°17.

ICso pro kazdou inzulinovou sloudeninu se ur¢i za pomoci 4-

parametrové logistické nelinedrni regresni analyzy. Data

se uvedou jako primé&r * stfedni odchylka. Relativni afinita
se urdi srovnanim kaZdé inzulinové slouCeniny s kontrolou
tvotenou rekombinantnim lidskym inzulinem v kazdém pokus a
potom se provede prumérna relativni afinita po&tu pokusu.
Proto srovnani prumé&rné hodnoty ICso pPro inzulinovou
slou&eninu s prumérem ICsy pro inzulin negeneruje stejné

hodnoty.

Afinita kazdé inzulinové slouceniny a rekombinantniho
lidského inzulinu pro receptor inzulinového rastového
faktoru (IGF1-R) se méfri v pokusu kompetitivni vazby za
pouziti ['*I] IGF-1 radioaktivné& oznaCeného ligandu.
Membrany lidského IGF-1 receptoru se p¥ipravi jako
membranovy pripravek Pl stabilné transfekovanych bunék
293EBNA exprimujicich receptor ve zvydené mifre. Pokus byl
vyvinut a potvrzen v médu filtrace a SPA (pokusu proximitni
scintilace) s porovnatelnymi vysledky, ale byl béiné
provadd&n v SAP médu za pouZitil SPA kuli&ek kopulovanych s
aglutinem z pSenicnych k1i&ka oSetfenych pomoci PVT PEI,
Typ A (WGA PVT PEI SPA) od spole&nosti Amersham Pharmacia
Biotech. ['?°I] IGF-1 radioaktivn& oznaleny ligand se
pripravi v laborato¥i nebo se zakoupi od Amersham Pharmacia

Biotech, se specifickou aktivitou 2000 Ci/mmol v referenéni



den. SPA testovy pufr byl 50 mmol Tris-HCl, pH 7,8, 150
mmol NaCl, 0,1 % BSA. Pokus byl navrien pro vysoky vykon v
96-jamkovych mikrodestidkach (Costar, #3632) a
automatizovan s radioligandem, membranami a SPA kulickami

pfidanymi za pomoci Titertec/Plus (ICN Pharmaceuticals).

Reakéni &inidla byla pfidéna do jamek desticCky Vv

nasledujicim pofradi.

| Reak&ni ¢&inidlo Kone&né koncentrace

Redéni kontroly nebo |Min signal (IGF-1) = 1 uM, vSechny
inzulinové daldi jiné slouceniny [Hi]=10 uM
slouceniny

[12°1] IGF-1 50 pM

IGF-1 R membrany 1,25 pg

WGA PVT PEI SPA 0,25 mg/jamka

kulicky J

Destidky byly zakryty adhesivnim krytem desticCky a tfepany
pro 1 minutu na t¥epa&ce LabLine Instruments Fady desticek.
Desticky byly inkubovény p¥i teploté okoli (22 °C) po 12
hodin jejich umisténim v scintila&nim po&itaci Wallac
Mikrobeta a nastavenim tasového zatizeni na 12 hedin.
Poditéni byl provadéno po 1 min na jamku za pouziti

normalizovaného protokolu pro [12%1].

ICso pro kazdou inzulinovou sloudeninu se ur&i za pomoci 4-

parametrove logistické nelinearni regresni analyzy. Data

se uvedou jako prum&r I SEM. Relativni afinita se urci



srovnanim kafdé inzulinové slouCeniny s kontrolou
rekombinantniho inzulinu v kaZdém pokusu a potom se provede
priamérna relativni afinita po&tu pokusl. Proto nevede
srovnani prumé&rné hodnoty ICso PTo kaZdou inzulinovou
slou&eninu s prumérem ICso Pro inzulin ke stejné hodnoté.
Tndex selektivity se vypolitéd jako pom&r IR relativni
afinity k IGF-1 R relativni afinité&. Index selektivity > 1
ukazuje vét3i relativni selektivitu pro HIR. Index
selektivity < 1 ukazuje v&tsi relativni selektivitu pro

IGF-1R.

Tabulka 1 znazoriuje afinitu k inzulinovému receptoru (IR),
receptorovou afinitu k inzulinu podobnému rustovému faktoru
1 (IGF1-R) a index receptorové selektivity (IR/IGF1-R) pro

kazdou inzulinovou sloueninu a rekombinantni lidsky

inzulin.
TARULKA 1
Inzulinova Relativni IR Relativni IGF1-R Index
sloucenina Afinita Afinita

Stted SEM |n |Stfred SEM n
rekombinantni 1,00 0,00{63(1,00 0,00 |63 1,00
lidsky inzulin
AOPTIBOPTIB29™ST | 0, 60 100,84 0,03 |9 0,71
Ne-Arg_inzulin 0,06
AOP9A21%YB29M°7 | 0, 34 0,02|8 |0,39 0,03 |8 0,87
Ne-Ard_jnzulin
pQLys-Ne-Arg_ 0,41 0,0418 |0,4 0,04 |8 1,01
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Priklad 14

In vitro metabolicky GCinek

Metabolicky u&inek (odbér glukdzy) kazdé inzulinové
sloudeniny a rekombinantniho lidského inzulinu se urci v
pokusu odbéru glukdzy za pouziti diferenciovanych my3ich
373-L1 adipocytfl. Nediferenciované my3i 3T3 bunky se
vysadi v hustot& 25000 bunék /jamka v 100 pL rustového
média (DMEM, vysoky obsah glukdzy, bez L-glutaminu, 10 %
teleciho séra, 2 mmol L-glutaminu, 1 %

antibioticky/antimykoticky roztok).

Diferenciace za&ne 3 dny po vysazeni pridanim
diferencia&niho média: DMEM, vysokd glukdza, bez L-
glutaminu, 10 % FBS, 2 mmol L-Glutamin, 1 %
antibioticky/antimykoticky roztok, 10 mmol HEPES, 0,25 mmol
dexamethazon, 0,5 mmol 3—isobutyl—l—methylxanthin(IBMX), 5
mg/ml inzulin. Po 48 hodindch (den 3), se diferencialni
médium za médium s inzulinem, ale bez IBMX nebo
dexamethazonu a v den 6 se buikdm zméni médium na
diferenciadni médium nebsahujici inzulin, IBMX nebo
dexamethazon. Bufiky se udrZuji v FBS médiu, s kazdodenni

vyménou.

Experiment transportu glukdzy se provede za pouZiti

Cytostar T 96 jamkovych destidek. 24 hodin pfed pokusem se
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k bunikadm pfida 100 pL média bez seéra obsahujiciho 0,1 %
BSA. V den pokusu se médium odstrani a pridd se 50 pL
pokusného pufru: tak zvany KRBH nebo Krebs—-Ringeruv pufr
obsahujici HEPES, pH 7,4 (118 mmol NaCl, 4,8 mmol KCl, 1,2
mmol MgSOs X 7 H20, 1,3 mmol CaCl,.H20, 1,2 mmol KH;PO4, 15
mmol HEPES). Red&nim inzulinu se pripravi v stejny pufr s
0,1 % BSA a prida se 2X. Kontrola obsahovala KRBH, 0,1 %
BSA a 20 mmol 2X 2-deoxy-D-Glukézy, 0, 2 uCi/jamka 2-
deoxy-D- (U-"C) glukézy a 2 X 10°7 inzulinu. Bufiky se
inkubuji za teploty 37 °C po dobu 1 hodiny. Po této periodé

se pfidd 10 pL cytochalazinu B na kone&nou koncentraci o

velikosti 200 pmol v KRBH a desticCky se &tou na Mikrobeta
ttecim zafizeni destilek. Relativni afinita se urci
srovnanim kazdé inzulinové slouleniny vzhledem k
rekombinantni lidské inzulinové kontrole v kaZzdém pokusu a
potom se provede pram&rna relativni afinita poctu pokust.
Proto nevede srovnani prum&rné hodnoty ECso pro kazdou
inzulinovou slouceninu s primérem ECsqo pro inzulin ke

stejné hodnote.



Tabulka 2 znazorfiuje in vitro metabolicky u&inek pro kaiZdou

inzulinovou sloueninu a rekombinantni lidsky inzulin.

TABULKA 2
Inzulinovd sloucenina Metabolicky G&inek
St¥ed N
rekombinantni lidsky inzulin 1,00 48
AQPT9BOPTIR2 WS N —inzulin 0,85 4
AQPTIA216YR2 9MYS RS —inzulin 0,48 2
AQLYs-Ne-ATI_pp1GlYRD QLYSTNEATO i nzulin 0,4 2

Priklad 15

In vitro mitogenicita

Mitogenni ulinek kaZzdé inzulinové sloudeniny se urcCi
m&fenim proliferace lidskych epitelidlnich buné&k prsu
(HMEC) v kultufe. HMEC se ziskd od firmy Clonetics
Corporation (San Diego, CA) p¥i pasazi ¢islo 7 a byly
expandujl a zamrazi se p¥i pasédii Cislo 8. Pokazdé se
pouzije Cista ampule tak, aby se vSechny pokusy provedly
p¥i stejné paséazi &€islo 10 HMEC. Buriky se udrzuji v kultufe
v souladu s Bio Whittaker instrukcemi. Za ucelem udrzeni
pbundéné kultury se ristové médium méni kaZzdy den a kultury

se ka?dy den prohliZeji.

