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Zpusob pf¥ipravy acylovaného proteinového prasku

Oblast techniky

Vyndlez se tyka zpusobu piipravy acylovaného
proteinového prasku a je obecné zaméfen na zplUsob ziskani
acylovaného proteinu ve formé préasku, obzvlasté v pripadé
takového proteinu, ktery je resistentni vG&i pokusim o jeho
ziskanil precipitaci nebo krystalizaci a naslednou filtraci z
vodného roztoku, specidlné urcitych acylovanych proinsulint,
acylovanych insulin® nebo acylovanych insulinovych analogu.
Vyndlez se zv1asté tyka zpusobu pripravy sypkého présku
jistych acylovanych proinsulint, insulin® a insulinovych

analogd z jejich vodného roztoku.

Dosavadni stav techniky

Jiz dlouho bylo cilem insulinové terapie napodobovat
zpisob endogenni insulinové sekrece normalnich individui.
Denni fyziologicky poZadavek na insulin kolisad a maZe byt
rozdélen do dvou fazi: (a) absorpéni faze, vyzadujici
insulinovy puls k odstranéni jidlem zprostredkovaného
prebytku krevni glukdzy a (b) post-absorpéni faze,
vyzadujici udrZované mnoZstvi insulinu pro regqulaci vystupu
hepatické glukézy pro udrZovani optimalni krevni glukézy na
laéno. V souladu s tim a¢innad terapie obecn& zahrnuje
pouZziti dvou exogennich insulint: rychle ptsobici insulin v
dobé jidla podavany jako bolus injekci a dlouhodobé& plisobici

bazalni insulin, podavany injekci jednou nebo dvakrat denné.



V soucasné dobé je pro pouziti jako dlouhodobé plsobici

bazalni insulinova terapie slibné trida acylovanych
insulind. Tyto acylované insuliny Jjsou ziskdny acylaci,
selektivné s derivatem aktivované mastné kyseliny, volné
aminoskupiny nebo aminoskupin monomerniho insulinu,
zahrnujiciho proinsulin, norm&lni insulin a jisté insulinové
analogy. Obvyklée derivaty mastnych kyselin zahrnuji
reaktivni slouceniny typu mastnych kyselin, které maji
uhlikovy fretézec tvoreny alesponn Sesti (6) uhlikovymi atomy
a obzvlasté ty derivaty mastnych kyselin, které maji 8 az 21
uhlikovych atomd v jejich fetézci. Mono-acylovany normélni
lidsky insulin, acylovany derivaty kyseliny palmitové, je
obzvlasté slibnym kandidatem. Insuliny spadajici do této
kategorie jsou podédny v japonské ptrihlasce vynalezu 1-
254,699.

Jak je dobre znadmo odbornikim v oboru, zplUsoby ziskavani
proteinu v pevné formé&, vyhodné& jako sypky prasek, Jjsou
obzvlasté vyhodné nebo dokonce zakladni pro mnoho aplikaci.
Priprava proteinu jako prasSku naptfiklad minimalizuje
skladovaci a distribu¢ni ndroky. To plati obzvla3té v
kontextu pripravk, urcenych pro insulinovou terapii, u
kterych musi byt vytvafeny velké objemy latky pro uspokojeni
poZadavkl. NasStésti bylo jiZ pfed dlouhou dobou zjisté&no, zZe
normadlni insulin, v to poc¢itaje hovézi insulin, vepfovy
insulin a lidsky insulin, miZe byt ziskdn ve formé& prasku
precipitaci nebo presnéji krystalizaci insulinu z relativné
zfedéného vodného roztoku insulinu jako zinkovy komplex nebo
jako sodné krystaly. Obecné je tak zvany zinkovy insulin
krystalizovédn =z pufrovaného vodného roztoku, obsahujiciho

zinkové ionty a miZe byt snadno isolovan filtraci.



Na nestésti pokusy ziskat insulin, acylovany derivaty

mastnych kyselin s dlouhym fetézcem, filtraci nebyly tak
ispésné. Znamé pokusy krystalizovat insuliny acylované
mastnymi kyselinami byly ve skutec¢nosti obecné neuspésné.
Bylo postulovano, Ze hydrofobni charakter sloZky takovych
insuling, predstavované mastnou kyselinou S dlouhym
fetézcem, prispivad k obtiZnosti =ziskavani plUsobenim, inter
alia, na interakci protein-protein, vyZzadovanou pro
uspokojivé vytvareni krystald. Z toho vyplyva, Ze musi byt
nalezeny jiné zpusoby pripravy téchto acylovanych insulinu

ve formé praskovité pevné latky.

Jeden  technicky schiidny p¥fistup ©ptfipravy acylovaného
proteinu v praskovité formé je lyofilizace vodného roztoku
proteinu. I kdyZ timto zplsobem mohou byt ziskany praskové
formy insulinda, acylovanych mastnymi kyselinami,
lyofiliza¢ni techniky nejsou vhodné pro produkci velkych
mnozstvi insulinu, které jsou komerc&né poZadovany. Obzvlasté
pozZadavky bezpecnosti obsluhy a zpracovani produktu jsou pri

lyofilizaci ve velkych mnoZstvich velmi problematické.

