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Derivity insulinu s cyklickou strukturou v C-konci B-fetézce

Oblast techniky

Technické Fedeni se tyka novych derivath insulinu s vysokou vazebnou afinitou vidi receptoru
insulinu, zptsobu jejich syntézy a pfipadného pouziti in vivo.

Dosavadni stav techniky

Metabolické onemocnéni diabetes mellitus, nebo-li cukrovka, postihuje ve svété miliony lidi.
Statistické odhady hovofi jasné: podet lidi postizenych diabetem bude neustale rist, pfitemz v
roce 2030 bude na svété asi 438 miliond diabetiki. Z tohoto diivodu je velmi dilezity vyzkum
interakce insulinu s receptorem insulinu, ktery by mohl vést k vyvoji novych derivatii insulinu s
viastnostmi, zvy3ujicimi komfort diabetickych pacientt.

Insulin je peptidovy hormon jehoZ hlavni funkei je regulace koncentrace glukozy v krvi a umoz-
néni jejiho vstupu do buiiky. Mimo to ma insulin zasadni vliv na metabolismus bilkovin a tuka.
Primarni struktura insulinu je tvofema peptidovymi fetézci A (21 aminokyselin) a B
(30 aminokyselin), které jsou navzdjem spojeny dvémi intermolekularnimi disulfidickymi
mistky (A7-B7 a A20-B19). Dale je jeden intramolekularni mistek pFitomny v fetézci A (A6-
A11). Sekundami a tercidrni struktura insulinu je schématicky zndzornéna na Obrazku 1.

Retézec A formuje dvé Sroubovice. Retézec B vytvafi v tzv. T-stavu Sroubovici jen ve své stfedni
gasti. V tzv. R-stavu (ktery se vytvafi pouze za pfitomnosti malych cyklickych alkoholl jako je
napf. fenol) tato %roubovice v B-fetdzci pokratuje az k N-terminalni aminokyseling Bl.
(Whittingham J. L., Edwards D. J. a spoluautofi Biochemistry 1998, 37, 11516). Fyziologicky
vyznam T-a R- konformaci neni doposud znam.

Jako monomer insulin existuje jen pfi nizkych koncentracich. Pii vy8§ich koncentracich vytvafi
dimery a za pfitomnosti zineCnatych iontd hexamery (Antolikova E., Zakova L. a spoluautofi
2011, J. Biol. Chem. 286, 36968).

Biologicky ¢inek insulinu je primarné zprostfedkovan vazbou monomeru insulinu na receptor
insulinu. Receptor insulinu je tetramerni membranovy glykoprotein skladajici se ze dvou extra-
celularnich podjednotek a a dvou transmembranovych a intracelularnich podjednotek
3. Podjednotky jsou navzijem spojeny nékolika disulfidickymi mastky (McKern N. M,
Lawrence M. C. a spoluautofi 2006, Nature 443, 218). Vazba insulinu na receptor aktivuje en-
zym tyrosinkinazu, ktery je soudasti intracelularni &asti B-podjednotky, a poté dochazi ke spusté-
ni signalizaéni kaskady a biologickych u€inkim insulinu.

Insulin se pravdépodobn& vaZe na extraceluldrni podjednotky o, nicméné struktura komplexu
isulinu vdzaného na receptor stale neni znima. Predpoklada se, ze molekula insulinu musi pfi
vazbé na receptor podléhat jistym konformaénim zménam (De Meyts P. 2004, Bioessays 26,
1351, Ludvigsen S., Olsen H. B. a Kaarsholm N. C. 1998, J Mol. Biol. 279, 1, Hua Q. X,,
Shoelson S. E. a spoluautofi 1991, Naiure 354, 238, Dodson E. J., Dodson G. G. a spoluautofi
1983, Biopolymers 22, 281). Jednou z predpokladanych konformaénich zmén oproti strukturam
znazornénym na Obrazku 1 je odklon C-konce B-fetézce od centralni &asti molekuly insulinu
(Obrazek 2).

Tento odklon ma za disledek odkryti predtim skrytych aminokyselin A1-A3, které jsou podle
viech dosavadnich poznatkli nezbytné pro vazbu insulinu na receptor a jsou soudasti tzv. vazeb-
ného mista 1 v molekule insulinu (které tvoii aminokyseliny GlyAl, IleA2, ValA3, GInAS,
ThrA8, TyrAl19, AsnA2t, ValB12, TyrB16, GlyB23, PheB24, PheB25) (Mayer J. P., Zhang F. a
DiMarchi R. D. 2007, Biopolymers 88, 687). Pro vazbu insulinu na receptor déle jsou nezbytné i
aminokyseliny SerA12, LeuA13, GluA17, HisB10, GluB13 and LeuB17, které tvofi tzv. vazebné
misto 2 (Schaffer L. 1994, Eur. J. Biochem. 221, 1127, Conlon J. M. 2001, Peptides 22, 1183,
Ward C. W. a Lawrence M. C. 2009, Binessays 31, 422).
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Derivaty &i analogy insulinu jsou latky. které vychazeji svoji strukturou ze struktury molekuly
lidského insulinu, av§ak cilenymi modifikacemi v aminokyselinové sekvenci A ¢i B fetézee je u
nich dosaZzeno pozménénych biologickych néinki a rozdilné vazebné afinity viiéi receptoru.

Derivaty insulinu jsou vyvijeny pfedevsim pro zlepSeni kvality 1é&by diabetu a ke zvy3eni kom-
fortu pacientd. Daldim dilezitym divodem piipravy derivatd insulinu je snaha o vyjasnéni inter-
akce insulinu s receptorem insulinu, nebhot’ iak ii7 bylo vvie zminéno, donosud neni interakce
téchto dvou proteinti dopodrobna prozkoumana a krystalovy komplex obou molekul nebyl dopo-
sud pfipraven.

V souéasné dobe je na trhu celkem 5 farmaceutickych pfipravki s obsahem téchto derivati, vy-
wZivanych v lékafské praxi (Mooradian A. D., Bernbaum M., Albert S. G. 2006, Annais Intern.
Med. 145, 125). THi z nich jsou tzv. rychle pésobici insulinové derivaty (Lispro, Aspart a
Glulisine). Vyznatuji se rychlejdim nastupem a rychlej§im odeznénim G&inku vzhledem k lid-
skému insulinu. Zbylé dva derivity (Glargine a Detemir) patfi mezi tzv. dlouhodobé piisobici
derivaty a vyznaduji se nékolikandsobné prodlouZenou dobou iéinku. Principem zminéného pii-
sobeni téchto klinicky pouZivanych derivatd je zména jejich rozpustnosti vzhledem k pFirozene-
mu insulinu. T¢ je docileno ptedeviim ovlivnénim schopnosti dimerizace a tvorby hexamertl,
zménou isoelektrického bodu (pI) molekul derivatd €i zvySenim schopnosti vizat se na sérové
proteiny.