Dva produkty od firmy BioWhittaker byly pouZity Jjako

rastové médium:
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1. Plné& obohacené MEGM (cc-3051), zahrnujici: (mnoZstvi
ukazuji kone&né koncentrace, kromé& BPE)

10 ng/ml hEGF (lidsky rekombinantni Epidermalni Ristovy
faktor)

5 pg/ml inzulinu

0,5 pg/ml hydrokortison

50 pg/ml Gentamicin,

50 ng/ml Amfotericin-B

13 mg/ml BPE (Hovézi extrakt z hypofyzy) 2ml (ptiloZeno); a
2. Bazalni Médium (MEBM, CC-3151) s vy3e uvedenym
obohacenim (SingleQuots, CC-3150)

13 mg/ml BPE (Hové&zi extrakt z hypofyzy (CC-4009) 2 ml
10 pg/ml hEGFE (CC-4017) 0,5 ml

5 pg/ml inzulinu (CC-4031) 0,5 ml

0,5 mg/ml hydrokortisonu (CC-4031) 0,5 ml

50 mg/ml Gentamicinu,

50 mg/ml Amfotericinu-B (CC-4081) 0,5 ml.

Pro pokus ristu bylo pokusnym médiem ristové médium bez 5
pug/ml inzulinu a s 0,1 % BSA. Pokus se provede v 96
jamkovych Cytostart scintilaénich mikrodestic¢kach (Amersham
Pharmacia Biotech, RPNQO0162). Rekombinantni lidsky inzulin
a IGF-1 se pouZily jako kontroly v kaZdém pokusu a

rekombinantni lidsky inzulin byl na kazdé pokusné desticce.

Pokusy se provedou V souladu s nasledujicim protokolem. \Y%
den jedna se HMEC vysadi v hustotd 4000 bun&k/jamka v 100
pl pokusného média. Inzulin v rustovém médiu byl nahrazen

stupfiovanymi davkami rekombinantniho lidského inzulinu nebo
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jinou inzulinovou sloueninu od 0 do 1000 nmol konecné
koncentrace. Po 4 hodinové inkubaci se prida do kazidé jamky
0,1 pCi 4C-thymidinu v 10 pl pokusného média a desticky se

&tou 48 hodin a/nebo 72 hodin na Trilux.

Typicky se nachézi maximalni rustovéd odezva mezi 3-4-
nasobkem stimulace vzhledem k zakladu. Data odezvy se
normalizuji na 0 aZ 100 % odezva rovna se 100 X (odezva pfi
koncentraci X - odezva pfi koncentraci nula) déleno

(odezva pfi maximdlni koncentraci - odezva pfi nulové
koncentraci). Data koncentrace-odezva se vyhodnoti
nelinearni regresi za pouziti software JMP.

Relativni mitogenni U&inek se urcil srovnanim kazdé
inzulinové slou&eniny k inzulinové kontrole v kazdém pokusu
a potom zprumérovanim relativniho u&inku vzhledem k pocCtu
provedenych pokusu. Proto srovnani pramérné hodnoty nevede
ke stejné hodnot& ECso pro kazdou inzulinovou slouceninu s

primérem ECso pro inzulin.

Tabulka 3 znazorfuje in vitro mitogenicitau,, kterd se méri
jako buné&nd proliferace, pro ka?dou inzulinovou
slou&eninu. Data v Tabulce 3 ukazuji, Ze kazdé z
inzulinovych slouZenin je méné mitogenni nez rekombinantni

lidsky inzulin.

eve e



TABULKA 3

Inzulinové sloucenina Mitogenni uUc&inek
Stfed SEM N

rekombinantni lidsky inzulin 1,00 0,00 250

AQPIBOPTIR29M A 9-inzulin 0,76 0,10 4

AP 921812 oMYs A inzulin 0,35 0,04 |7

AQLYSTNeRTI_p 01 ClYRD 9BV TNETATI i nzyulin 0,36 0,03 |7

Ptriklad 16

Rozpustnost v solném roztoku fosfore&nanového pufru

Pokus in vitro sréZeni ukazujici nachylnost k prodlouZenému

4&inku v &ase in vivo se provede zplUsobem, ktery je uveden

nasledovn&. pH vodného roztoku bylo upraveno na hodnotu 4 a

obsa?end farmakologickd davka (100 mezindrodnich jednotek)

inzulinové sloudeniny a 30 ug/ml of zn?*, 2,7 mg/ml m-
kresolu a 17 mg/ml glycerolu % se neutralizuje s

fosfore&nanovym solnym roztokem pufru (PBS) na 2

mezinadrodni jednotky a centrifuguje se po dobu 5 minut pfi

zrychleni o hodnot& 14000 otacek za minutu a pfi teploté
okoli. Supernatant se odstrani a p¥ibliZné desetina
supernatantu se injikuje do analytického Symmetry Shield
RP8 RP-HPLC systému (Waters, Inc.). Plocha pod vymytym
vrcholem se integruje a porovnavé s plochou pod vrcholem
referenéniho standardu, ktery byl rekombinantni lidsky
inzulin v 0,1 M HCl. Pomér ploch se nésobi 100, aby se

ziskala hodnota % rozpustnost v PBS.



PBS rozpustnost pro pripravky rekombinantniho lidského
inzulinu a pro kaZdou inzulinovou sloueninu je ukdzana v

tabulce 4.

TABULKA 4
Inzulinovad sloucenina PBS Rozpustnost
rekombinantni lidsky inzulin 89,5
AQPrIRQATIR2 QMY N ATI_inzulin 22,4
AQPIA21CYR2 QWS ATS_inzulin 19,1
AQLYSTNE-Rrg_po1GlYRD QLYSTNArd_inzulin 12,9

P¥riklad 17

Isoelektricky bod

Isoelektrickd fokuzace je elektroforeticka technika, ktera
odd&luje proteiny na zakladé jejich isoelektrickych bodld
(pI). Hodnota pI je hodnotou pH, p¥i které je celkovy nabo]
proteinu roven nule a nepohybuje se Vv elektrickém poli. IEF
gely u&inné& vytvafeji gradient pH, takZe se proteiny
separuji na zdkladé& jejich jedine&né hodnoty pI. Detekce
proteinovych pruht miZe byt uskute&néna oznalenim citlivym
barvivem jako je Novex Collodial Coomassie Staining Kit.
Alternativnd detekce mtiZe byt dosaZena pfenosem gelu na
polyvinyliden difluoridovou (PVDF) membranu a jejim
ozna&enim barvivem Ponceau Red. pl proteinu se urci jeho
porovnanim s pI znameho standardu. IEF proteinové standardy

jsou kombinace proteinu s dob¥e charakterizovanymi



hodnotami pI, které jsou smichany za u&elem ziskéni
stejnom&rného obarveni. Dalsi jiny zptsob ur&ovéani pl je
IEF kapildrni elektroforézou (cIEF). pl se urli porovnénim

se znamymi markery.

Isoelektricky bod (pI) rekombinantniho lidského inzulinu a
kazdé inzulinové slou&eniny se urci gelovou elektroforézou
s isoelektrickou fokuzaci za pouziti geld Novex IEF s pH 3-
10, které prindZeji rozmezi plI mezi 3,5-8,5. Isoelektrické

body jsou ukazény v tabulce 5.

TABULKA 5
Inzulinova sloucenina Isoelektricky bod
Rekombinantni lidsky inzulin 5,62
AQPTIBOMIR2 M - inzulin 7,15
AOPT9A218YR2 9MYSTAT9inzulin 6,80
AQLYSTNeTAIg_po1ClyRp QLYSTNEAT_inzulin 7,10

P¥iklad 18

In vivo studie se psy

Pokusy byly provadény u pst a fen beagle (Marshall Farms,
North Rose, NY) v bd&lém stavu, ktefl byli ponechéni ptes
noc bez potravy a byli trvale kanylovani (femoralni arterie
a céva). V den pokusu byly aktivovany vaskularni pfistupové
porty (Access Technologies, Norfolk Medical, Skokie, IL) a
zvitata byla umisténa do kleci o rozmé&rech 3'x3'. Psi byli

poneché&ni alespofi 15 minut aklimatizovat se na prostfedi



oot

klece, ne? jim byl odebréan arteridlni krevni vzorek pro
urdeni koncentraci inzulinu a glukdzy Vv bd&lém stavu (Cas =

-30 minut). V tento okamZik zadéne kontinudlni cévni infuze

(0,65 pg/kg/min) cyklického somatostatinu (BACHEM,
Torrence, CA) a pokracuje po daldich 24,5 hodin. Tficet
minut po startu infuze (¢as = 0) se odebere arteridlni
vzorek a injektuje se podkoZni bolus solného roztoku nebo
inzulinového pfipravku (2 nmol/kg) do dorsélni oblasti zad.
0d této doby byly byly odebirany periodicky arterialni
krevni vzorky pro urceni koncentraci glukézy a inzulinu v

plasmeé.

