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{57) Anotace:

Priprava lidského insulinu z derivatu lidského
insulinu, ktery vznikne jako prekursor pri
kondenzaci desoktapeptidu insulinu s karboxy-
terminalnim oktapeptidem B-fetézce, jenZ ma
e-aminoskupinu v posici Lys'329 chranénou
skupinou fenylacetylovou, za katalysy trypsi-
nem v C¢aste¢né nevodném prostfedi. Prekursor
se od reakeni smési oddéli vysokoudinnou ka-
palinovou chromatografif a podrobi se-$tépeni
penicilinamidohydrolasou, kterA je v neroz-
pustné formé zakotvena na inertnim nosici,
pritemZ se odstépi fenylacetylovA skupina z
e-aminoskupiny lysinu a vznikne lidsky insulin,
ktery se od ostatnich komponent oddéli, s vyho-
dou vysokoui¢innou kapalinovou chromatogra-

fif.
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Zpusob pripravy lidského inzulinu

Oblast techniky

Vyndlez popisuje zpusob semisyntetické pripravy derivatu
lidského inzulinu a lidského inzulinu.

Dosavadni stav_techniky

Dosavadni zplUsoby semisyntetické pripravy lidského inzulinu
z desoktapeptidu B23-B30 inzulinu (DOI) a C-koncového oktapeptidu
B-retézce lidského inzulinu vychdzeji z oktapeptidu, ktery ma Lys
v poloze B29 chranény skupinami terc. butylkarbonyl, florenyl-
methyloxykarbonyl, benzyloxykarbonyl, odstépitelnymi v kyselém
prost¥edi (HF, HCl) (Inouye K., Watanabe K., Morihara K., Tochino
Y., Kanaya T., Emura J., Sakakibara S. (1979) J. Am. Chem. Soc.
101, 751 az 752). Kyselému prostredi je ovSem vystavena cela
molekula inzulinu, coZ se miZe projevit v niZsich vytézZcich bio-
logicky aktivniho lidského inzulinu.

Podstata vynalezu

Predmétem vynadlezu Jje zpusob pripravy lidského inzulinu,
ktery spo¢iva v tom, Ze se kondenzaci desoktapeptidu inzulinu
s karboxytermindlnim oktapeptidem B retézce vzorce I

Gly-L-Phe-L-Phe-L-Tyr-L-Thr-L-Pro-L-Lys(Pac)-L-Thr (1)

kde Pac je fenylacetylovd skupina, za katalyzy trypsinem v caste-
&né nevodném prostredi, obsahujicim maximalné 50 % hmot. vody,

pripravi derivat lidského inzulinu s e-aminoskupinou LysB29 chra-
nénou fenylacetylovou skupinou, potom se derivat lidského inzuli-
nu oddéli vysokoudéinnou kapalinovou chromatografii a podrobi se
Stépeni penicilinamidohydrolazou v nerozpustné formé, zakotvenou
na inertnim nosiéi, pric¢emZ se odstépi fenylacetylovd skupina
z e-aminoskupiny 1lysinu a vznikne lidsky inzulin, ktery se od
reakéni smési oddéli, s vyhodou vysokouc¢innou kapalinovou chroma-
tografii.

Metodika pripravy Kkarboxytermindlniho oktapeptidu B-retézce

lidského inzulinu s e€-aminoskupinou Lys829 chranénou fenylacety-
lovou skupinou je popsdna v CZ patentu 280 690.

Vyhodou tohoto zpusobu pripravy je v pouZiti mirného pro-
stredi, kdy se chranéna skupina Pac od$tépi z postranniho retézce
lysinu zakotvenou penicilinamidohydrolazou. Tento zpusob byl pop-
san v CZ patentu 280 690.
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Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Priprava lidského (Pac)--LysB29

-inzulinu (Pac = fenylacetyl)