Jiné potencidlni strategie zahrnuje isoelektrickou
precipitaci. Je jiZ dlouho znédmo, Ze protein ve vodném
roztoku se stavad méné rozpustnym, pokud Jje pH prostredi
upraveno na hodnotu blizkou isoelektrickému bodu proteinu.
Tento obecny poznatek byl jiZ dlouho pouZivan pfi purifikaci
a ziskadvani proteind. Pokud jsou jednou insolubilizovany,
mohou byt takové proteiny ziskdny z vysledné vodné suspense
prostym gravitac¢nim zahustovanim  nebo vakuovou nebo

pretlakovou filtraci.



NaneStésti naSe pokusy =ziskdvat insuliny acylované mastnymi

kyselinami pouhou duUpravou pH vodného roztoku acylovaného
proteinu na hodnotu blizkou isoelektrickému bodu davaly
kompozice formy emulzi, které byly resistentni vici
jednoduchym separaénim metodadm tekutiny a pevné 1latky jako
je gravitac¢ni zahuStovadni nebo vakuovd nebo pretlakova
filtrace. Jako vysledek vyvstala nutnost nalezeni nového
zpUsobu ziskdvani takovychto druhl acylovanych insulind ve

formé& prasku.

Podstata vynalezu

Predkladany vynédlez se tykd jednoduchého zplsobu
ziskavani acylovanych proteind precipitaci a filtraci ve
formé sypkého prasSku a to specidlné v pf#ipadé jistych
insulinld acylovanych mastnymi kyselinami, které jsou
resistentni va¢i takové isolaci pfri pouZiti precipitace a
filtrace. Predkladany vyndlez tedy podava zplsob =ziskavani
insulind acylovanych mastnymi kyselinami ve formé& sypkych
praskd z vodného roztoku. Predkladany vyndlez se obzvlaité
tyka zplsobu =ziskdvani praskovitého insulinu acylovaného
mastnymi kyselinami, ktery maZe byt snadno pFizptsoben
produkénim zpisobim vyroby relativné velkého mnoZstvi latky.
Pfedkladany vynalez se také tykd praskovitého proteinu,

ziskaného timto zpusobem.

VSechna oznaceni aminokyselin, pouZitd v této pfihlasce
vynalezu, jsou oznaceni akceptovand United States Patent and

Trademark Office, jak je popsdno v 37 C.F.R. § 1.822 (B) (2).



Vyraz ,insulin“ nebo ,normadlni insulin“ zde pfedstavuje

obvykly lidsky insulin, vepfovy insulin nebo hovézi insulin.
Insulin obsahuje t#i volné aminoskupiny: B' - fenylalanin, A!
- glycin a B?®* - lysin. Volné aminoskupiny v polohach A! a B!
jsou o-aminoskupiny. Volna aminoskupina v poloze B?%° je &-

aminoskupina.

Vyraz ,proinsulin“, tak jak je zde uzZivan, je vhodné krizZové

disulfidové vazany protein obecného vzorce:
B-C-2A
kde:

A je A fetézec insulinu nebo jeho funké&ni derivat,

B Jje B fetézec insulinu nebo jeho funk&ni derivat,
obsahujici e€-aminoskupinu, a

C je spojujici peptid proinsulinu. Vyhodné je proinsulin
tvofen A fetézcem lidského insulinu, B Ffeté&zcem lidského
insulinu a C Jje pfrirozeny spojujici peptid. Pokud Ie
proinsulin pfirozend sekvence, proinsulin obsahuje tfi volné
aminoskupiny: fenylalanin(l) (o-aminoskupina), lysin(29) (e-

aminoskupina) a lysin(64) (e-aminoskupina).

Vyraz ,insulinovy analog"“, tak Jjak je =zde pouZivan, je
vhodné k¥iZové vazany protein, vykazujici insulinovou

aktivitu a majici obecny vzorec:



kde:

A je A Yetézec insulinu nebo funkéni derivat fetézce A
insulinu,

B je B <fetézec insulinu nebo funk&ni derivat Ffetézce

insulinu, obsahujici e€-aminoskupinu a alesponl jeden =z
fetézcl A a B obsahuje aminokyselinovou modifikaci p#irozené

sekvence.

Vyhodné insulinové analogy zahrnuji insulin, ve kterém:
aminokyselinovy zbytek v posici B?® je Asp, Lys, Leu, Val
nebo Ala,

aminokyselinovy zbytek v posici B?’ je Lys nebo Pro,
aminokyselinovy zbytek v posici B'® je His nebo Asp,
aminokyselinovy zbytek v posici B! je Phe, Asp nebo je
vynechan bud sam nebo v kombinaci s vynechdnim zbytku v
poloze B?,

aminokyselinovy zbytek v posici B*° je Thr, Ala nebo
vynechan,

aminokyselinovy zbytek v posici B’ je Ser nebo Asp za

predpokladu, Ze bud B?*® nebo B?’ je Lys.

Vyjédreno standardnim biochemickym zpUsobem, znamym
odbornikovi v oboru, vyhodné insulinové analogy jsou Lys®%®

B2%_1idsky insulin (B?® je Lys, B?® je Pro), Asp®?®-lidsky

Pro
insulin (B*® je Asp), Asp®'-lidsky insulin, ArgB““Bn—lidsky
insulin, Asme—lidsky insulin, Argm—lidsky insulin, Asp®
Glu®’-lidsky insulin, Ala®-lidsky insulin a Gly**!-lidsky

insulin.



Vyrazem ,acylovany® se mini vloZeni Jjedné nebo vice

acylovanych skupin, kovalentné vazanych k volné aminoskupiné

proteinu.