Koncentraci glukézy v plasmé& byla uréena v den studie za
pouziti zpusobu oxidaza glukéza pouzivajice pristroj
Beckman Glucose Analyzer II (Beckman Instruments Inc.,
Brea, CA). Vzorky plasmy byly uchovavany za teploty -80 °C
as do okamZziku analyzy inzulinu. Koncentrace inzulinu byly
uréeny za pouziti komercné dostupné soupravy Pro
radioimunologické pokusy, ktera byla citliva na lidsky

inzulin a inzulinové slouceniny.

AQPTIROAIIR2 QLYSNATI_inyylin a NPH inzulin kaZdy vykazovaly
tasové pusobeni, které bylo lepdi neZ u kontrolniho solného
roztoku. AOPYBOPIR29MS MR inzylinové roztok vykazoval

Zasové pusobeni srovnatelné s NPH inzulinem.

AQPFIAR1CLYRR OMYSNEAIO_4noulin a AOMYSTTATI-A2 16lygp gLys-Ne-Arg_
inzulin byly porovnany se solnym roztokem a inzulinovym

glarginem (A21%'YB31779B32%*9-inzulin) . U kaZdé z dvou studii
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AOPMIAD1CIYRQ QLS MAIY_ i oy i, AQMWSTNOATI_p0] Sl gRYe TR
inzulin a glargin vykazovaly Sasové pltisobeni, ktery bylo
del&i ne? u kontrolniho solného roztoku. V prvni studii
AOPTIA2 1R OYENRIS_ iyl in @ AQMSTNRRI_pD YRR gIeTIEAe
inzulin vykazovaly Casové ptisobeni srovnatelné s
glarginem. V druhy studii AQP*IAR1GYR OWYSTN A _inzulin a
AQLYSTNE-Arg_p01Glypp glysTNeAXS_jipnpylin vykazovaly Casoveé

ptisobeni, které bylo krat3i neZ u glarginu.

P¥iklad 19

In vivo studie u krys

Pokusy byly provadény u trvale kanylovanych (femor&lni
arterie a céva), samcu krys Sprague Dawley po hladovéni
p¥es noc. Rano v den pokusu byl odsat obsah katetr; konce
katetra byly pripojeny k prodluZovacim vedenim; a zvirata
byla umisténa do pokusnych klecil o rozmérech 127x12"”. Po
uplynuti 30 minutové aklimatizaé&ni periody byl odebran
arterialni krevni vzorek a byl podan iv bolus vehikula
(solny roztok obsahujici 0,3 % krysiho albuminu) nebo
inzulinové slou&eniny (pfipravek inzulinové slouceniny
¥edény v solny roztok obsahujicim 0,3 % krysiho albuminu;
0,1, 0,2, 0,4, 0,8 nebo 1,2 nmol/kg; n = 5/davku). Krev
byla odebiréana 10, 20, 30, 45 a 60 minut po intravendzni

injekci.

Véechny krevni vzorky byly odebiréany do zkumavek

obsahujicich sodny EDTA a byly uloZeny na ledu. Vzorky byly
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centrifugovény; plasma byla odebrana; a koncentrace glukodzy
v plasmé& byly urceny Vv den studie za pouZiti p¥istroje

Monarch Clinical Chemistry Analyzer.

Integral kfivek glukdzy (0-30 minut) byl vypolten za
pouziti lichob&Znikového pravidla. Vysledné hodnoty pro
razné davky byly graficky vyjadfeny za pouziti GraphPad
Prism. Byla urcena davka, ktery odpovidala integrédlu k¥ivky
glukézy o hodnoté 2,45 g.min/pL a hodnota byla pouZita pro

pfimé srovnani relativni sily inzulinovych pripravkl.

V jednom pokusu byl odhadovany u¢inek pro rekombinantni

lidsky inzulin roven 0,160 nmol/kg a byl 0,158 nmol/kg pro

AOPTIRQRrIRR oLYS N ArO_jnzulin.

V jiném pokusu byl odhadovany u&inek pro rekombinantni

lidsky inzulin roven 0,162 nmol/kg a byl 0,200 nmol/kg pro

AQRr9p2 1CLYROProR2 QMYS M AT _inzulin.

V jiném pokus byl odhadovany ucinek pro rekombinantni
lidsky inzulin roven 0,207 nmol/kg, odhadovany ucinek pro
AQATIAD 1SEFROATIR2 VS TN A9 inzulin byl 0,226 nmol/kg a
odhadovany G&inek pro AQATIRD1CLYR QWS NATI_inzulin byl 0,268

nmol/kg.

V jiném pokusu odhadovany ucinek pro rekombinantni lidsky

inzulin byl 0,317 nmol/kg a odhadovany G&inek pro AOMYSTN

Arg_p51Glygp gWYs-Ne-AX9_inzylin byl 0,320 nmol/kg.
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V jiném pokusu byl odhadovany uéinek pro rekombinantni

lidsky inzulin 0,217 nmol/kg, odhadovany U&inek pro AQLYSTNE

Brg_pp1GlygpglysNe-Ar9_jpnz31in byl 0,275 nmol/kg a odhadovany

4&inek pro A0MIgA2181YB29MeT¥A%-inzulin byl 0,258 nmol/kg.

Pfiklad 20

Krystal zinek-A0*°B0**-inzulin a zinek-protamin

74sobni roztok A se pfipravi rozpudténim 16,1 g
syntetického glycerinu, 0,73 g fenolu a 1,6 ml m-kresolu v
pribliZné 350 ml destilované vody. Po rozpudténi se prida
destilovana voda na koneénou hmotnost roztoku 503 g.
visobni roztok protamin sulfatu se pripravi rozpusténim
0,0366 g protamin sulfatu v 10 ml destilované vody. Zasobni
roztok AOPIB0PT9-inzulinu se pEipravi rozpudténim 0,0121 g
AQPT9BR0P9-inzulinu v 1,28 ml zasobniho roztoku A. z&sobni
roztok oxidu zinecénatého se pr¥ipravi fedénim 1 ml 25 mg/ml
roztoku oxidu zine&natého konelny objem 25 ml pro dosaZeni
konedné koncentrace oxidu zinecnatého 1 mg/ml. Z&sobni
roztok fosfore&nanu sodného pripravi rozpudténim 0,0577 g
dihydrogenfosforecnanu sodného v 15 ml destilované vody.
74sobni roztok chloridu sodného se pfipravi rozpudténim

1,1607 g chloridu sodného v 10 ml destilované vody.

Pro pokus s krystaly 2inek-A0R9B0P 9-inzulin se smichaly
A0RTIBOPMY9-inzulin, oxid zine&naty a z4dsobni roztok A za
kyselého pH. K nékterym vzorkum byl takeé pfidén chlorid

sodny. V3echny vzorky se kombinuji na koneény objem 0,1 ml.
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P#ida se 0,1 ml zésobniho roztoku fosfore&nanu sodného a
vznikne precipitat. Koneéné pH bylo upraveno na hodnotu
mezi 7,4 a 9,3. Krystal 2inek-A0R9B0P 9-inzulin protamin se
pfipravi stejnym zpusobem, s vyjimkou, Ze s A0PIBOPTI-
inzulinem, oxidem zinecnatym, chloridem sodnym a zasobnim

roztokem A byl také zkombinovan protamin sulfat.

KaZ?dy vzorek byl potom rozd&len na dvé poloviny. Jeden
vzorek byl inkubovén za teploty 30 °C a jiny vzorek byl
ponechén pfi teploté okoli. Podminky testu jsou ukazany V
tabulce 6 a krystaly byly pozorovany pro kazdy soubor

testovanych podminek. VSechny koncentrace jsou nominalni.