Viechny tfi klinicky pouZivané derivaty s rychlym nastupem a¢inku (Lispro, Aspart a Glulisine)
byly pfipraveny modifikacemi aminokyselin v primdrni struktufe molekuly lidského insulinu za
ucelem sniZzeni schopnosti dimerizace molekuly a tim zvySeni rozpustnosti dané latky, vedouci
ke zrychlenému vstiebavani. Hlavnim vyhodou pri aplikaci téchto latek je tak rychlejsi sniZeni
koncentrace glukézy v krvi pfi hyperglykemickych stavech nez pii podani klasického lidského
insulinu. Zaroven umoziiuji pacientim dfivéjsi prijem potravy po aplikaci derivatu nez po podani
lidského insulinu, Insulin Lispro, prvni vyvinuty derivat s rychlym ndstupem a¢inku (Howey D.
C.. Bowsher R. R. a spoluautoti 1994, Diabetes 43, 396), byl piipraven zdménou aminokyselin
lysinu a prolinu v pozicich 28 a 29 B-fetézce. Na trhu je dostupny od roku 1996 pod nazvem
Humalog (firma Eli Lilly). Insulin Aspart byl pfipraveny zaménou aminokyseliny prolinu v pozi-
ci 28 B-fetézce za Kyselinu asparagovou (Setter S. M., Corbett C. F. a spoluautori 2000, Annafs
Pharmacother. 34, 1431). Pro klinické pouziti byl schvélen v roce 2000 pod niézvem Novalog
(firma Novo Nordisk). V molekule derivatu Glulisine je v fetézci B substituovand asparagova
kyselina na pozici B3 lysinem a molekula lysinu na pozici B29 kyselinou glutamovou (Rave K.,
Klein O. a spoluautoti 2006, Diabetes Care 29, 1812). Insulin Glulisine je klinicky dostupny od
roku 2004 pod nazvem Apidra (firma Sanofi Aventis).

Dlcuhodobé pilsobici derivat Glargine je derivat insulinu s nahradou asparaginu glycinem v po-
zici 21 A-fetézce a pfidanymi dvéma molekulami argininu v pozici 30 B-tetézce (Rosenstock J.,
Schwartz S. L. a spoluautofi 2001, Diabetes Care 24, 631). Je komeréné dostupny od roku 2003
pod nazvem Lantus (firma Sanofi Aventis). V piipadé Glarginu se projevuje zvySeni pl molekuly
derivatu. Po jeho subkutanni aplikaci dochazi k tvorbé precipitati a pomalejimu uvoliiovani do
krve. Druhy dlouhodobé phsobici derivat insulinu, Detemir, vykazuje diky pfitomnosti hydro-
fobniho postranniho fetézce vy3si schopnost tvorby hexamert. To spolu s vy3Si afinitou k
plazmatickému albuminu prispiva k vyslednému prodlouzenému efektu této latky. Detemir byl
pfipraven pfipojenim kyseliny myristové na lysin pozici 29 B-fetézce (Plank J., Bodenlenz M. R.
a spoluautoti 2005, Diaketes Care 28, 1107). Je komeréné dostupnym od roku 2006 ped nazvem
Levemir (firma Novo Nordisk).

V nedavné dobé byio pfipraveno nékolik vysoce aktivnich derivatl insulinu s N-—methylovanou
aminokyselinou v poloze B26 (Zakova L., Kazdova L. a spoluautofi 2008, Biochemistry 47,
5858) a nasledné byly uréeny i jejich krystalové struktury (Jiraéek J., Zakova L. a spoluautoii
2010 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 107, 1966). Piekvapivé bylo zjisténo, Ze tyto derivaty se vy-
znaéuji novym typem [3-ohybu typu Il v polohach B24-B26. Vytvofeni tohoto ohybu vede k od-
kryti predtim zakrytych aminokyselin A1-A3. Predpoklada se, ze podobny B-ohyb se miize vy-
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skytovat v tzv. aktivované formé insulinu pfi vazb& hormonu na receptor. Pfitomnost tohoto
ohybu v C-konci B-fetézce insulinu, ktery je &asti molekuly dileZitou pro dimerizaci insulinu,
mé za nasledek, Ze tyto derivity maji vyrazn& snizenou schopnost dimerizace (Jiracek J., Zakova
L. a spoluautoti 2010, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.4 107, 1966) a v organismu tudiz vykazuji
rychlejii nastup fyziologického ¢inku neZ pfirozeny insulin.

Predkladané technické feseni popisuje rychle piisobici derivaty insulinu, jejichZ uc¢inek je, kromé
snizeni schopnosti dimerizovat, zprostfedkovan zejména vyraznou afinitou k receptoru insulinu.

Podstata technického feeni

Technické feSeni popisuje nové derivaty lidského insulinu obecného vzorce 1, majici cyklickou
strukturu v C-konci B-fetzce, které vykazuji vysokou afinitu viiéi receptoru insulinu a zaroveii
maji potladenu schopnost tvofit dimery. Tyto vlastnosti nové derivaty insulinu obecnych vzorc
1 preduréuji k pouziti jako rychle pasobici insuliny, snizujici hladinu glukozy in vivo. Vyhodou
t&chto sloucenin je kromé snadné piipravy také modularita jejich struktury, ktera umoZziuje do-
dateéné pfizpiisobeni jejich biologickych vlastnosti.

Piedmétem tohoto technického feSeni jsou derivaty insulinu obecného vzorce I,
DOI-X 1)

kde DOI je des(B23-B30)oktapeptid-insulin, coZ je lidsky insulin bez C-terminalniho oktapepti-
du B23-B30, a X je modifikovany oktapeptid zvoleny ze skupiny, zahrnujici nasledujici okta-
peptidy typl 1 az 8, napodobujici sekvenci B23-B30 lidského insulinu, pfipojené k DOl amido-
vou vazbou mezi karboxylovou skupinou C-terminalniho ArgB22 v molekule DOI a aminosku-
pinou N-terminalniho GlyB23 v molekulach oktapeptidi 1-8, pfi¢emz R, v molekuldch oktapep-
tidu 1-8 je H &i benzyl a R; je H &i (CH;) -NH,.
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Slouceniny vzorce 1 obsahuji n&kolik chiralnich center v modifikovaném oktapeptidu, které mo-
hou byt v (S) &i (R) konfiguraci. Jedna se predeviim o C"-atomy aminokyselin v polohach B26,
B27, B29 a B30.