Vyraz ,mastnd kyselina“ znamend nasycenou nebo nenasycenou
mastnou kyselinu s Sesti aZ dvaceti jednim atomem uhliku.
Vyraz ,aktivovand mastnd kyselina“ znamend mastnou kyselinu,
ktera byla aktivovéna pouZitim obecnych technik, jako jsou
techniky popsané v Methods of Enzymology, 25:494-499 (1972)
a Lapidot a kol., v J. of Lipid Res., 8:142-145 (1967),

jejichZz poznatky Jjsou v této pfrihlad3ce zahrnuty jako
reference. Vyhodné mastné kyseliny jsou nasycené mastné
kyseliny a =zahrnuji kyselinu myristovou (Ci4), kyselinu
pentadecylovou (C;s), kyselinu palmitovou (Cis), kyselinu
heptadecylovou (C;7) a kyselinu stearovou (Cig). Obzvlasdté
vyhodnd mastnd kyselina je palmitovd kyselina. Estery
aktivovanych mastnych kyselin zahrnuji derivaty ¢inidel jako
jsou  hydroxybenzotriazid (HOBT) , N-hydroxysukcinimid a
jejich derivaty. Vyhodné aktivovany ester je N-

sukcinimidylpalmitéat.

Vyraz ,kfiZova vazba“ znamend vytvareni disulfidovych vazeb
mezi cysteinovymi =zbytky. Vhodné kfiZové vazany proinsulin,
insulin nebo insulinovy analog obsahuje t¥i disulfidové
mistky. Prvni disulfidovy mastek je vytvoren mezi
cysteinovymi zbytky v polohdch 6 a 11 A-Fet&zce. Druhy
disulfidovy mistek spojuje cysteinové zbytky v poloze 7 A-
retézce k cysteinu v poloze 7 B-Fetézce. Treti disulfidovy
mustek spojuje cystein v poloze 20 A-mistku s cysteinem v

poloze 19 B-fetézce.



Vyraz ,precipitace“ se vztahuje k procesu, ve kterém jsou v

tekutiné vytvareny snadno filtrovatelné c¢astice a ktery by
mél byt odliSsen od prosté zmény rozpustnosti rozpudté&né
latky v roztoku, vedouci k vytvateni stabilni suspense
a/nebo stavu podobného emulsi smé&si dvou fazi. Filtrovatelné

Castice samy o sobé& jsou nazyvany ,precipitat™.

Vyraz ,snadno filtrovatelny“ a podobné vyrazy oznaduji stav,
ve kterém Castice ve smési pevné a tekuté 1latky nebo
suspense mohou byt isolovdny procesem koncové filtrace a
podobnymi technikami na zpracovatelny filtraéni kold&, to
jest na materidl s residudlnim obsahem vlhkosti, ktery
umoznuje zpracovani filtra&niho koldCe jako pevné 1latky a
nikoli Jjako suspense. V koncové filtraci je ptivadéna
suspense a filtrac¢ni tekutina prochadzi v =zasad® kolmo na
rovinu filtru, coZ je treba odlisit od filtrace s k¥iZovymi
nebo tangencialnimi toky, ve které je hlavni tok tekutiny
rovnobézny s povrchem filtrac¢niho média. Je dalezité, Ze
zpusob podle vyndlezu vytvafi suspensi acylovaného proteinu,
ktery miZe byt isolovan pomoci koncové filtrace a podobnymi
technikami se stfednim nebo primérnym filtradnim vykonem
pfesahujicim 5 1/m?’/hod (LMH) a &asto se stfednim nebo
pramérnym filtraénim vykonem vét3im neZ 20 LMH, pfidemz féaze
koncové filtrace je normdlné misto, kde kola& mlZe byt
zpracovan jako pevnd latka. Podobné filtra&ni vykony jsou
kritické pro ekonomické zpracovani v komer&nim produkénim

méritku.

Vyraz ,vodny"“ zahrnuje systémy s korozpoustédly stejné tak

Jako pouziti samotné vody jako rozpoustédla.



Predkladany vyndlez se vztahuje ke zplsobu ziskAavani

acylovaného proteinu jako préasku z vodné smé&si, obzvlasté v
pfipadech, kdy acylovany protein je takovy, Ze je
resistentni va¢i isolaci isoelektrickou precipitaci =z
vodného roztoku acylovaného proteinu. Zpusob  zahrnuje
upraveni vodného roztoku acylovaného proteinu na hodnotu pH,
ktera zpusobil Ze se protein stane nerozpustnym a pridani
dostateéného mnoZstvi alkoholu do vodné smé&si proteinu, coZ
zplisobi precipitaci proteinu ve formé filtrovatelnych &astic

pri uvedeném pH.

Podle dalsiho predmétu vyndlezu se vyndlez tyka acylovaného
proteinu preménéného na praSek, obzvla3té v ptipadech, kdy
acylovany protein je takovy, Ze je resistentni vacéi isolaci
isoelektrickou precipitaci =z vodného roztoku. Vynadlez se
obzvlasté tyka proinsulinu acylovaného mastnou kyselinou,
insulinu acylovaného mastnou kyselinou nebo insulinového
analogu acylovaného mastnou kyselinou, které jsou ve formé
prasku, ziskanych wupravenim vodného roztoku acylovaného
proteinu na hodnotu pH, kterd =zpusobi Ze se protein stane
nerozpustnym a pridani dostate¢ného mnoZstvi alkoholu do
vodného proteinu, coZ zplsobi precipitaci proteinu ve formé
filtrovatelnych céastic pfi uvedeném pH. Protein proto maze
byt ziskdn ve formé& =zinku prostého praskového acylovaného
proteinu filtraci a su$enim. Vyhodné acylované proteiny
ziskané v praskové formé zpUsobem podle pfedkladaného
vyndlezu zahrnuji N-palmitoyl Lys®® lidsky insulin a B28-N°-
palmitoyl-Lys®*®Pro®°-lidsky insulin (B28 je acylovany Lys a
B29 je Pro).