Tabulka 6
AOPI9R0MY9- | Protamin | Zinek NaCl pH Teplota
inzulin sulfat pg/ml (M)
(mg/ml) (mg/ml)
3,5 0 0,25 0 7,4 okoli
3,5 0 0,25 100 7,5 okoli
3,5 0 0,25 0 8,5 okoli
3,5 0 0,25 100 8,5 okoli
3,5 0 0,25 0 9,3 okoli
3,5 0 0,25 100 9,2 okolil
3,5 0,37 0,25 100 7,4 okoli
3,5 0,37 0,25 100 8,5 okoli
3,5 0,37 0,25 100 9,2 okoli
3,5 0 0,25 0 7,4 30 °C
3,5 0 0,25 100 7,5 30 °C
3,5 0 0,25 0 8,5 30 °C

sove
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3,5 0 0,25 100 8,5 30 °C
3,5 0 0,25 0 9,3 30 °C
3,5 0 0,25 100 9,2 30 °C
3,5 0,37 0,25 100 7,4 30 °C
3,5 0,37 0,25 100 8,5 30 °C
3,5 0,37 0,25 100 9,2 30 °C

Priklad 21

Krystaly L inek-AQPIBOPMIB2OMYS M A inzulin a krystaly zinek-

protamin

nasobni roztok A a zésobni roztoky oxidu zinecnatého,
fosfore&nanu sodného a chloridu sodného se pripravi jako v

prikladu 20.

zasobni roztok protamin sulfatu se ptipravi rozpudténim
0,0332 g protamin sulfatu v 10 ml zasobniho roztoku A.
74sobni roztok AQPIBOPTIB29MSTNTAM-inzulinu se ptipravi
rozpudténim 0,0112 g AQPTIBQPFIR29Ly2-N°-Arg-inzulinu v 1,25

ml zasobniho roztoku A.

Pro pokus s krystaly > inek-AQMIROPTIB2 9NN AY_inzulin se
AQPTIRQRFIR OLYS TN A _inzulin, oxid zine&naty a zasobni roztok
A smichaji za kyselého pH. Chlorid sodny byl také pfidan k
n&kterym vzorkim. VSechny vzorky se kombinuji na konelny
objem 0,1 ml dosaseni rtiznych podminek. pPfida se 0,1 ml

s4asobniho roztoku fosforecnanu sodného a vytvofiil se
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precipitat. Kone&né pH bylo upraveno na hodnotu mezi 7,4 a

9, 3.

Krystaly s inek-A0PTIBQATIR2 QLS NATS_inzylin protamin se
pfipravi stejnym zpisobem, kromé toho, se s AQPTIBORTIB29MST
Ne-Arg_jnsulinem, oxidem zinednatym, chloride sodnym a

zé4sobnim roztokem A byl také zkombinovén protamin sulfat.

Kazdy vzorek byl potom rozdélen do dvou Casti. Jeden vzorek
byl inkubovan za teploty 30 °C a jiny vzorek byl ponechén
pfi teploté okoli. Testované podminky jsou ukazany v
tabulce 7 a krystaly byly pozorovany Ppro kazdy soubor

testovanych podminek. Vsechny koncentrace Jjsou nomindlni.

Dale se provedou pokusy pro optimalizaci koncentrace
chloridu sodného a pH. Zasobni roztok A se pEipravi
rozpudténim 12,8 g syntetického glycerinu, 0,59 g fenolu a
1,28 g m-kresolu v ptibliziné 300 g destilované vody. Po
rozpudténi se prida destilovana voda na konecnou celkovou
hmotnost roztoku 403 g. vasobni roztok protamin sulfatu se
pripravi rozpu$ténim 0,033 g protamin sulfatu v 10 ml
-asobniho roztoku. Zasobni roztok AQPTIRQRrIR2 QLYSTNETATI
inzulinu se pripravi rozpudténim 0,0042 g AQPIB0ATIR2 MY
Ar9_jinzulin v 0,3 ml zésobniho roztoku A. Zasobni roztok
oxidu zinelnatého se p¥ipravi rozpudténim 0,0308 ¢ oxidu
zinednatého v 1 ml 5 N kyseliny chlorovodikové a
destilovana voda se prida na kone&ny objem 25 ml. Zzasobni
roztok fosfore&nanu sodného se pripravi rozpudt&nim 0,1893

g of dihydrogenfosforelnanu sodného v destilované vodé na
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kone&ny objem roztoku 50 ml. Zasobni roztok chloridu
sodného se pripravi rozpudténim 1,173 g chloridu sodného v

10 ml destilované vody.

AQPFIRORIIB29WS AT inzulin, protamin sulfat, oxid
zine&naty, chlorid sodny a s4sobni roztok A se kombinuji na
kone&ny objem 0,1 ml. 0,1 ml P¥ida se zdsobni roztok
fosfored&nanu sodného a vytvof¥il se precipitat. Konecné pH

bylo upraveno na hodnotu mezi 7,4 a 9,3.

Kazdy vzorek byl potom rozdélen do dvou casti. Jeden vzorek
byl inkubovan za teploty 30 °C a jiny vzorek byl ponechan
pfi teploté okoli. Testované podminky Jjsou ukdzany v
tabulce 8 a krystaly byly pozorovany pro kazdy soubor

testovanych podminek. Viechny koncentrace jsou nominalni.

Tabulka 7
AOM9B0PIR295 | Protamin | Zinek NaCl |pH Teplota
Ne-Br9_inzulin sulfat (pg/ml) (mM)
(mg/ml) (mg/ml)
3,4 0 0,25 0 7,4 okoli
3,4 0 0,25 100 7,4 okoli
3,4 0 0,25 0 8,5 okoli
3,4 0 0,25 100 8,5 okoli
3,4 0 0,25 0 9,2 okoli
3,4 0 0,25 100 9,2 okoli
3,4 0,33 0,25 100 7,4 okoli
3,4 0,33 0,25 100 8,6 okoli
3,4 0,3 0,25 100 9,2 okolil
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3,4 0 0,25 0 7,4 |30 °C
3,4 0 0,25 100 7,4 |30 °C
3,4 0 0,25 0 8,5 |30 °C
3,4 0 0,25 100 8,5 |30 °C
3,4 0 0,25 0 9,2 130 °C
3,4 0 0,25 100 9,2 |30 °C
3,4 0,33 0,25 100 7,4 30 °C
3,4 0,33 0,25 100 8,6 |30 °C
3,4 0,33 0,25 100 9,2 |30 °C
Tabulka 8

AQRTIROATIR QLYSTNET Protamin Zinek NaCl | pH Teplota
Rr9_3inzulin sulféat ng/ml (mM)

(mg/ml) (mg/ml)

3,5 0,33 0,25 200 7,4 |okoli
3,5 0,33 0,25 50 8,5 | okoli
3,5 0,33 0,25 100 8,4 | okoli
3,5 0,33 0,25 200 8,5 | okoli
3,5 0,33 0,25 50 8,4 | okolil
3,5 0,33 0,25 200 9,2 | okoli
3,5 0,33 0,25 200 7,4 |30 °C
3,5 0,33 0,25 50 8,5 | 30 °C
3,5 0,33 0,25 100 8,4 |30 °C
3,5 0,33 0,25 200 8,5 |30 °C
3,5 0,33 0,25 50 8,4 |30 °C
3,5 0,33 0,25 200 9,2 |30 °C
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Priklad 22

Krystaly zinek-AQWS NRro_ap Glyppolys~Ne-Rrg_4nu14n

Pro nésledujici pokusy se pfipravi zdsobni roztok A a
zasobni roztoky chloridu sodného, fosforecé¢nanu sodného,
oxidu zinec¢natého a citratu sodného, jak je nasledovné

uvedeno.

Zasobni roztok A se pfipravi rozpusdténim 128,2 ¢
syntetického glycerinu, 5,9 g fenolu, 12,9 g m-kresolu a
30,3 g dihydrogenfosforetnanu sodného v pfiblizné 3500 ml
mili-Q vody. Po rozpu3téni se pridéd mili-Q voda na

koneCnou hmotnost roztoku 4000 g.

ZAsobni roztok chloridu sodného se pripravi rozpudténim

1,1614 g chloridu sodného v 10 ml destilované vody.

Zasobni roztok fosforelnanu sodného se pripravi rozpusténim
0,7538 g dihydrogenfosforecCnanu sodného v 10 ml destilované
vody. 0,5 ml tohoto fosforelnanového roztoku byl fedéno do

9,5 ml destilované vody.

Z&sobni roztok oxidu zinecnatého se pfipravi rozpudténim
0,4 ml zadsobniho roztoku oxidu zine&natého o koncentraci 25
mg/ml a 9,6 ml destilované vody pro ziské&ni konecné

koncentrace oxidu zinecnatého 1 mg/ml.

Zasobni roztok citrdtu sodného se p¥ipravi rozpudténim

2,9597 g citratu sodného v 10 ml destilované vody.