Nové derivaty insulinu podle pfedkladaného technickeého feseni jsou pfipraveny cyklizaci ¢asti
molekuly insulinu pomoci Cu'-katalyzované cykloadice mezi alkynem a azidem za vzniku tri-
azolu, ktery se stava soucasti struktury derivatu insulinu a stabilizuje tak sekundarni strukturu v
proteinu. Podle nadich v&domosti se jednd o prvni derivaty nativniho proteinu s triazolovym
mastkem.

Jednou z vychozich surovin pro pfipravu novych derivati insulinu je DOI, ktery je pfipraven z
veprového insulinu tryptickym stépenim podle literatury (Young J. D. a Carpenter F. H. 1961, ./
Biol. Chem. 236, 743, Bromer W. W. a Chance R. E. 1967, Biochim. Biophys. Acta. 133, 219,
Zakova L., Barth T. a spoluautori 2004, Biochemistry 43, 2323).

Lineamni prekursory modifikovanych oktapeptidii 1-8 jsou piipraveny podle literatury (Zakova
L., Zyka D. a spoluautofi 2007, J. Pept. Sci. 13, 334) metodou syntézy na pevné fazi za pouZiti 2-
Cl-chlorotritylové pryskyfice, komeréné dostupnych N®-Fmoc-chranénych aminokyselin a kon-
denzaénich ¢inidel HBTU/DIPEA (2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3—tetramethyluronium hexa-
fluorfosfat/N,N-diisopropylethylamin) ¢i DIC/HOBT (N,N-dicyklohexylkarbodiimid/N-hydro-
xybenzotriazol. Pro cyklizaci jsou do linearnich oktapeptidii v polohach B26, B27 a B29 &i B30
umistény aminokyseliny ((R)- &i (S)-enantiomery) s postrannim fetézcem obsahujicim azidosku-
pinu &i termindlni alkynovou skupinu. V pfipadé azidoaminokyseliny obsahuje postranni fetézec
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| az 4 atomy uhliku a v pfipadé terminalni alkyn obsahujici aminokyseliny obsahuje jeji postran-
ni Fetézec 3 az 6 atomii uhliku.

Intramolekularni cyklizace oktapeptidii za vzniku monomernich molekul je dosazeno Cu'-kataly-
zovanou cykloadici mezi alkynem a azidem za nizké koncentrace peptidu (asi 80 x 10° mol.l"y v
prostiedi t-butanol: H;O (Isaad A. L., Papini A. M. a spoluautofi 2009, J. Pept. Sci. 15, 451).

Cyklické oktapeptidy jsou k DOI pfipojeny metodou enzymové semisyntézy za katalyzy trypsi-
nem podle literatury (Zikova L., Zyka D. a spoluautofi 2007, J. Pept. Sci. 13, 334). Pfipadné
pfitomna fenylacetylova chranici skupina N°-aminoskupiny lysinu v poloze B29 je odstranéna
enzymaticky pomoci penicilin G acylasy podle literatury (Zakova L., Zyka D. a spoluautofi
2007, J. Pept. Sci. 13, 334).

Piedmétem technického fedeni je i farmaceuticky prostfedek, obsahujici derivaty insulinu obec-
ného vzorce I.

Pfedmétem technického feSeni je rovnéZ farmaceuticky prostfedek, obsahujici derivaty insulinu
obecného vzorce 1, uréeny pro 1€¢bu diabetu,

Kromé toho je pfedmétem tohoto technického feSeni i farmaceuticky prostfedek, obsahujici
kromé derivatl insulinu obecného vzorce 1 také farmaceuticky pfijatelné nosice, excipienty a
diluenty.

Farmaceuticky pfijatelnymi solemi se rozumi soli kationti nebo aniont spadajicich do obecného
vzorce | s pFisludnymi protionty, které jsou akceptovatelné pro pouZiti ve farmacii. Pfiklady far-
maceuticky pfijatelnych soli jsou soli alkalickych kovil a alkalickych zemin, amoniové soli, soli
kovi, soli aniontll anorganickych ¢&i organickych kyselin, jako jscu napfiklad halogenidy, sirany,
uhli¢itany, acetaty, sukcinity a mnohé dalsi.

Solvaty obsahuji spolu s molekulou slouceniny, spadajici do obecného vzorce I, i molekuly vody
¢i jinych latek, napfiklad rozpoustédel, které jsou pfijatelné pro pouZiti ve farmaceutickych pro-
stiedcich.

Latky podle piedkladaného technického feseni vykazuji vysoké vazebné afinity viéi receptoru
insulinu v membrénach lidskych IM-9 lymfocytil.

Déle tyto latky podle ptedkladaného technického feseni vykazuji biologickou aktivitu in vivo v
my3ich, ktera je ddna poklesem hladiny glukozy v krvi.

Modularita struktury C-terminalnich oktapeptidd B23-B30 derivatu insulinu a snadna syntéza
spojovanim téchto oktapeptidd s DOI umoZiluje rozsahlé strukturni variace sloucenin podle
ptedkladaného technického feseni, které mohou vést k modulaci jejich biologické aktivity napfi-
klad ve smyslu rychtého ndstupu uéinku, prodlouZeného Gdinku i zvySené stabilité proti pro-
teolytické degradaci.

Popis obrazki na vykresech

Obr. 1 znazoriiuje schEmaticky struktury monomeru insulinu v T-stava (vlevo) a v R-stavu
(vpravo).

Obr. 2 znazoriiuje piedpokladany odklon C-konce B-fetézce insulinu (tmavé Seda Sipka) od cent-
ralni ¢asti molekuly.

Obr. 3 znazorfiuje vazebné k¥ivky lidského insulinu (e), derivatu insulinu 15 (V) a derivatu in-
sulinu 16 (=) na receptor insulinu v membranach lidskych IM-9 lymfocytii. Na ose x je vynesen
log koncentrace testovaného insulinu, na ose y jeho vazebna afinita vzhledem k lidskému insuli-
nu (v %).