Proinsulin, insulin a insulinové analogy pouZité k pripravé

acylovanych proteint, které predstavuiji hlavni cil
predkladaného vynédlezu, mohou byt ziskdny libovolnym =z
uznavanych zplisobu peptidové syntézy, které zahrnuji
klasické metody (v roztoku), syntézu v pevné fazi,
semisyntetické zpasoby a v novéjsi dob& i rekombinantni DNA
zpusoby. Jako pfiklad zplsobu vyroby rlznych proinsulini a
insulinovych analogll je moZno uvést nésledujici odkazy na
patentovou literaturu, které Jjsou zde =zahrnuty jako
reference: Chance a kol., U.S. patentova prihlaska
07/388,201, EPO publikace &islo 383 472, Brange a kol., EPO
214 826 a Belagaje a kol., U:S: Patent 5,304,473. A-tetézec
a B-retézec insulinovych analogl podle pfedkladaného
vynalezu také mohou byt ziskdny 2z prekursorovych molekul
podobnych proinsulinu pouZitim rekombinantnich DNA technik.
Viz Frank a kol., Peptides: Synthesis-Structure-function,

Proc. Seventh Am. Pept. Symp., D. Rich a E. Gros, Ed.

(1981), které je zde zahrnuta jako reference.

Obecné Jjsou proinsulin, insulin a insulinové analogy
acylovany jejich reakci s aktivovanymi derivaty mastnych
kyselin, jako Jjsou aktivované estery mastnych kyselin.
Acylace normalniho insulinu mastnou kyselinou je popsdna v
Japonské patentové pfihla3ce 1-254,699. Viz téZ Hashimoto a
kol., Pharmaceutical Research, 6:171-176 (1989) . Tyto

poznatky jsou zde zahrnuty jako reference.

Acylace je vyhodné provadéna za bazickych podminek, to jest
pfi pH vy$8im neZ 9,0 a vyhodné& okolo 10,5, v polarnim
rozpouStédle. I kdyZz je mozZné, aby reakce byla provadéna v

plné organickém poldrnim rozpoustédle s pouZitim baze, ktera



ma vodné pKa vy38i neZ nebo rovné 10,75, davame prednost

smiSenému organickému a vodnému rozpoudtédlu pro reakéni
prostredi. Vyhodné baze jsou tetramethylguadinin,
diisopropylethylamin nebo tetrabutylammonium hydroxid.
Obzvlasté vhodné rozpousdtédlo je acetonitril a voda,
obsahujici okolo 50 % acetonitrilu. Mezi dal3i polarni
rozpoustédla patfi dimethylsulfoxid, dimethylformamid a
dalsi. Systémy korozpousStédel také zahrnuji aceton a vodu,
isopropylalkohol a vodu a ethanol a vodu. Casové a teplotni
podminky, vhodné pro provadéni reakci nejsou prilis
kritické. Reakéni teplota od 0 °C do 40 °C a reakéni doba od
15 minut do 24 hodin jsou obecné dostadujici. Obzvlaité
vyhodny zplsob  vyroby  takovych insulinf, acylovanych
mastnymi kyselinami, 3je popséan v soufasné podavané U.S.
patentové prihlasce sériového ¢isla 08/341231, podané 17.
listopadu 1994, JjejiZ poznatky Jsou zde =zahrnuty jako

reference.

Jakmile je reakce ukoncena, reakéni smés obsahujici
acylované proteiny je typicky zredéna vodou a je ptfidana
kyselina pro neutralizaci alkalického prostfedi. Kyselina je
pfidavana k acylovanému proteinu jako vodny roztok a slouZi
ke sniZeni pH roztoku na hodnotu pod isocelektrickym bodem
proteinu. Normdlné& je v tomto bodé& protein v odpovidajicim
zpisobem pufrovaném roztoku pro dal$i zpracovani. Takové
zpracovani obzvlasteé zahrnuje ¢isténi standardnimi
chromatografickymi metodami jako je chromatografie s
obracenou fazi nebo hydrofobni chromatografie, koncentrace
pomoci filtrace s kfiZovymi proudy, vyména rozpousStédla
ultrafiltraci a podobné&. V pfipad& acylovaného proinsulinu,

acylovaného insulinu a acylovanych insulinovych analogt,



obzvlast& N-palmitoyl-Lys®®-lidského insulinu a B28-N°-

palmitoyl-Lys®®ProP?®~1idského insulinu by pH m&lo norm&lné
byt upraveno pod asi 3,0 a vyhodné mezi zhruba 1,5 a 2,5
pouzitim kyseliny podle potfeby. Vhodné kyseliny zahrnuji
kyselinu chlorovodikovou, kyselinu octovou, glycin a
obzvlasté kyselinu citrdénovou. Bylo zjisténo, Ze Jje vhodné
pouziti kyseliny citrénové v koncentraci 50 mM. JestliZe je
pozadovano, pH také miZe byt upraveno pouZitim baze jako je

hydroxid sodny, aby bylo udrZeno v pozadovaném rozmezi.