Sons
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V jednom pokusu se piipravi z4sobni roztok AQMYSTNTA-

Ap16LyRQQLYSTNEArd_inzulinu rozpuSténim 0,00335 g AQMSTNTAT-
n016lygo glysNe-Ard_jnzylinu v 0,65 ml z4sobniho roztoku A.
Roztok byl kalny a hodnota pH byla p¥ibliZné& 7,1. pH se

upravi na priblizZné& 3,7 pro dosaeni &irého roztoku.

Krystalizace byla inicializovéana nejprve zkombinovéanim
AQLYS-Ne-Arg_p o 1Glygp LySNEAT_inzulinu 8 oxidem zine&natym,
ptidénim zésobniho roztoku A a zasobniho roztoku chloridu
sodného. Hodnota pH roztoku byla udrzovéana pod 4. Potom byl
pridén zésobni roztok fosfore&nanu sodného a vytvoril se
precipitat. Konedéné pH bylo upraveno na hodnotu mezi 6,5 a
9,5. Kazdy vzorek byl potom rozd&len do t¥i &asti. Jeden
vzorek byl inkubovan za teploty 5 °C, Jjeden za teploty 30
°c a jiny vzorek byl ponechan pfi teploté& okoli. Testovacl
podminky a vysledky pokus jsou ukazany v tabulce 9.

viechny koncentrace Jjsou nomindlni.

Tabulka 9

AQLys-Ne Zinek NaCl | Nap;POs | pH Teplo- | Pozoro-

argp 5161y oS | (ng/ml) (M) | (M) ta vany
krystaly

“Ne-Rrg_jinzulin

(mg/ml)

2,6 25 0 21 6,6 |5 °C |Ne

2,6 25 0 21 7,3 |5 °C |Ne

2,6 25 0 21 8,0 |5 °C |Ne

2,6 100 0 21 6,4 |5 °C |Ne
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2,6 100 0 21 7,3 |5 °C |Ne
2,6 100 0 21 8,2 |5 °C |Ne
2,6 25 100 |21 6,5 |5 °C |Ne
2,6 25 100 |21 7,2 |5 °C Ne
2,6 25 100 |21 8,5 |5 °C |Ano
2,6 100 100 21 6,4 |5 °C |Ne
2,6 100 100 |21 7,2 |5 °C |Ne
2,6 100 100 |21 8,4 |5 °C |Ano
2,6 25 0 21 6,6 | okoli |Ne
2,6 25 0 21 7,3 |okolil | Ne
2,6 25 0 21 8,0 | okoli |Ne
2,6 100 0 21 6,4 | okoli |Ne
2,6 100 0 21 7,3 | okoll |Ne
2,6 100 0 21 8,2 | okoli | Ne
2,6 25 100 |21 6,5 | okoli | Ne
2,6 25 100 |21 7,2 | okoli | Ano
2,6 25 100 |21 8,5 | okoli | Ne
2,6 100 100 |21 6,4 | okoli | Ne
2,6 100 100 |21 7,2 | okolil | Ano
2,6 100 100 |21 8,4 | okoll | Ano
2,6 25 0 21 6,6 | 30 °C |Ne
2,6 25 0 21 7,3 |30 °C | Ne
2,6 25 0 21 8,0 |30 °C | Ano
2,6 100 0 21 6,4 |30 °C |Ne
2,6 100 0 21 7,3 |30 °C |Ne
2,6 100 0 21 8,2 |30 °C |Ne
2,6 25 100 |21 6,5 30 °C | Ano
2,6 25 100 |21 7,2 |30 °C | Ano
2,6 25 100 |21 8,5 |30 °C |Ne
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12,6 100 100 |21 6,4 |30 °C |Ne
2,6 100 100 |21 7,2 |30 °C | Ano
2,6 100 100 |21 8,4 |30 °C |Ano

V jiném pokusu se ptipravi zésobni roztok AQMYSTNERrI_
A21CYR2QLYSNERrd_inzylinu rozpudténim 0,0032 g AQLysTNE-Arg_
A2161YR2 QLS M-AYS_inzylin v 0,65 ml zésobniho roztoku A.
Roztok byl kalny a hodnota pH byl p#ibliZné& 7,1. pH se

upravi na pfibliZné& 3,7 pro dosazeni &irého roztoku.

Krystalizace byla inicializovéna nejprve zkombinovanim
AQLys-Ne-Arg_ppGlygoglysTNArd_jpnzulinu s oxidem zine&natym,
p¥idéanim zasobniho roztoku A, zéasobniho roztoku chloridu
sodného a/nebo zasobniho roztoku citrdtu sodného. pH
roztoku bylo udrZovéano pod 4. Potom byl pridan zésobni
roztok fosfore&nanu sodného a vytvoril se precipitat.
Kone&né pH bylo upraveno na hodnotu mezi 6,5 a 9,5. KaZdy
vzorek byl potom rozdé&len do t¥i &asti. Jeden vzorek byl
inkubovan za teploty 5 °C, jeden za teploty 30 °C a jiny
vzorek byl ponechén pfi teploté okoli. Podminky testl a
dosazené vysledky jsou ukédzany v tabulce 10. V3echny

koncentrace jsou nominalni.

eree

Tabulka 10
QLys-Ne- Zinek NaCl | Na Na,POs | pH Teplo | Pozorova
Argp 2162 | (pg/ml) (mM) | Citrat | (mM) -ta -ny
krystaly
9Lys-N8—Arg_ (HM)
inzulin
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(mg/ml)

2,5 25 0 100 21 6,3 |5 °C |Ne

2,5 25 0 100 21 8,2 |5 °C |Ano

2,5 25 0 100 21 7,4 |5 °C |Ne

2,5 100 0 100 21 6,5 |5 °C |Ne

2,5 100 0 100 21 7,515 °C | Ano

2,5 100 0 100 21 8,5 |5 °C |Ne

2,5 25 50 75 21 6,5 |5 °C |Ne

2,5 25 50 75 21 7,5 |5 °C |Ano

2,5 25 50 75 21 8,3 |5 °C |Ano

2,5 100 50 75 21 6,5 |5 °C |Ne

2,5 100 50 75 21 7,515 °C |Ano

2,5 100 50 75 21 8,4 |5 °C |Ano

2,5 25 0 100 21 6,3 | okol |Ne
i

2,5 25 0 100 21 8,2 |okol |Ano
i

2,5 25 0 100 21 7,4 | okol |Ne
i

2,5 100 0 100 21 6,5 | okol |Ne
i

2,5 100 0 100 21 7,5 | okol | Ano
i

2,5 100 O. 100 21 8,5 | okol | Ano
i

2,5 25 50 75 21 6,5 | okol |Ne
i

2,5 25 50 75 21 7,5 {okol | Ano
i
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2,5 25 50 75 21 8,3 | okol |Ano
i

2,5 100 50 75 21 6,5 | okol | Ano
i

2,5 100 50 75 21 7,5 | okol |Ano
i

2,5 100 50 75 21 8,4 | okol | Ano
i

2,5 25 0 100 21 6,3 |30 Ne
°c AJ

2,5 25 0 100 21 8,2 |30 Ano
°C

2,5 25 0 100 21 7,4 |30 Ano
°C

2,5 100 0 100 21 6,5 | 30 Ano
°C

2,5 100 0 100 21 7,5 30 Ano
oo J

2,5 100 0 100 21 8,5 | 30 Ano
°C

2,5 25 50 75 21 6,5 | 30 Ne
°C

2,5 25 50 75 21 7,5 |30 Ano
°C

2,5 25 50 75 21 8,3 | 30 Ano
°C

2,5 100 50 75 21 6,5 | 30 Ano
°C

2,5 100 50 75 21 7,5 |30 Ano
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°C

2,5 100 50 75 21 8,4 | 30 Ano
°C

V jiném pokusu se -4sobni roztok octanu sodného ptipravi
rozpusténim 0,8263 g octanu sodného v 10 ml destilované
vody. Zasobni roztok AQLYS-NE-Brg_poqGlygp oLy NEATI_inzulinu se
pfipravi rozpudténim 0,003 g AQLYS-NE-Arg_p 0 Glypp QlysNETATI
inzulinu v 0,63 ml zasobnim roztoku A. Roztok byl kalny a
hodnota pH byla pfiblizné& 7,1. pH se upravi na p¥ibliZné

3,7 pro dosaZeni &irého roztoku.