Obr. 4 znazoriluje schopnost pfirozeného insulinu (pferudovana ara a e, n = 10), derivatu insu-
linu 16 (pIna ¢ara a m, n = 9) a insulinového derivatu Apidra® (Glulisine, tetkovana ¢araa A, n
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= 10) snizovat hladinu krevni glukézy v mysich in vivo; n znaéi polet zvitat v pokusu. Na ose x
je uveden ¢as (v minutich), na ose y koncentrace glukozy v krvi.

Obr. 5 znazoriiuje porovnani uspofadani peptidovych Fetézeli R6 menomeru lidského insulinu
(1znj.pdb) a derivatu mnsulinu 15.

Obr. 6 detailni zobrazeni nového typu ohybu v C-konci B-fetézee derivatu insulinu 15. Dvé vo-
dikové vazby mezi CO v pozici B27 a NH v pozici B30 a kyslikovym atomem C-teminaini
COOH skupiny v pozici B30 jsou vyznageny pieru$ovanymi ¢arami.

Obr. 7 porovnani fetézch B23-B30 v nativnim lidském insulinu a v derivitu insulinu 15. Pro
zjednoduSeni jsou zobrazeny pouze postranni fetézce aminokyselin v polohach B24-B26.

Priklady provedeni

Seznam uvedenych zkratek:

Bz benzyl

DIPEA N,N-diisopropylethylamin

DCM dichlormethan

DIC N,N-dicyklohexylkarbodiimid

DO des(B23-B30)oktapeptid-insulin

DMF N,N-dimethylformamid

Fmoc 9-fluorenylmethyloxykarbonyl

HBTU 2-(1H-benzotriazol-1-y1)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorfosfat
HOBT N-hydroxybenzotriazol

NMP N-methyl-2-pyrrolidon

TFE 2,2, 2-trifluorethanol

RP-HPLC vysoce uéinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi

HR-ESI hmotnostni spektoskopic 0 vysokém rozliseni, vyuzivajici elektronspray ionizaci

TPCK p-tosyl-L-fenylalaninchlormetylketon

HEPES 2-{4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethan sulfonova kyselina
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

BSA hovézi sérovy albumin

MeOH methanol

t-BuOH t-butanol.

A) Piiprava novych sloudenin
Obecna metoda piipravy linearnich prekursoril pro cyklické oktapeptidy

Linearni oktapeptidy byly pfipraveny metodou syntézy na pevné fazi. Jako polymerni nosi¢ byla
pouzita vysoce acidolabilni 2-Cl-tritylova pryskyfice firmy Merck-Novabiochem (obvykle v
mnozstvi odpovidajicim 400 x 10® molu aktivnich skupin). Manualni syntéza probihala v plasto-
vé injekéni stiikagee s fritou. Pro syntézu oktapeptidl byly pouzity aminokyseliny s primarnimi
o-aminoskupinami chranénymi pomoci skupiny Fmoc a s chranénymi hydroxylovymi skupinami
postrannich fetézcl pomoci terciarniho butylu (tBu). V pripadé pouziti tysinu v poloze B26 byl
pro chranéni N°-aminoskupiny pouzit fenylacetyl oditépitelny enzymaticky za pouziti penicilin-
G-acylasy (Fluka 76427) (Zakova L., Zyka D. a spoluautofi 2007, .J. Pept. Sci. 13, 334). Navazi-
ni prvani aminokyseliny na pryskyfici bylo docileno pfidavkem aminokyseliny (1 ekvivalent} a

probihala asi 2 hodiny za teploty mistnosti. Poté byla pryskyfice s navizanou aminokyselinou
ponechdna cca 2 x 10 minut v 2 x 2 ml smési DCM:MeOH:DIPEA (17:2:1). Tim do8lo k deakti-
vovani a zablokovani zbyvajicich nezreagovanych chloridovych skupin pryskyfice. Chranici
skupina (Fmoc) primarni a-aminoskupiny byla odstranéna opakovanym (3 a 20 min) pisobenim
I ml 30% (obj./obj.) roztoku piperidinu v DMF. Usp&snost reakce byla hodnocena spektrofoto-
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metricky méfenim absorbance vzniklého dibenzofulven-piperidinového komplexu pti vinové
délce 301 nm (¢ = 7040 M'em™). Navazani daldi aminokyseliny bylo katalyzovano pouZitim
kondenzaéniho &inidel HBTU a DIPEA v 2 ml NMP. Reakce probihala vZdy nejméné 1 hodinu.
Pomér ltkovych mnoZstvi jednotlivych slozek reakce (aminokyselina: HBTU:DIPEA) byl roven
3:3:6 vzhledem k aminoskupiné pfitomné na pryskyfici (1 ekvivalent). V alternativnim pfipadé,
kdy byla smés ponechana reagovat pies noc, byla pouZita &inidla HOBT a DIC v prostfedi smési
rozpoustédel DCM a NMP v poméru 1:1 (1 ml). V tomto pfipad€ bylo latkové mnoZstvi viech
slozek reakce ekvimolarni. Kontrola dspé&sného provedeni reakce byla provedena Kaiserovym
testem (Kaiser E., Colescott R. L. a spoluautofi 1970, Anal. Biochem. 34, 595) na pfitomnost
priméarnich aminoskupin. Podle vysledku testu se bud® zopakovala reakce se stejnou aminokyse-
linou, nebo se pkistoupilo k odstranéni chranici skupiny Fmoc posiedni navdzané aminokyseliny.
Oktapeptid byl z polymerniho nosice pryskyfice odstépen piisobenim 5 ml smési 20% (obj./obj.)
TFE a 20% (obj./obj.) kyseliny octové v DCM po dobu 2 hodin. Nasledné byl produkt Stépeni
odpaien do sucha a zbylé chranici skupiny (tBu) byly odstranény pusobenim 5 ml smési 50%
kyseliny trifluoroctové (TFA), 2% triisopropylsilanu a 2% H,O v DCM po dobu hodiny, viechny
procentni Udaje jsou objemové procenta. Produkt byl poté opét odpafen do sucha, 3x promyt
diethyletherem a rozpustén v 10% kyseling octové. Oktapeptid byl dale pfeciStén pomoci IRP-
HPLC, lyofilizovéan a identifikovdn pomoci hmotnostni spektrometrie. V pfipadé vysoké &istoty
byl surovy oktapeptid dale pouzit bez RP- HPLC purifikace.