V tomto okamZiku miZe byt vodny roztok isolovaného a vyhodné
i purifikovaného acylovaného proteinu, vyhodné& proinsulinu
acylovaného mastnou kyselinou, insulinu acylovaného mastnou
kyselinou nebo insulinového analogu acylovaného mastnou
kyselinou, zpracovan zplsobem podle predkladaného vynalezu s
cilem ziskat rozpustny protein ve formé& prasku. Podle
predkladaného vynadlezu se pH vodného roztoku proteinu upravi
pridanim baze, vyhodné vodou rozpustné baze jako je hydroxid
sodny, v dostatecCném mnoZstvi, které zplsobi, Ze rozpustny
protein se stane nerozpustnym. Toho je dosaZeno upravenim pH
roztoku na hodnotu blizkou isoelektrickému bodu acylovaného
proteinu, ktery bude déle oznacovadn jako isoelektrické pH. V
pripadé acylovaného proinsulinu, acylovaného insulinu a
acylovanych insulinovych analogli, obzvlasté N-palmitoyl
Lys®®  1lidského insulinu a B28-N°-palmitoyl-Lys®?®pro®2°-
lidského insulinu se uké&zalo, Ze vhodnd Uprava pH je Jjeho
Uprava do rozmezi zhruba 4,0 aZ 6,0 a vyhodn& zhruba od 4,5
do 5,5. Pri tomto pH by ¢&isty nadboj na acylovaném proteinu
mél byt minimdlni a rozpustnost proteinu by mé&la byt
nejmensi. V pribé&hu upravy pH by roztok m&l byt michéan, aby

se dosahlo Uplného promiseni.



Vodné roztoky acylovanych proteint, které Jjsou obzvlaste

vhodné pro zpracovéni postupem podle pfedklddaného vynélezu,
vytvareji v okamZiku, kdy je jejich pH upraveno na hodnotu
blizkou jejich iscelektrickému pH, kompozici typu emulze.
Tento stav je zabranuje isolaci proteinu pouzitim
separa¢nich technik pevné a tekuté faze, jako je koncova
filtrace, které Jjsou Zadouci ©pro zpracovani ve velkém
meéfitku. Klic¢ovad stranka predkladdaného vyndlezu spodivad v
pouziti alkoholu, obzvlasté ethanolu, ktery je pridan do
vodné smési proteinu a napomaha vytvareni snadno

filtrovatelného precipitdtu acylovaného proteinu.

Poradi provedeni Upravy pH a pfidéni alkoholu neni kritické.
Alkohol miZe byt do proteinového roztoku pfidédn pfed Upravou
pPH na hodnotu poZadovanou k insolubilizaci proteinu a
kone¢nému vytvareni precipitdtu a miZe také byt pridan po

upravé pH proteinového roztoku.

PrihlaSovatelé zjistili, Ze mnoZstvi alkoholu, ktery musi
byt pridédn k acylovanému proteinu, aby byl ziskdn snadno
filtrovatelny precipitéat, lezi \4 uzkém rozmezi.
PrihlaSovatelé obzvlasté zjistili, Ze v pripad® insulinu
acylovaného mastnou kyselinou, obzv1last& v pripadé N-

palmitoyl Lys®?®

lidského insulinu je poZadovaného vysledku,
to jest vytvareni snadno filtrovatelného ©precipitétu,
dosazenou pouze po pridédni mnoZstvi alkoholu, obzvlasté
ethanolu, které leZi v Uzkém rozmezi, davajicim koncentraci
alkoholu alespon zhruba 20 % a nejvy3e zhruba 35 % a vyhodné
zhruba 25 % aZz 30 % ve vodné suspensi proteinu. I kdyz

ethanol je jasné nejvyhodnéi3i volba, dalsi alkoholy, jako



je methanol nebo isopropanol by mély byt vhodnymi nadhradami

v jistych situacich.

Pridanim prilis velkého mnoZstvi alkoholu do vodného
proteinu =zabranuje ziskdni prijatelné Grovné& vytvareni
precipitétu, zatimco pridani nedostatecéného mnozstvi
alkoholu neumoZnuje adekvdtné zménit kompozici ve formé

emulse, ziskanou po upravé pH acylovaného proteinu, na

snadno filtrovatelnou suspensi. Pokud je totiZ uroven
pfidaného alkoholu prilis vysoka, protein se znovu
rozpousti, coZ prindsi moZné sniZeni vyté&Zku. Urceni

mnozstvi alkoholu, jako je ethanol, potfebného k usnadnéni
precipitace a filtrace jinych proteinli, acylovanych mastnymi

kyselinami, miZe byt provedeno rutinnim experimentovanim.

V souhrnu je proto predkladany vyndlez zaloZen na poznani,
Zze k zisk&ni acylovaného proteinu, obzvlasté takového
proteinu, ktery Jje resistentni va¢i isolaci a ziskéani
isoelektrickou precipitaci a filtraci =z vodného roztoku
proteinu, ve formé& sypkého prasku, je nutné vytvorit
nasledujici kombinaci podminek: (a) pH rovné nebo blizké
isoelektrickému pH proteinu a (b) dostate&nad koncentrace
alkoholu, kterd napomédhd precipitaci a filtraci proteinu
usnadnénim tvorby snadno filtrovatelnych ¢&astic. Jak bylo

° lidského insulinu

uvedeno vy3e, v pfipad& N-palmitoyl Lys®?
bylo zjisténo, ze obzvlasté vhodnou koncentraci pro
usnadnéni precipitace proteinu ve formé snadno
filtrovatelnych ¢astic je koncentrace alkoholu alespon
zhruba 20 % a nejvySe zhruba 35 % objemovych suspense a

vyhodné zhruba 25 % az 30 %.