100 mg oktapeptidu I se rozpusti v 30 pl dimethylformamidu (DMF)
a 130 pl 50 mM roztoku octanu vapenatého. Potom se prida 100 mg
desoktapeptid B23-B30-inzulinu (DOI) a 20 mg trypsinu v 100 ul
50 mM roztoku octanu vdpenatého. pH (zdanlivé, méreno kombinova-
nou elektrodou sklenéna-kalomelovd) bylo upraveno pomoci 30 ul
4-methylmorfolinu na hodnotu 6,8. Vyslednd koncentrace vody byla
40 % obj. (méreno coulometrickou metodou podle Karla Fischera).
Roztok byl slabé michan za teploty 20 °C po dobu 7 hodin. Reakce
byla zastavena pridanim 5 ml 10 % obj. kyseliny octové. Tento
roztok byl nasazen na kolonou Sephadexu G-50f (3x70 cm). Chroma-
tografie probihala v 10 % obj. Kkys. octové pri teploté 20 °C
rychlosti 0,9 ml/min. Frakce obsahujici analog inzulinu a DOI
byly spojeny a lyofilizovany. Ziskdno bylo 46 mg. Cast této smési
byla rozdélena pomoci vysokouUc¢inné kapalinové chromatografie na
reverzni fazi (RP-HPLC) na koloné Vydac C18 (1x25 cm) pri gradi-
entu acetonitrilu v 0,1 % obj. trifluoroctové kyseliny (TFA).

Ziskano bylo 2 mg c¢istého lidského (PAc)—LysBzg—inzulinu. Tento
produkt byl homogenni za podminek RP-HPLC a kapilarni elektro-
forézy v kyselém i zdsaditém prostredi. SlozZeni produktu bylo
ovéreno aminokyselinovou analyzou i hmot. spektrometrii (5926 Da).

Priklad 2

Lidsky inzulin s e-aminoskupinou LysB29 chranénou fenylocto-
vou skupinou (1 mg) byl rozpustén v 0,1 ml 8 M mocoviny a k vzni-
klému roztoku bylo pridano 0,7 ml 50 nM Na-fosfatového pufru o pH
6,5. Tento roztok pomoci peristaltického ¢erpadla cirkuloval pri
pokojové teploté pres kolonku s 200 mg porézniho skla s 5 mg imo-
bilizované a predem purifikované penicilinamidohydrolazy (Barth
a kol. CS 275 449). Do systému byla dale zapojena kolonka s 4 mg
Dowexu 1x8 (Strongly Basic Anion Exchanger, Fluka, Buchs, SRN).
Tento silny anex byl pouzZit za uc¢elem vychytavani vznikajici
fenyloctové kyseliny, kterd Jjako produkt hydrolytické reakce
inhibuje aktivitu enzymu. Obé kolonky byly pred pokusem promyty
50 mM Na-fosfatovym pufrem o pH 6,5. Pribéh reakce byl sledovan
pomoci RP-HPLC na koloné Vydac C18 (1x25 cm) pri gradientu aceto-
nitrilu v 0,1 obj. TFA. Po zhruba 230 minutach reakce byl subs-
trat konvertovan v nechranény lidsky inzulin.
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PATENTOVE NAROKY

Zpusob pripravy lidského 1inzulinu, vyznacdeny
t i m, Ze se kondenzaci desoktapeptidu inzulinu s karboxytermi-
nalnim oktapeptidem B retézce vzorce T

Gly-L-Phe-L-Phe-L-Tyr-L-Thr-L-Pro-L-Lys(Pac)-L-Thr (1)

kde Pac je fenylacetylova skupina, za katalyzy trypsinem v cas-
teédné nevodném prostredi, obsahujicim maximdlné 50 % hmot. vody,

ptipravi derivat lidského inzulinu s e-aminoskupinou LysB29 chra-
nénou fenylacetylovou skupinou, potom se derivat lidského inzuli-
nu oddéli vysokoudinnou kapalinovou chromatografii a podrobi se
Stépeni penicilinamidohydrolazou v nerozpustné formé, zakotvenou
na inertnim nosiéi, pric¢emZ se odsStépi fenylacetylova skupina
z e€e-aminoskupiny lysinu, a vznikne lidsky inzulin, ktery se od
reakéni smési oddéli vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii.
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