Priklad 1
Oktapeptid 9
OH
0
H oH
N N
NN o™
o @ NH

Linearni oktapeptid 9 jako prekursor cyklického oktapeptidu &. 12, kde R,= Bz, byl pfipraven
metodou syntézy na pevné fazi za pouZiti 400 x 10® molu 2-Cl-tritylové pryskyfice podle obecné
metody popsané vySe. Pro polohu B30 byla pouZita nepfirozena aminokyselina (S)-2-(Fmoc-
amino)-4-pentynova kyselina (Sigma-Aldrich kat. &islo 00397) a pro polohu B27 (S)-5-Azido-2-
(Fmoc-amino)pentanova kyselina (Sigma-Aldrich kat. &islo 714291). VytéZek po RP-HPLC puri-
fikaci byl 21 % (77 mg, 84 umol). HR-ESI Cy4sHssN; Oy [M+H]" vypoéteno 922,421, nalezeno
922,42,
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Piiklad 2
Oktapeptid 10

(/ S 2 ad
i
O Jn.
H O H
H N/Y N 0?8
C @ NH

Linearni oktapeptid 10 jako prekursor cyklického oktapeptidu ¢. 13, kde R a Ry = H, byl pfipra-
ven metodou syntézy na pevné fazi za pouZiti 400 x 10 molu 2-Cl-tritylové pryskytice podle
obecné metody popsané vyse. Pro polohu B29 byla pouzita nepfirozena aminokyselina (S)-2-
{Fmoc-amino)}-4-pentynova kyselina (Sigma-Aldrich kat. ¢islo 00397) a pro polohu B27 (§)-5-
Azido-2-(Fmoc-amino)pentanova kyselina (Sigma-Aldrich kat. &isto 714291). Vzhledem k vyso-
ké ¢istoté produktu nebyl oktapeptid preparovan pomoci RP-HPLC. Vytézek surového peptidu
byl 66 % (231 mg, 264 pumol), HR-ESI Ci,HsN Oy [M+H]' vypodteno 876,401, nalezeno
876.40.

Ptiklad 3
Oktapeptid 11

O
H OH
N N
HQN/T \)Lao ﬂOBZG
3= : ht(o
B27

:m""\N

NH
Hg:oTI T(\NH 0528
H,C OH B20

411

Linearni oktapeptid i1 jako prekursor cykiického oktapeptidu &. 14, kde R, a K, = H, byl ptipra-
ven metodou syntézy na pevné fazi za pouziti 400 umol 2-Cl-tritylové pryskyfice podle obecné
metody popsané vySe. Pro polohu B29 byla pouzita nepfirozena aminokyselina (S)-2-(Fmoc-
amino)-4-pentynova kyselina (Sigma-Aldrich kat. &islo 00397) a pro polohu B26 (S)-5-azido-2-
(Fmoc-amino)pentanova kyselina (Sigma-Aldrich kat. ¢islo 714291). Vytézek peptidu po RP-
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HPLC purifikaci byl 16 % (53 mg, 65 umol). HR-ESI C4HssNj1O19 [M+H]" vypoéteno 814,385,
nalezeno 814,384.

Obecna metoda piipravy cyklickych oktapeptidi

Linearni oktapeptid obecného vzorce 1-8 (50 mg, 1 molarni ekvivalent) byl rozpustén v takovém
objemu smési voda:tBuOH (2:1) aby byla koncentrace peptidu 90 x 10 mol.I"'. K roztoku byla
pfiddna kyselina askorbova (14 ekvivalentl) a po jejim iplném rozpudténi CuSO45H0
(14 ekvivalentil) v takovém objemu smési voda:tBuoH (2:1), aby byla vysledna koncentrace
peptidu 80 pmol.I". Reak&ni sm&s byla po krdtkém zamichéni ponechdna stat pti laboratorni
teplots. Priibéh reakce byl monitorovan pomoci RP-HPLC pfed a 20 min po pfidani
CuS0,.5H;0. Vznik cyklického produktu se projevil vymizenim vychoziho linearniho peptidu a
vznikem nového produktu s krat§im retenénim asem. Reakéni smés (asi 600 ml) byla odpatena
na rotaéni vakuové odparce do objemu asi 10 ml a peptid by odsolen na kolonce nosice reverzni
faze (Chromabond® C-18, objem asi 12 ml). Odsoleny oktapeptid byl dale pre&istén pomoci RP-
HPLC, lyofilizovan a identifikovan pomoci hmotnostni spektrometrie.

Priklad 4
Oktapeptid 12

: H 0
o NH
!}’""“"z/' Opzr
N/ y
N
HO H]]/‘ NH 0,
830 0
B29
12

Cyklicky oktapeptid 12 (tj. oktapeptid spadajici do obecného vzorce 7, kde R, = Bz a R; = H) byl
pfipraven z linearniho oktapeptidu 9 (50 mg, 0,054 mmol) podle obecného navodu uvedeného
vySe. VytéZzek po RP-HPLC purifikaci byl 50 % (25 mg, 0,027 mmol). HR-ESI C4HseN; Oy
[M+H]" vypoéteno 922,421, nalezeno 922,42.




CZ 24985 Ul

Piiklad 5
Oktapeptid 13

B2s

HaC™ OH B29
13

Cyklicky oktapeptid 13 (tj. oktapeptid spadajici do obecného vzorce 6, kde R, a R, = H) byl pfi-
praven ze surového linedrniho oktapeptidu 10 (150 mg, 0,171 mmol) podle obecného navodu
uvedeného vySe. Vytezek po RP-HPLC purifikact byl 39 % (58 mg, 0,066 mmol). HR-ESI
CiHseN11O1o [M+H]" vypodteno 876,401, nalezeno 876,40.

Priklad 6
Oktapeptid 14

NH_ -
HO T(\N 0

830 O
H, & OH 829

14

Cyklicky oktapeptid 14 (tj. oktapeptid spadajici do obecného vzorce 2, kde R, a R, = H) byl pfi-
praven ze surového linearniho oktapeptidu 11 (50 mg, 0,062 mmol) poedle obecného navodu uve-
deného vySe. Vytézek po RP-HPLC purifikaci byl 35% (18 mg, 0,022 mmol). HR-ESI
CasHseN 1010 [M+H]™ vypodteno 814,385, nalezeno 814,38,

Obecna metoda p¥ipravy derivatl insulinu s cyklickymi strukturami v C-konci B-fetézce

Nové derivaty insulinu obecného vzorce | byly pfipraveny metodou enzymatické semisyntézy
podle Zakové a kol. (Zakova 1., Zyka D. a spoluautoti 2007, J. Pept. Sci. 13, 334). Cyklicky
oktapeptid (150 x 107 mol.1") a DOI (30 x 107 mok.I'") byly rozpudtény v smési (celkovy objem
200 pl) obsahujici 55% (obj./obj.) DMF ve vodé&, 20 x 10” mol.I"' octan vépenaty a 4,7 mg