Zpisob ve kterém je vodnd smés proteinu pfipravena tak, aby

obsahovala pozZadovanou koncentraci alkoholu (napriklad
ethanolu) a méla isocelektrické pH neni kritickd. Takova smés
miZe byt napfiklad vytvofena z¥edénim pomoci vody vodného
roztoku proteinu s upravenym pH, ve kterém je vy33i nez
pozZadovana koncentrace alkoholu, to Jjest v pfripadé N-
palmitoyl Lys®® 1lidského insulinu =zF¥edé&nim ethanolové

p-4 o)

koncentrace vy33i neZ 35 % objemovych, napfiklad koncentrace

O

X

od 40 % do 45 % ethanolu, na koncentraci alkoholu, ktera
lezi v poZadovaném rozmezi. Vyhodné je kompozice Jjemné
michana za podminek, pfi nichZ je koncentrace alkoholu i pH

v poZadovanych mezich, pro usnadnéni vytvafeni precipitétu.

Koncentrace acylovaného proteinu v roztoku pfed zpracovanim
podle predkladaného vyndlezu neni kritickd. V pripadé
acylovaného insulinu, v to poc¢itaje i acylovany proinsulin a
acylované analogy insulinu by obecné mély byt pouZivany
koncentrace alesponl zhruba 1 mg/ml a vyhodn& alespoii zhruba
5 mg/ml, i kdyZ pouzivani proteinovych koncentraci o
hodnotach 35 aZz 50 mg/ml a vy38ich by m&lo davat
precipitovany protein, ktery mizZe byt zpracovan S
prijatelnéjsim filtrac¢nim vykonem. Jako bylo uvedeno vyse,
proteinova suspense, ziskand kombinovanym pusobenim Upravy
pH a adici alkoholu by mé&la poskytovat prim&rny nebo stfedni
filtracni vykon alespont zhruba 5 LMH a vyhodné vykazovat
stfedni filtrac¢ni vykon alespon 15 LMH. Prekvapivé byly pri
zpracovani roztoku N-palmitoyl Lys®® 1lidského insulinu
postupem podle predkladdaného vynalezu pozorovany stfedni

filtraéni vykony zhruba 20 LMH a vy33i.



ACkoliv teplota nemusi byt udrZovdna v UGzkém kritickém

rozmezi, pro nejlep$i vysledky by méla teplota v priab&hu
filtrace udrZovéna v rozmezi od 20 °C do 30 °C. Teplota O °C
nebo niZz3i by ovSem v pribéhu filtrace nemé&la nastat, nebot
takové teploty se mnesluc¢uji s pribéhem zpracovadni pri
poZzadovanych vysokych filtraénich vykonech. I kdyZ filtrace
je vyhodné provéadéna pfi teploté okoli, pfedchozi tuprava pH
a adice ethanolu mohou byt provedeny p#i libovolné teploté

vy381 neZ je teplota mrazu suspense.

V uvedeném okamzZiku je vodnd proteinova kompozice p¥ipravena
k filtraci, jejimz cilem je isolace precipitovaného
proteinu. V nékterych pfripadech miZe byt vyhodné provadét
gravitac¢ni usazovani nebo =zahu3tovadni vodné proteinové
kompozice nebo suspense pred filtraci, aby se omezila
hydraulicka zatéZz filtraéniho zafizeni. I kdyZ v ptripadé
velkych produkénich méfitek miZe byt vyhodnad centrifugova
filtrace, naptriklad v ptipadé& produk&nich davek v&t3ich nez
0,5 kg, Jje moino pro ziskdni precipitovaného proteinu
zpusobem podle predkladaného vynalezu pouZit jakykoliv
zpusob separace pevné a tekuté faze, v to pocitaje vakuovou
nebo pretlakovou filtraci. P¥i vyrob& v mendim méritku,
napriklad pokud jsou vyrobni davky men3i neZ zhruba 0,3 az
0,5 kg, miZe byt vyhodn&jsi pretlakova filtrace, pouzivajici
filtra¢ni zafrizeni, které m& porézni fritovy filtraéni
povrch. Filtrace porézni fritou s nominadlni velikosti pdra
zhruba 0,5 pm se wukdzala jako velmi G&inna. Zarizeni,
pouzité pro filtraci suspense neni prili§ kritické a je
mozno pouzit Sirokou Sk&lu znamych filtra&nich systému,

slucitelnych se zpracovanim farmaceutickych latek.



Po filtraci je filtraéni kolad¢ odebradn a su$en, obvykle

vakuovym odpatovanim. Pfi  postupu podle predkladaného
vyndlezu miZe byt pouZita libovolnéd metoda sudeni zahusténé
pasty pevnych latek, kterd neni néjakych zpusobem 3kodliva
pro isolovany protein. ZplUsoby ziskdvani filtradniho kolade
a dalsi metody su3eni filtra¢niho kolafe Jjsou zrejmé
odbornikim v oboru a nejsou kritické pro provadéni zplisobu

podle vynalezu.