Krystalizace byla inicializovana nejprve zkombinovanim
AQLYSTNe-Rra_pp1GlygpglysTNeRid_inzylin s oxidem zine&natym,
p¥idéanim z&sobniho roztoku A, zasobniho roztoku chloridu
sodného a/nebo octanu sodného. pH roztoku bylo udrzovano
pod 4. Potom byl pridan zasobni roztok fosfore&nanu sodného
a vytvoril se precipitat. Kone&né pH bylo upraveno na
hodnotu mezi 6,5 a 9,5. Kazdy vzorek byl potom rozdélen do
t#i &asti. Jeden vzorek byl inkubovéan za teploty 5 °C,
jeden za teploty 30 °C a jiny vzorek byl ponechén pfi
teploté okolli.
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Podminky testd a dosaZené vysledky jsou ukazény v tabulce

11. Vdechny koncentrace jsou nomindlni.

Tabulka 11
pQLys-Ne- Zinek NaCl | NaOAc | Na,PO, |pH | Teplo- Pozorova-
argpp16lYp2oMs | (pg/ml) (mM) | (mM) | (mM) ta ny

krystaly

“NeArg_inzulin
(mg/ml)
2,4 25 0 100 21 6,5 |5 °C Ne
2,4 25 0 0 21 7,5 15 °C Ne
2,4 25 0 100 21 8,4 |5 °C Ano
2,4 100 0 100 21 6,3 |5 °C Ne
2,4 100 0 100 21 7,4 |5 °C Ne
2,4 100 0 100 21 8,6 |5 °C Ano
2,4 25 50 75 21 6,6 |5 °C Ne
2,4 25 50 75 21 7,4 |5 °C Ne
2,4 25 50 75 21 g,4 |5 °C Ano
2,4 100 50 75 21 6,5 |5 °C Ne
2,4 100 50 75 21 7,5 15 °C Ne
2,4 100 50 75 21 8,3 |5 °C Ne
2,4 25 0 100 21 6,5 | okoll |Ne
2,4 25 0 100 21 7,5 | okolil | Ano
2,4 25 0 100 21 8,4 | okoli |Ano
2,4 100 0 100 21 6,3 | okoll |Ne
2,4 100 0 100 21 7,4 | okoli |Ne
2,4 100 0 100 21 8,6 | okoli |Ne
2,4 25 50 75 21 6,6 | okoll |Ne
2,4 25 50 75 21 7,4 | okoli |Ano
2,4 25 50 75 21 8,4 | okoli |Ano
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2,4 100 ' 50 75 21 6,5 | okoli |Ne
2,4 100 50 75 21 7,5 | okoli |Ne
2,4 100 50 75 21 8,3 |okoli | Ano
2,4 25 0 100 21 6,5 | 30 °C |Ne
2,4 25 0 100 21 7,5 130 °C |Ano
2,4 25 0 100 21 8,4 |30 °C |Ano
2,4 100 0 100 21 6,3 |30 °C |Ne
2,4 100 0 100 21 7,4 {30 °C |Ano
2,4 100 0 100 21 8,6 |30 °C |Ne
2,4 25 50 75 21 6,6 |30 °C |Ne
2,4 25 50 75 21 7,4 |30 °C |Ano
2,4 25 50 75 21 8,4 |30 °C |Ne
2,4 100 50 75 21 6,5 |30 °C |Ne
2,4 100 50 75 21 7,5 {30 °C |Ano
2,4 ' 100 50 75 21 8,3 |30 °C |Ano

V jiném pokusu se s4sobni roztok oxidu zine&natého pfipravi
~teddnim 1,0 ml roztoku oxidu sinednatého s koncentaci 10
mg/ml 1,0 ml destilované vody. Konecn& koncentrace oxidu

zine&natého byla 5 mg/ml.

sasobni roztok AQWSTNATS_p1CGVRRQWeTTES-inzulinu se
ptipravi rozpudténim 0,00221 g AQLYS-Ne-ATg_p 0 Glypp gLysTNETAI_
inzulinu v 0,43 ml destilované vody. Roztok byl takfka
&iry a hodnota pH byla urcena jako p¥iblizné 3,7. pH se

upravi na p¥ibliZné 3,0 pro dosaZeni ¢irého roztoku.
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Krystalizace byla inicializovéna nejprve zkombinovanim
AQLYS-Ne-Bra_pp1Glygpolys-VRri_jnzylin s oxidem zine&natym a
s4sobnim roztokem bud chloridu sodného nebo citratu sodného
nebo octanu sodného. pH roztoku bylo udrzovéno pod
ptibliZné 3. Potom byl pridan zésobni roztok fosforefnanu
sodného a vytvof¥il se precipitét. Kone&né pH bylo upraveno
na hodnotu mezi 6,5 a 8,5. Kazdy vzorek byl ponechéan pri
teploté okoli. Podminky testh a dosaZené vysledky jsou

ukézan v tabulce 12. VSechny koncentrace jsou nominalni.

Tabulka 12
pQLys-Ne- Zinek NaCl | Na NaOAc | pH PozOYOVany
Arano16lvgpolys | (ug/ml) | (mM) Citrat | (mM) krystaly
“Ne-Brd_jinzulin (M)
(mg/ml)
2,6 300 0 0 0 6,7 Ne
2,6 300 0 0 0 8,4 Ne
2,6 300 100 {0 0 83 Ne
2,6 300 100 0 0 6,6 Ne
2,6 300 0 100 0 6,6 Ano
2,6 300 0 100 0 8,2 Ne
2,6 300 0 0 100 6,5 Ano
2,6 300 0 0 100 8,6 Ne
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Priklad 23

Krystaly 2 inek—-AQLYS NE-RTI_ppClYRp gLYS AT inzulin protamin

nisobni roztok A se pfipravi rozpusténim 16,1 g
syntetického glycerinu, 0,73 g fenolu a 1,6 ml m-kresolu v
ptiblizné& 350 ml destilované vody. Po rozpudt&ni se prida
do roztoku destilovand voda na kone&nou hmotnost roztoku
503 g. Zésobni roztok protamin sulfatu se pripravi
rozpudténim 0,0366 g protamin sulfatu v 10 ml destilované

vody.

74sobni roztok AQLYs-Ne-Arg_p1GlYpp glysTNAIO-inzulin se

pripravi rozpudténim 0,0121 g AQLys-Ne-ATg_p 01 GlYRD grYSTNeTRTI
inzulinu v 1,28 ml zésobniho roztoku A. Zasobni roztok
oxidu zine&natého se ptipravi fedénim 1 ml roztoku oxidu
sinecnatého s koncentracil 25 mg/ml na konelny objem 25 ml,
pro dosaZeni kone&né koncentrace oxidu zine&natého 1 mg/ml.
7asobni roztok fosforecCnanu sodného se p¥ipravi rozpusdténim
0,0577 g dihydrogenfosforecnanu sodného v 15 ml destilované
vody. 2Z&sobni roztok chloridu sodného se pripravi
rozpuiténim 1,1607 g chloridu sodného v 10 ml destilované

vody .

AQLYS-Ne-Arg_p 0 Glygp gLysTNEATI_inzulin, oxid zine&naty, protamin
sulfat, chlorid sodny a zasobni roztok A se zkombinuji na
konedny objem 0,1 ml pro dosazeni ruznych podminek. Prida
se 0,1 ml zéasobniho roztoku fosforelnanu sodného a vznikne

precipitat. Kone&né pH se upravi na hodnotu mezi 7,4 a 9,3.
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Kazdy vzorek je potom rozd&len do dvou &asti.

je inkubovan za teploty 30
teploté& okoll.

Jeden vzorek

°C a jiny vzorek je ponechan pii

Testované podminky jsou ukazany Vv tabulce 13

jsou pozorovany krystaly.

Tabulka 13
pQlys~Ne- Protamin | Zinek NaCl pH Teplota
argppq16lygpolys | sulfat (pg/ml) (mM)
“Ne-Ard_jnzulin (mg/ml)
(mg/ml)
3,5 0 25 0 7,4 okoli
3,5 0 25 100 7,5 okoli
3,5 0 25 0 8,5 okoli
3,5 25 100 100 8,5 okoli
3,5 0 25 0 9,3 okoli
3,5 0 25 100 9,2 okoli
3,5 0,37 25 100 7,4 okoli
3,5 0,37 25 100 8,5 okoli
3,5 0,37 25 100 9,2 okoli
3,5 0 25 0 7,4 30 °C
3,5 0 25 100 1,5 30 °C
3,5 25 0 0 8,5 30 °C
3,5 25 100 100 8,5 30 °C
3,5 0 25 0 9,3 30 °C
3,5 0 25 100 9,2 30 °C
3,5 0,37 25 100 7,4 30 °C
3,5 0,37 25 100 8,5 30 °C
3,5 0,37 25 100 9,2 30 °C
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zatimco pfedloZeny vynalez byl obzvlasteé ukézan a popséan s
odvolanim na jeho vyhodna provedeni, odbornikovi v oboru Jje
z¥ejmé, Ze mohou byt provedeny ruzné zmény v provedeni a
detailech, aniZ by do8lo k odchyleni od ducha a rozsahu
ptedloZeného vynalezu, jak Je definovan v nasledujicich
patentovych narocich. Odbornikovi v oboru jsou zfejmé nebo
miZe zjistit rutinnim experimentovanim mnoha ekvivalentni
specificka provedeni predlozeného vynalezu, ktry zde byl

popsan.