-10-
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TPCK trypsinu (Sigma-Aldrich, T-1426 ¢i T-8802). pH roztoku bylo upraveno pfidanim nékoli-
ka mikrolitrs N-methylmorpholinu na hodnotu 6,9 az 7,0. Reakéni smés byla ponechana reagovat
za michani pfi laboratorni teploté po dobu 4 aZ 24 hodin. Vznik produkti byl monitorovan po-
moci RP-HPL.C. Reakce byla zastavena pfidanim vychlazeného acetonu. Precipitat byl rozpustén
v 10% (obj./obj.) kyseling octové ve vodé a produkt purifikovan pomoci RP-HPLC. Identita pro-
duktu byla potvrzena pomoci hmotnostni spektrometrie na pristroji na pfistroji LTQ Orbitrap XL
od firmy Thermo Fisher Scientific.

Priklad 7

Derivat insulinu 15

[)Ol-HN’\[(H Q" “

NH‘(\N
16

Derivat insulinu 15 byl pfipraven za pouZiti cyklického oktapeptidu 12 (27 mg) podle obecného
postupu uvedeného vyse. Vytézek (vztazeny k DOI jako k limitni slozce rekee) po RP-HPLC
purifikaci byl 14 % (4,9 mg, 0,85 umol). HR-ESI [M+H]" vypoéteno 5 766,58, nalezeno
5 766,58.
Piiklad 8

Derivat insulinu 16

/N OH
PN
DO'-HN’Y N B26
0

o
{ NH

Oazr

o

HiC' OH 829
16

Derivat insulinu 16 byl pfipraven za pouZiti cyklického oktapeptidu 13 (26 mg) podle obecného
postupu uvedeného vyse. Vytézek (vztazeny k DOI jako k limitni sloZce rekce) po RP-HPLC
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purifikaci byl 14 % (4,9 mg, 0,86 umol). HR-ESI [M+H]' vypoéteno S 720,56. nalezeno
5 720,57,

Pfiklad 9

Derivat insulinu 17

Ho T T(\ NH0,,,
B3¢
HyC” oM 829

17

Derivat insulinu 17 byl pfipraven za pouziti cyklického oktapeptidu 14 (18 mg) podle obecného
postupu uvedeného vySe. Vytdzek (vztaZeny k DOI jako k limitni sloZzce rekce) po RP-HPLC
purifikaci byl 17 % (4.4 mg, 0,78 umol). HR-ESI [M+H]+ vypotteno 5 658,548, nalezeno
5 658.55.

B) Vazebna afinita derivat( insulinu

Principem testovani vazebné afinity insulinovych derivatd je kompetice derivatu s lidskym insu-
linem, radioaktivné znaenym na tyrosinu v pozici A 14 pomoci isotopu '*’I (Perkin-Elmer, USA,
2200 Ci/mmol, T = 60 dni) o vazebné misto na insulinovém receptoru. Pfi testovani byla pouZita
metodika postupu podle De Meytse {De Meyts P. 1976, Methods in Receptor Research, M.
Dekker, New York, 301). K testovani vazebnych afinit insulinovych derivati vici receptoru in-
sulinu ir vitro byla pouZita bunégna linie lidskych lymfocyti IM-9 s vysokou mirou exprese iso-
formy A insulinového receptoru.

Buiiky IM-9 byly péstovany podle doporuéeného postupu dodavatele (ATCC, Manassas, USA;
LGC Standards, Polsko). Bunky rostly v podminkach zvlhéené atmosféry s 5% obsahem CO., pii
teploté 37 °C, v komeréné dostupném médiu RPMI-1640 obsahujicim 10% fetalni hovézi sérum
(hmotn./obj.), 2 x 10 mol.I" glutamin a 100 U/m| penicilinu/streptomycinu (viechny chemikdlie
od firmy Invitrogen, Carlsbad, Kalifornia, USA). Pro zajisténi optimalnich podminek ristu byly
buiiky pasazovany 3x tydné. Buiiky byly nejdiive spolitany a poté nafedény na koncentraci 2
miliony/ml.

Zasobni roztoky insulinu a derivati byly piipraveny v 0,1% kyseling octové. Koncentrace byly
uréeny méfenim absorbance pii 280 nm a extinkénich koeficientd (g) 5 840 M .em™ pro lidsky
insulin a derivaty obsahujici ¢ty tyrosiny v molekule, respektive 4 560 M .cm™ pro derivaty s
pouze tfemi tyrosiny. Redénim vazebnym pufrem (viz nize) byly nasledné pripraveny roztoky o
kiesajici koncentraci testovaného derivatu insulinu. V reakéni smési byly bufiky inkubovany
vzdy s roztokem insulinového derivatu o pfislusné nafedéné koncentraci a o konstantnim mnoz-
stvim radioaktivné znadeného insulinu (20 000 impulsii za minutu). Reakce probihala po dobu
2,5 h, pki teplot¢ 15°C ve vazebném pufru o nasledujicim sloZeni: 100 x 107 mol.I
HEPES/NaOH pH 7,6; 100 x 10° moLl" NaCl, 5 x 10~ mol.I"" KCI, 1,3 x 10" moL.I"" MgSO,. I x
10° mol.I" EDTA, 10 x 107 moll"' glukéza, 15 x 107 mol.l" octan sodny a 1% BSA
(hmotn./obj}.). Celkovy reakéni objem byl 500 ul. Smés byla michana kazdych 30 minut. Z kazdé
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zkumavky byly vytvofeny duplikaty o objemu 200 pl a reakce byla zastavena pfidavkem 200 pl
vazebného pufru o teploté 4 °C. Smés byla dale odstfed’ovana pfi 15 000 g po dobu 10 min, pfi
4 °C. Po odséti supernatantu byla zm&fena radioaktivita pelety na y-pocitali. Ziskana data byla
vyhodnocena za pouziti modelu vazby do jednoho vazebného mista pomoci programu vytvofe-
ného v aplikaci Excel a vyvinutého v laboratofi Pierre De Meytse (Groth A. V., Shymko R. M.
2008, Computer program: One-site model fitting), &i za pomoci GraphPad Prism 5.0 za pouziti
stejného modelu vazby do jednoho mista a uréena byla hodnota disocia¢ni konstanty (Ky) deri-
vatu &i lidského insulinu vi&i receptoru. PouZitd koncentrace [ radioaktivné znateného insuli-
nu byla 0,01 x 10° mol.I". Jako K, '*I-znageného insulinu vii¢i receptoru bylo pouzita hodnota
0,3 x 10° mol.I'.