Acylovany insulinovy préSek podle predklddaného vynalezu je
vhodny jako farmaceutickd surovina (bulk drug substance -
BDS) pro pfipravu farmeceutickych pfipravkd, pouzivanych v
insulinové terapii, to jest pro jejich podavani pacienttm,
kteri maji Jjejich potfebu (naptiklad pacienti, trpici
hyperglykemii) . Takové farmaceutické pfipravky obsahuji
uc¢inné mnoZstvi pr&sku v kombinaci s jednim nebo vice
farmaceutickymi excipienty nebo nosic¢i. Pro tyto uely mohou
byt farmaceutické piripravky typicky ptripraveny tak, aby
obsahovaly od 100 jednotek na ml nebo podobné koncentrace
Gc¢inného mnozZstvi acylovaného proteinového prasku. Tyto
pripravky Jjsou typicky, 1 kdyZ ne nutné&, svoji povahou
parenteralni a mohou byt pripraveny nékterou 2z mnoZstvi
technik a s vyuZitim konvenénich excipientl nebo nosi&t pro
parenteralni produkty, které jsou dobfe zndmy odborniktm v

oboru. Viz napfiklad Remington’s Pharmaceutical Sciences,

17. vydani, Mack Publishing Company, Easton, PA, USA (1985),
ktera je zde zahrnuta jako reference. Davky pro parenteralni
podavani mohou byt napfiklad pfipraveny suspendovanim nebo
rozpuSténim poZadovaného mnoZstvi proteinového prasku v
netoxickém tekutém vehikulu, které je vhodné pro injekci,

jako je vodné médium a sterilizaci suspense nebo roztoku.



Alternativné maZe byt zmé&fené mnoZstvi pra3ku umisténo v

ampulce, kterd je potom i se svym obsahem sterilizovana a
uzaviena. Pro G€ely smichdni pred podadvanim miZe byt

poskytovana doprovazejici ampulka.

Farmaceutické pripravky upravené pro parenteralni podavani
pouZzivaji fedidla, excipienty a nosie jako je voda a s
vodou misitelnd organickd rozpoustédla jako je glycerin,
sezamovy olej, olej podzemnice olejné, vodny propylenglykol,
N,N-dimethylformamid a podobné. Priklady takovych
farmaceutickych pfipravka zahrnuji sterilni, isotonické
vodné solné roztoky préds3ku, které mohou byt pufrovény
farmaceuticky prijatelnym pufrem a které jsou nepyrogenni.
Parenterdlni farmeceutické pripravky mohou dodatecné
obsahovat konzerva¢ni <¢inidla jako je meta-kresol, dalsi
¢inidla pro upravu pH kone&ného produktu jako Te hydroxid
sodny nebo kyselina chlorovodikovad a stabilizatory jako jsou

soli zinku.

Priklady provedeni vynalezu

Nésledujici priklad je uveden pro ilustraci a vysvétleni
vynalezu. I kdyZ Jje vynadlez ilustrovén s vyuZzitim N-
palmitoyl ©Lys®?® 1lidského insulinu jako prasku, rozsah
pfedmétu vyndlezu neni omezen na tento priklad. Pokud neni
uvedeno jinak, vSechna odvoldni na dily nebo procenta se
vztahuji k hmotnosti a v3echny teploty jsou vyjadfeny ve

stupnich Celsia.
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PRIKLAD

Na vodny roztok (8,8 1) Biosyntetického Lidského Insulinu
(N-palmitoyl Lys’329 lidského insulinu), acylovaného mastnou
kyselinou a majiciho proteinovou koncentraci 50 mg/ml a pH
rovné 2,6 se pusobilo priddnim 530 ml 10 % hydroxidu sodného
pfi teploté& 2-8°C, coZ zvy3ilo pH na 5,7. Po michani roztoku
s upravenym pH, aby se zaru¢ilo dokonalé promichani, byl
pridan absolutni ethanol v mnoZstvi 0,46 litru na jeden litr
roztoku s upravenym pH (aZ do celkového objemu roztoku 13
1), smés byla jemné miché&na, ¢imZ se napomohlo precipitaci
acylovaného insulinu. Suspense acylovaného proteinu byla

zbavena vody pretlakovou filtraci na frité& z nerezové oceli

s nominalni wvelikosti péru 5,0 p. Pozorovany stredni
filtraéni vykon byl zhruba 25 LMH. Filtrat nebyl d&le
pouZzivan. Filtracni kola¢ byl potom promyvadn vodnym
roztokem, obsahujicim 30 % objemovych ethanolu a promyty
filtra¢ni kola¢ byl odebran z filtru a su$en ve vakuu, &imZ
se ziskal prasek, neobsahujici zinek. Bylo pozorovano, Ze
tento prasek m& wvynikajici skladovaci stabilitu jako
farmaceuticka surovina. V podstaté vSechen protein byl
ziskdn ve filtraénim koladi s velmi malymi ztratami ve

filtratu.