Takové ekvivalenty jsou zamy3leny tak, Ze spadaji do

rozsahu patentovych naroku.

Viechny patenty, pfihlasky vynalezt, &lanky, knihy a jiné
publikace, které jsou zde citovany, jsou zahrnuty Jjako
reference ve své celistvosti.

Zastupuje:

Dr. Otakar Svor&ik
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PATENTOVE NAROKY

1. Inzulinovéd sloudenina, kterd ma
(a)
A-1 A0 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0 A1l Al2 Al3

Xaa-Xaa~-Gly-Ile-Val-Glu~-Gln-Cys-Cys—-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-Leu-

fetézec A obecného vzorce I,

Al4 A15 Alé Al7 Al18 Al9 A20 A2l
Tyr-Gln~Leu-Glu~Asn-Tyr-~Cys-Xaa,

kde aminokyselinovd sekvence obecného vzorce I je
zndzornéna jako Sekv. ID ¢&. 1, a
(b)
B-1 BO Bl

retézec B obecného vzorce II,

B2 B3 B4 BS5 B6 B7 BB B9 B10 Bll BlZ

Xaa-Xaa-Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser—-His-Leu-Val-

B13 B14 B15 B16 B17 B18 B19 B20 B21 B22 B23 B24 B25 B26 B27
Glu-Ala-Leu-Tyr~Leu-Val-Cys-Gly~-Glu-Arg-Gly-Phe-~-Phe-Tyr-Thr-

B28 B29 B30

Xaa-Xaa-Xaa,

kde aminokyselinova sekvence obecného vzorce II je

zndzornéna jako Sekv. ID ¢&. 2,

kde Xaa v poloze A-1 pfedstavuje Arg, derivatizovany Arg,

homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin, alfa methyl arginin nebo je nepfitomny;
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Xaa v poloze AQ ptedstavuje ARrg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, LysS,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin nebo alfa methyl arginin;

Xaa v poloze A2l je geneticky kédovatelnd aminokyselina;
Xaa v poloze B-1 ptedstavuje Arg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, LysS,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino
homoarginin, alfa methyl arginin nebo je nepfitomny;

Xaa v poloze BO predstavuje Arg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino
homoarginin, alfa methyl arginin nebo je nepfitomny;

Xaa v poloze B28 je Lys nebo Pro;

Xaa v poloze B29 je Lys nebo Pro;

Xaa v poloze B30 je Thr, Ala nebo je neptitomny;

jeden z Xaa Vv poloze B28 nebo Xaa Vv poloze B29 je Lys:

Xaa v poloze B28 a Xaa Vv poloze B29 nejsou oba Lys; a &-

amino skupina Lys v poloze B28 nebo B29 je kovalentné
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vazana k oa-karboxylové skupiné kladnéd nabité aminokyseliny

za uelem piipravy Lys—NQ—aminokyselinového derivatu.

5. Tnzulinova sloulenina podle naroku 1, kde g-amino

skupina Lys v poloze B28 nebo B29 je kovalentné vazana k

a-karboxylové skupiné Arg za G&elem p¥ipravy Lys-N°-Arg.

3. Inzulinova sloucenina podle naroku 1, kde g-amino

skupina Lys v poloze B28 nebo B29 je kovalentné vazana k

o~ karboxylové skupiné Lys za u&elem pfipravy Lys-N°-Lys.

4. Tnzulinova sloucenina podle néroku 1, kde Xaa v poloze

A-1 a Xaa v poloze B-1 Jjsou nepritomny.

5. Inzulinova sloulenina podle naroku 1, kde Xaa v poloze

B-1 a Xaa v poloze BO jsou nepritomny.

6. Inzulinova slouenina podle naroku 1, kde Xaa v poloze

A-1, Xaa v poloze B-1 a Xaa Vv poloze BO jsou nep¥itomny.

7. Inzulinové sloulenina podle naroku 4, kde

Xaa v poloze AO predstavuje Arg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin nebo alfa methyl arginin; a

Xaa v poloze BO ptedstavuje Arg, derivatizovany Arg,

homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
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derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin, alfa methyl arginin nebo je nepfitomny.

8. Inzulinova sloucenina podle nadroku 7, kde

Xaa v poloze A0 je Arg; a

Xaa v poloze BO je nepfitomny.

8. Inzulinova sloucenina podle néroku 7, kde

Xaa v poloze A0 je Arg; a

Xaa v poloze BO je Arg.

10. PouZiti inzulinové slouCeniny podle kteréhokoli =z

ndroklt 1-9 pro pripravu léc¢iva pro lécbu diabetu mellitus.

11. Kompozice vyznacujici se tim, Ze zahrnuje inzulinovou

slouc¢eninu podle kteréhokoli z nérokua 1-9.

12. Kompozice podle ndroku 11, vyznacujici se tim, Ze

kompozice je farmaceutickd kompozice.

13. Kompozice podle nédroku 12, vyznacujici se tim, Ze déle
zahrnuje jeden nebo vice farmaceuticky pfijatelnych

excipientu.

14. Kompozice podle kteréhokoli z nérokd 11-13, vyznacujici

se tim, Ze dale zahrnuje divalentni kovovy kationt.
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15. Kompozice podle néaroku 14, vyznaéujici se tim, Ze

divalentni kovovy kationt je zinek.

16. Kompozice podle kteréhokoli z narokd 11-14, vyzna&ujici

se tim, e dale zahrnuje lidsky inzulin.

17. Kompozice podle kteréhokoli z naroka 11-14, vyznaCujici

se tim, Ze zahrnuje rychle G&inkujici inzulinovy analog.

18. PouZiti kompozice podle kteréhokoli z narokd 11-17 pro

pripravu léciva pro 1é¢bu diabetu mellitus.

19. Mikrokrystal zahrnujici inzulinovou sloueninu podle
kteréhokoli z narokt 1-9 a divalentni kovovy kationt, kde

mikrokrystal neobsahuje protamin.

20. Mikrokrystal podle naroku 19, kde divalentni kovovy

kationt je zinek.

21. Mikrokrystal zahrnujici inzulinovou slouleninu podle
kteréhokoli z narokt 4, 6, 7, 8 nebo 9, divalentni kovovy

kationt a protamin.

22. Mikrokrystal podle naroku 19, kde divalentni kovovy

kationt je zinek.

23. Zpusob pfipravy mikrokrystalu podle naroku 19,
vyzna&ujici se tim, Ze zahrnuje uvedeni do kontaktu slozek

zahrnujicich inzulinovou sloudeninu a divalentni kovovy



¢ o®®

XX 2l
L

XXX}

'XE XA

- 126 -

kationt ve vodném rozpouStédle pfi hodnoté pH, ktera

umoZiuje tvorbu hexamert inzulinové slouceniny.

24. Zpusob podle néaroku 23, vyzna&ujici se tim, Ze

divalentni kovovy kationt je zinek.

25. Zpusob podle néroku 23, vyzna&ujici se tim, ze dale
zahrnuje uvedeni do kontaktu sloZek s hexamer-
stabilizujici sloueninou, pficemZ hexamer-stabilizujici
sloudenina je pritomna Vv koncentraci, kterad usnadhuje

vytvafenl hexameru.

26. Pou?iti mikrokrystald podle naroku 19 pro pfipravu

1é&iva pro lécbu diabetu mellitus.

27. ZpUsob pripravy inzulinové sloueniny, vyznadujicl se

tim, %e zahrnuje kroky:

(a) acylace kazdé volné aminové skupiny templatu inzulinu
chran&nou aminokyselinou nebo derivatem chrénéné
aminokyseliny za uUlelem ptipravy acylované inzulinové

slouleniny;

(b) &isté&ni acylované inzulinové slouleniny;

(c) odstranéni ochranné skupiny z kaZdé chréanéné
aminokyseliny nebo derivatu chréné&né aminokyseliny za
u&elem pripravy nechrénéné acylované inzulinoveé slouCeniny;

a
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(d) &isdténi nechranéné acylované inzulinové slouceniny.

28. Zpusob podle néaroku 27, vyznacujici se tim, Ze chrénéna

aminokyselina je aktivovana karboxylova kyselina.

29. Zphsob podle naroku 28, vyznadujici se tim, Ze

aktivovana karboxylova kyselina je N-hydroxysukcinimid.

30. Zpusob podle naroku 29, vyznalujici se tim, Ze
templatem inzulinu Jje rekombinantni lidsky inzulin nebo

jeho analog.

31. Zpusob podle naroku 27, vyznadujici se tim, Ze

templatem inzulinu Jje A21%%@-inzulin.

32. Zpusob 1éCby hyperglykemie, vyznadujici se tim, ze
zahrnuje podavani inzulinové slouleniny podle kteréhokoli z
naroka 1-9 subjektu v mnoZstvi, které je dostatecné pro

regulaci koncentrace krevni hladiny glukézy u subjektu.