Vysledky vazebné studie s derivaty insulinu 15-16 a lidskym insulinem jsou uvedeny v Tabulce
1 a na Obrazku 3.

Tabulka 1

Hodnoty disocia¥nich konstant (X;) lidského insulinu a derivatd insulinu v0¢&i receptoru insulinu
v membranich lidskych IM-9 lymfocyti. Relativni vazebna afinita derivath je vyjadfena v %
viéi lidskému insulinu (100 %) a definovéana jako (Ky lidského insulinu/Ky derivatu insulinu) x
100. (n) je pocet méfeni.

{x]e* m‘{'l] . :- e

e TN RN () MR

Lidsky insulin | 0,369 £ 0,031 (3) 100
15 0,364 + 0,056 (4) 1014
16 0,176 + 0,016 (4) 209,7

C) Schopnost derivatu insulinu 16 snizovat hladinu krevni glukézy u my3i in vive

Principem metody je méieni hladiny krevni glukézy u mySich samci, kterym bylo subkutianné
(s.c.) podano piesné mnoZstvi insulinu ¢ jeho derivatu. Samci mysi kmene C57B1/6, stafi
10 tydnii, dodani firmou AnLab s.r.o. (Praha, Ceska republika) byli chovani pti teplot§ 23 °C s
dennim cyklem 12 hodin svétlo a 12 hodin tma (svétlo od 6,00 hodin). Mysi mély volny pfistup k
vodé a byly chovani na standardni diet®¢ (ST-1 BERGMAN, Mlyn Kocanda, Jesenice, Ceska
republika). Veskeré in vivo experimety byly konadny v souladu s¢ zakonem &. 246/1992 Sb. na
ochranu zvitat proti tyrani. P&t dni pfed experimentem byly my$i oddéleny samostatné do jed-
notlivych kleci a rano pfed zapogetim pokusu byly mysi zvaZeny, byla jim odebrana potrava a
voda ponechana ad libidum. Po 5 hodinach hladovéni byla kazdé mysi odsttizena Spicka ocasu a
zméfena hladina glukézy v krvi glukometrem (Glucocard X-meter od firmy Arkray Factory. Inc.,
Japonsko). Poté byl kazdé mysi subkutanné aplikovan lidsky insulin, fyziologicky roztok nebo
derivat insulinu. Kazdou skupinu, které byl aplikovan jeden druh latky, tvofilo 8 az 10 mysi.
Dévka insulinu/derivéatu byla 0,75 U na 1 kg hmotnosti zvifete. Jedna jednotka insulinu €i deri-
véatu U je definovéana jako 6 x 10”° molu latky. Divka na jednotlivou my3 byla spoéitana z pri-
mérné hmotnosti my3i v pokusu a byla aplikovana v s.c. objemu 100 x 10 litru fyziologického
roztoku. Hladina gluk6zy v krvi byla nasledné méfena glukometrem v Easech 10, 20, 30, 45, 60,
90, 120 a 150 minut od aplikace latky.

Vysledky in vivo pokusil s lidskym insulinem, rychle pisobicim klinicky pouzivanym derivitem
Glulisine (Apidra) a derivatem insulinu 16 jsou znazornény na Obr. 4. Z grafu plyne, Ze derivat
insulinu 16 ma stejné rychly nastup G&inku jako klinicky pouzivany derivat s rychlym nastupem
G¢inku Glulisine (Apidra). My model pouzity v tomto pokuse, na rozdil od lidského, neumoz-
fiuje rozlideni rychlejsiho ndstupu derivati ve srovnani s lidskym insulinem.

-13-
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D) Uréeni krystalové struktury derivatu insulinu 15

Derivat insulinu 15 byl rozpu$tén v 20 mmol.I"' HCI v koncentraci 9 mg/ml. Krystaly byly ziska-
ny metodou ,.zavé3ené kapky* z roztoku ziskaného smichanim 1 ml roztoku derivatu 15 a 2 ml
roztoku obsahujiciho 0,6 mol.lI"" Na,S0;, 0,3 mol.I"! Tris/HCI o pH 7.5, 0,6 x 10° mol.I"" acetat
zinecnaty a 0,06% (w/v) fenol. Krystaly vyrostly béhem 3 az 4 tydni a byly pfifazeny do skupiny
P3, s rozméry prostorové buitky 6,1 nm, 6,1 nma 82 am, o~ 3 — 90° vy — 120°, a jednim Ré
hexamerem derivatu 15 v asvmetrické buiice. Krystaly derivatu 15 o velikosti asi 0,1 mm x
0,1 mm x 0,05 mm byly za pomoci kryosmy¢ky (Hampton Research, Velka Britanie) pfemistény
z krystaliza¢niho roztoku do tekutého dusiku. Rentgenograficka data byla ziskana na stanici
ID23EH2 v ESRF v Grenoble (Francie} za pouziti detektoru mar225 CCD. Souhrn dat a statis-
tickych udajh o krystalu je v Tabulce 2.

Krystalova struktura byla vyfeiena na zakladé modelu R6 hexameru lidského insulinu (struktura
1znj.pdb). Struktura byla dale upiesnéna pomoci programii Refmac 5 (Murshudov G. N., Vagin
A. A. a Dodson E. I. 1997, Acta crystallogr. D 53, 240) a CCP4 (Bailey S. 1994, Acta Crystal-
logr. D 50, 760). Model derivatu 15 byl vytvofen v programu COOT (Emsley P. a Cowtan K.
2004, Acta Crystallogr. D 60, 2126). Struktura derivatu insulinu 15 byla porovnana s jinymi
derivaty insulinu pomoci programu LSQKAB (Bailey S. 1994, Acta Crystallogr. D 50, 760)
superpozici Ca atomd v pelohach B9-B19.

Derivat 15 krystaloval pouze za pfitomnosti fenolu jako R6 hexamer. Celkova struktura R6 he-
xameru derivatu 15 se znadné podobad struktufe R6 hexameru lidského insulinu (lznj.
pdb/Imso.pdb) coz se odrazi v nizké rms odchylce (0,068 nm) mezi jejich vzdjemnymi atomy
(Obr. 5).