Zasady, vyhodnd provedeni a zpusoby provadéni predkladaného
vyndlezu byly popsany s tim, Ze se ve vy3e uvedeném popisu
zameérovaly predevsim na proinsulin acylovany mastnou
kyselinou, insulin acylovany mastnou kyselinou a insulinové
analogy acylované mastnou kyselinou, obzvlasté na N-

9

palmitoyl Lys®? lidsky insulin. Vyndlez, djehoZ ochrana je

zde poZadovana, v3ak neni omezen na vySe uvedend provedeni,
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kterd je nutno chépat pouze jako ilustraci, ktera neomezuje

pfedmét vyndlezu. Odbornikem v oboru mohou byt provedeny

zmény a variace, aniZz by do3lo k vyboceni z ducha a rozsahu

predklddaného vynéalezu,

patentovych narocich.

jak Jje definovdn v néasledujicich

Zastupuje:

Dr. Otakar Svord&ik v.r.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob ziskadni acylovaného proteinu jako prasku z
vodného roztoku, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje upraveni pH
vodného roztoku proteinu na pH, které zplUsobi, Ze se protein
v roztoku stane nerozpustnym a pfidédni dostatedného mnoZstvi
alkoholu do vodné smé&si proteinu pro usnadnéni precipitace

proteinu ve formé& filtrovatelnych &astic pfi uvedeném pH.

2. Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, 7Ze

uvedeny protein byl acylovan derivatem mastné kyseliny.

3. Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, e
acylovany protein obsahuje protein, ktery je resistentni
vic¢i isolaci isoelektrickou precipitaci =z vodného roztoku

proteinu.

4. Zpusob podle naroku 3, vyznadujici se tim, zZe
uvedeny acylovany protein je zvolen ze souboru, zahrnujiciho
proinsulin acylovany mastnou kyselinou, insulin acylovany
mastnou kyselinou a insulinovy analog acylovany mastnou

kyselinou.
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5. ZpUsob podle naroku 4, vyznacdujici se tim, Ze pH

vodného roztoku je upraveno na hodnotu zhruba 4,0 aZ 6,0.

6. Zpusob podle naroku 5, vyznadujici se tim, Ze

acylovany protein je N-palmitoyl Lys®?® lidsky insulin.

7. Zplisob podle naroku 6, vyznadujici se tim, ‘e
alkohol je ethanol, pfidany v mnoZstvi davajicim koncentraci

alkoholu ve vodné smési od 20 % do 35 % objemovych.

8. Zpusob podle naroku 7, vyznadujici se tim, Ze

[o)

koncentrace alkoholu je od 25 % do 30 % objemovych.

9. Zpusob ziskdni acylovaného proteinu jako prasku z
vodného roztoku proteinu, vyznadujici se tim, 7Ze zahrnuije
kombinaci upraveni pH uvedeného vodného roztoku proteinu na
hodnotu blizkou isoelektrickému pH proteinu a vytvoreni
vhodné  koncentrace alkoholu pro usnadnéni precipitaci

proteinu ve formé& filtrovatelnych &astic pfi uvedeném pH.

~

10. 2ZpGsob podle naroku 9, vyznadujici se tim, 3e
acylovany protein Jje protein, ktery je resistentni va&i

isolaci isoelektrickou precipitaci 2z uvedeného vodného

roztoku.
11. Zpusob podle naroku 10, vyznadujici se tim, Ze
acylovany protein je zvolen =ze souboru, zahrnujiciho

proinsulin acylovany mastnou kyselinou, insulin acylovany



mastnou kyselinou a insulinovy analog acylovany mastnou

kyselinou.

12. ZpGsob podle naroku 10, vyznadujici se tim, Ze pH

vodného roztoku je upraveno na hodnotu zhruba 4,0 a2z 6,0.

13. Zpusob podle naroku 12, vyznadujici se tim, Je

acylovany protein je N-palmitoyl Lys®° lidsky insulin.

14. Zplsob podle naroku 13, vyznadujici se tim, Ze
alkohol je ethanol, pfidany v mnoZstvi davajicim koncentraci

Q Q

alkoholu ve vodné smési od 25 % do 30 % objemovych.

15. Praskovy acylovany protein, vyznadujici se tim, Je

je ziskan kombinaci

(a) dpravy pH vodného roztoku acylovaného proteinu na
hodnotu rovnou nebo Dblizkou isoelektrickému bodu
proteinu a

(b) vytvoreni vhodné koncentrace alkoholu ve vodné
kompozici uvedeného acylovaného proteinu pro usnadnéni
vytvareni filtrovatelnych ¢astic proteinu pfi uvedeném
pH

s nadsledujicim ziskanim filtrovatelnych castic jako

precipitovaného proteinového prasku filtraci a sudenim vodné

proteinové kompozice.

16. Praskovy acylovany protein podle naroku 15,
vyznacujici se tim, Ze acylovany protein obsahuje protein,
ktery je resistentni v(¢i isolaci isoelektrickou precipitaci

z uvedeného vodného roztoku.
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17. Praskovy acylovany protein podle néaroku 16,
vyznadujici se tim, Ze acylovany protein je =zvolen ze
souboru, zahrnujiciho proinsulin acylovany mastnou
kyselinou, insulin acylovany mastnou kyselinou a insulinovy

analog acylovany mastnou kyselinou.

18. Praskovy acylovany protein podle néaroku 17,
vyznacdujici se tim, Ze pH vodného roztoku Jje upraveno na

hodnotu zhruba 4,0 aZ 6,0.

19. PrasSkovy acylovany protein podle naroku 18,
vyznacdujici se tim, Ze alkohol je ethanol, ethanol je pridéan
v mnozstvi davajicim koncentraci alkoholu ve vodné smési od

25 % do 30 % objemovych vodné proteinové kompozice.

Zastupuije:

Dr. Otakar Svorcdik v.r.
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