33. Zplsob 1léCby hyperglykemie, vyznadujici se tim, zZe
zahrnuje podavani kompozice podle kteréhokoli z naroku 11-
17 subjektu v mno¥stvi, které je dostate&né pro regulaci

koncentrace krevni hladiny glukézy u subjektu.

34. Zpusob podle naroku 32 nebo 33, vyznadujicl se tim, Ze

subjekt je léCen na diabetes mellitus.

35. Zpusob 1lécby diabetu mellitu, vyznacujici se tim, Ze

zahrnuje podavéani mikrokrystalu podle naroku 19 subjektu v
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mnoZstvi, které je dostatedné pro regulaci koncentrace

krevni hladiny glukézy u subjektu.
36. Inzulinovéd slou&enina, ktera obsahuje

(a) tetézec A obecného vzorce I,

aA-1 A0 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0 All Al2 Al3
Xaa—Xaa—Gly—Ile—Val—Glu—Gln—Cys—Cys—Thr—Ser—Ile—Cys—Ser—Leu—

Al4 Al5 Al6 Al7 Al8 Al9 A20 AZl
Tyr—Gln—Leu—Glu—Asn—Tyr—Cys—Xaa,

kde aminokyselinova sekvence obecného vzorce I je

-ndzornéna v Sekv. ID &. 1, a

(b) tetézec B obecného vzorce 1I,
B-1 BO Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 BY B10 B1l1l B1l2
Xaa—Xaa—Phe~Val—Asn—Gln—His—Leu—Cys-Gly—Ser—His—Leu—Val-

B13 Bl4 B15 B16 B17 B18 B19 B20 B21 B22 B23 B24 B25 B26 B27
Glu—Ala—Leu—tyr-Leu-Val—Cys—Gly—Glu—Arg—Gly—Phe—Phe—Tyr—Thr—

B28 B29 B30

Xaa-Xaa-Xaa,

kde aminokyselinova sekvence obecného vzorce II Je

snidzornéna v Sekv. ID ¢&. 2,

kde Xaa v poloze A-1 ptedstavuje Arg, derivatizovany Arg,

homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,

s
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derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino

homoarginin, alfa methyl arginin nebo je nepfitomny;

Xaa v poloze AQ predstavuje AIg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino
homoarginin, alfa methyl arginin;

Xaa v poloze A21 je geneticky kédovatelnd aminokyselina;
Xaa v poloze B-1 predstavuje Arg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino
homoarginin, alfa methyl arginin nebo je nepfitomny;

Xaa v poloze BO predstavuje Arg, derivatizovany Arg,
homoarginin, desamino homoarginin, desaminoarginin, Lys,
derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa guanidino
homoarginin, alfa methyl arginin;

Xaa v poloze B28 je Lys nebo Pro;

Xaa v poloze B29 je Lys nebo Pro;

Xaa v poloze B30 je Thr, Ala nebo je nepfitomny;

jeden z Xaa v poloze B28 nebo Xaa v poloze B29 je Lys; a

Xaa v poloze B28 a Xaa Vv poloze B29 nejsou oba Lys.
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37. Inzulinové slou&enina podle naroku 36, kde

Xaa v poloze A-1 je nepfitomny; a

Xaa v poloze B-1 je nepfitomny.

38. Inzulinova sloulenina podle naroku 37, kde

Xaa v poloze A0 je Arg nebo Lys; a

Xaa v poloze BO je Arg nebo Lys.

39. Inzulinova sloulenina podle naroku 38, kde

Xaa v poloze A0 je Arg; a

Xaa v poloze BO je Arg.

40. Mikrokrystal zahrnujici inzulinovou slou&eninu podle

naroku 36 a divalentni kationt.

41. Mikrokrystal podle naroku 40, kde divalentni kovovy

kationt je zinek.

42 . Mikrokrystal podle naroku 40 nebo 41, dale zahrnujici

protamin.

43. Kompozice vyznacujici se tim, Ze zahrnuje inzulinovou

sloudeninu podle naroku 36.
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44. Kompozice podle naroku 43, vyznalujici se tim, Ze déale

zahrnuje divalentni kovovy kationt.

45. Kompozice podle naroku 44, vyznacujici se tim, ze

divalentni kovovy kationt je zinek.

46. Kompozice podle naroku 44, vyznacujici se tim, Ze

kompozice je farmaceuticka kompozice.

47. Kompozice podle naroku 46, vyznalujici se tim, ze

zahrnuje farmaceuticky prijatelny nosic.

48. PouZiti inzulinové slouceniny podle kteréhokoli z
narokli 36-39 pro pripravu 1é&iva pro 1é¢bu diabetu

mellitus.

49. Pou?iti kompozice podle kteréhokoli z naroka 43-47 pro

pripravu léciva pro 1é&bu diabetu mellitus.

50. Zpusob 1lécCby hyperglykemie, vyznacujici se tim, Ze
zahrnuje podavéani inzulinové slouleniny podle kteréhokoli z
narokd 36-39 subjektu v mnoZstvi, které je dostateéné pro

regulaci koncentrace krevni hladiny glukézy u subjektu.

51. Zpusob 1lécby hyperglykemie, vyzna&ujici se tim, ze
zahrnuje podavani kompozice podle kteréhokoli z naroklt 43-
47 subjektu v mnoZstvi, které je dostatelné pro regulaci

koncentrace krevni hladiny glukdézy u subjektu.



52.vaﬁsob podle naroku 50 nebo 51, vyznacujici se tim, Ze

subjekt je lécen na diabetes mellitus.

53. Zpasob 1lécby diabetu mellitu, vyznadujici se tim, Ze
zahrnujici podavani mikrokrystalu podle naroku 40-42
subjektu v mnoZstvi, které je dostatelné pro regulaci

koncentrace krevni hladiny glukdzy u subjektu.

Zastupuje:

Dr. Otakar Svorcik
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Seznam sekvenci

.
oe [ XX ) .

<110> EM1 Lilly and Company

<120» Inzulinova slou&enina s protrahovanym Gcinkem

<130> X-16004M

<160> 4

<170> Patentln version 3.1

<210> 1

<21l> 23

<212> PRT .

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1..(QD ,

<223> Xaa = Arg, derivatizovany Arg, homoarginin, desamino homoarginin,
desaminoarginin, Lys, derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa
guanidino homoarginin nebo alfa methyl arginin
nebo je neptitomny

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2)

<223> yaa = Arg, derivatizovany Arg, homoarginin, desamino homoarginin
desaminoarginin, Lys, derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa
guanidino homoarginin nebo alfa nethyl arginin

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (23)..Q23)

<223> Xaa = geneticky koédovatelna aminokyselina

<400> 1

xaa Xaa Gly 1le val Glu GIn Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr

1 5 10 15

Gln Leu Glu ggn Tyr Cys Xaa

<210> 2

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (30)..(30) .

<223> yaa v poloze 30 je Lys nebo Xaa Vv poloze 31 je Lys, ale ne
oboji najednou

<220>

<221> MISC_FEATURE

222> (31)..(31)

<223> Yaa v poloze 30 je Pro nebo Xaa Vv poloze 31 je Pro, ale ne

oboji najednou



<2LU>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

<222>

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

1

MISC_FEATURE
(30)..(30)
Xaa = Lys nebo Pro

MISC_FEATURE
(31)..(31)
Xaa = LyS nebo Pro

MISC_FEATURE
(32)..(032)
xaa = Thr, Ala nebo je nepfitomny

MISC_FEATURE
1..1) ,

Xaa = Arg, derivatizovany Arg, homoarginin, desamino homoarginin,
desaminoarginin, Lys, derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa
guanidino homoarginin nebo alfa methyl argininnebo je neptitomny

MISC_FEATURE
2)..(2
Xaa = Arg, derivatizovany Arg, homoarginin, desamino homoarginin,

desaminoarginin, Lys, derivatizovany Lys, desaminolysin, alfa
guanidino homoarginin nebo alfa methyl argininnebo je nepfitomny

2

Xaa xaa Phe val gsn GIn His Leu Cys Gzy ser His Leu val ggu Ala
1

Leu Tyr Leu ¥%1 Cys Gly Glu Arg ggy phe Phe Tyr Thr §ga Xaa Xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

3

21

PRT .
Homo sapiens

3

Gly Ile val Glu ng Cys Cys Thr Ser {3& Cys Ser Leu Tyr g}n Leu

Glu Asn Tyr Cys Asn
20

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

4

30

PRT X
Homo sapiens

4

phe val Asn GIn gis Leu Cys Gly Ser ?gs teu val Glu Ala igu Tyr



Leu val Cys Gly Glu Arg Gly Phe phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30
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