Struktura monomeru derivatu 15 je odvozena ze struktury jeho R6 hexameru a je opét velmi po-
dobnd struktufe monomeru lidského insulinu odvozeného z jeho R6 hexameru (1mso.pdb) coZ se
odrazi v nizké odchylce (0,068 rms nm) mezi atomy téchto dvou oligomert. Uspofadani a pozice
atomu jejich hlavnich peptidovych fetézc je takrka shodna az po GlyB23.

Tabulka 2

Souhrn dat a statistickych udaji o krystalu hexameru derivatu insulinu 15. Hodnoty v zavorkach
plati pro slupku s nejvy3iim rozlienim

Sbir dat
Paprsek ESRF ID23EH2-mar225
Vinové délka (nm) 0,087260
Prostorovi grupa P3
Rozméry buiiky
a, b, c (nm) 6,},6,1;8,2
o B,y (®) 90, 90, 120
Rozliteni {nm) 5,0-0,154 (0,157-0,154)
Ry 0,068 (0.488)
<Ifo(D> 21,6{0,3)
Kompletriost (%o) 100 (1003
Redundance 57(5,7)
Wilsondv B faktor (nm”) 0,0152
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UpfesBovini
Rozlideni (nm) 5,282-0,154
Potet reflexi 48163
R ! R 0,1689/0,2104
Po&et atomd 2949
Derivat 2559
Ligand/iont 16
Voda 374
B-faktory
Derivit 20,59
Ligand/iont 12,83
Voda 31,739
Standardni odchylky
(R.m.s.)
Délky vazeb (nm) 0,0033
Vazebné dhly (%) 3,067
Ramachandrandv diagram (%)
Preferované/Povolené/nepovoiené 99,25/0/0,75
Krystalizagni podminky 0.6 mol.I" Na;S0,, 0.3 mol.IT Tris pH 7.5, 0.6 x 10~ mol.I"
ZnAc, 0.06% (wiv) fenol
Kryoprotektant -

Od této aminokyseliny se zac¢inaji obé struktury li§it pficemz vzdalenosti Ca atomi v pozicich
B24, B25, B26, B27 a B28 v lidském insulinu a derivatu 15 jsou 0,067 nm, 0,137 nm, 0,120 nm,
0,309 nm a 0,260 nm. Disledkem je, ze fetézec B24-B28 derivatu 15 se vzdaluje od fetézce A o
0,07 az 030 nm ve srovndni s lidskym insulinem. Diky p¥itomnosti triazolového mustku sméfuji
aminokyseliny v pozicich B29 a B30 blize k fet&zci A. Nasledkem toho jsou aminokyseliny B29
a B30 derivatu 15 vklinény mezi aminokyseliny B26-B28 a Al-A4. Cely konec B-fetézce (ami-
nokyseliny B28-B30 je propojen s N-koncem A-fetézce (aminokyseliny A1-A3) systémem dobie
usporadanych molekul vody, ktery pomaha4 stabilizovat strukturu této ¢asti derivatu 15.

Triazolovy mistek mezi pozicemi B27 a B30 ma za diisledek vytvofeni nového f-chybu mezi
témito pozicemi. Skupina CO v pozici B27 vytvafi vodikovou vazbu (0,33 nm) s NH v pozici
B30. Takto stabilizovany B-ohyb ma smiseny charakter typu I a typu VI{I. Uhly ¢ a y pro pozice
n+] a n+3 v tomto B-ohybu jsou -56°, -43°, -149° a -163°. Stabilita ohybu je dale posilena vodi-
kovou vazbou mezi atomem kysliku C-termindlni COOH skupiny a NH skupinou v pozici B27
(Obr. 6). Tento novy typ B-ohybu v insulinu, nema rozhodujici vliv na konformaci postrannich
fetézcli aminokyselin v pozicich B24-B26 (Obr. 7). Fenylovy kruh PheB24 ma stejnou pozici
jako v lidském insulinu a ve vysoce aktivnich derivatech insulin N-methylovanych v poloze B26
(Jiradek J., Zakova L. a spoluautoii 2010, Proc. Natl. Acad. Sci. U.5.4 107, 1966). OH skupina
fenolického kruhu TyrB26 derivatu 15 je nicméné odklonéna o 0,102 nm od pozice téZ skupiny v
lidském insulinu. Dal3i vét3i zm&nou oproti lidskému insulinu je odklon Ca atomu v pozici B27
0 0,178 nm. Nejvice je ve srovndni s lidskym insulinem ovlivnéna pozice fenylového kruhu v
pozici B25 (Obr. 7), ktera se nejvice blizi pozici PheB23 ve vysoce aktivnich derivatech N-met-
hylovanych v pozici B26 (Jiradek J., Zakova L. a spoluautoti 2010, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A
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107, 1966). Zména pozice fenylu v pozici B25 je také doprovazena absenci vodikové vazby mezi
B25NH a Ai9CO, ktera ma zasadni negativni vliv na dimerizadni schopnosti insulinu
(Antolikova E., Zakova L., a spoluautofi 2011, J. Biol. Chem. 286, 36968).

NAROKY NA OCHRANU

1. Derivaty insulinu s cyklickou strukturou v C-konci B-fetézce, majici obecny vzorec I,
DOI-X (D

kde DOI je des(B23-B30)oktapeptid-insulin, tedy lidsky insulin bez C-terminalniho oktapeptidu
B23-B30, a X je modifikovany oktapeptid zvoleny ze skupiny, zahrnujici nasledujici oktapeptidy
typ 1 az 8, kde substituent R, je H &i benzyl a substituent R; je H &i (CH,):-NH,, pfipojené k
des(B23-B30)oktapeptid-insulinu amidovou vazbou mezi karboxylovou skupinou C-terminalniho
ArgB22 v molekule des(B23-B30)oktapeptid-insulinu a aminoskupinou N-terminalniho GlyB23
v molekulach oktapeptidii 1-8
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2.  Farmaceuticky prostiedek, vyznacéujici se tim,

majici obecny vzorec [ popsany v narcku 1.

5 3.

?e obsahuje derivaty insulinu

Farmaceuticky prostiedek, vyzmnadujici se tim, Ze obsahuje derivity insulinu

majici obecny vzorec | opsany v naroku 1, uréeny pro lécbu diabetu.

4. Farmaceuticky prostfedek, vyzmnadujici se tim, Ze obsahuje krom& derivath
insulinu majicich obecny vzorec I popsany v ndroku 1, také farmaceuticky pfijatelné nosice,

excipienty a diluenty.

3 vykresy

-17-
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Obr. 1
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Obr. 4
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Obr. 6
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