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Nazev pithtadky vynalezu:

Insulinovy derivat, farmaceuticky prostie-
dek pro lé¢eni diabetes a zpiisob jeho 1é-
¢eni

Anotace:

Inzulinovy derivat obecné sekvence I, v niZ
Xaa v poloze A21 znamena jakoukoliv kodova-
telnou aminokyselinu kromé Lys, Arg a Cys,
Xaa v polohach B1, B2, B3, B26, B27, B28 a
B29 znamenaji nezavisle na sob& jakoukoliv
kodovatelnou aminokyselinu vyjma Cys nebo
jsou vynechany, Xaa v poloze B30 znamena
jakoukoliv  kodovatelnou  aminokyselinu
vyjma Cys, peptid neobsahujic{ Cys nebo Arg
nebo je vynechan a bud aminoskupina na N-
konci aminokyseliny B-fetézce nebo karbo-

- xyskupina na C-konci aminokyseliny B-fetéz-

ce nese lipofilni skupinu W nebo Z s 12 aZ 40

atomy uhliku a popfipadé obsahuje skupinu,

kterd mZe byt negativné nabitd. Je popsan
také farmaceuticky prostfedek pro léceni di-
abetes, ktery obsahuje terapeuticky uéinné
mnoZstvi uvedeného inzulinového derivatu,
popiipadé ve smési s inzulinem nebo analo-

gem inzulinu, ktery ma rychly nastup
plisobeni, a zptisob lééeni diabetes u pa-
clenta.

A-Fetdzec | 7 i
Gly-na-v:ul Gl\l-Gltl- Ys cTs Thl"SBI‘IlG'Cyl"SGr-
1 2 6 8 10 11 12
s
|
8
B-fetézec

Xaa-Xaa~Xaa-Cln-His-Leu-Cya-Gly-Ser-His~Lau=Val=
1 2 3 4 5 & 7T B 9 10 11. 13

A-fetdzec (pokr.) 20
Leu-Tyr~Gln-Leu=Glu=-Aan-Tyr-Cys—Xas (sekv. id. &. 1)
13 14 15 16 17 18 19 21

——
|
s
B-Fetézec (pokr.) |
Glu-Aja-Leu=Tyr-Leu~-val-Cys~Gly-Glu~Arg-Gly-Pho-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

B-fetdzec (pokr.)
Phe=Xasa-Xaa-Xaa—-Xaa-Xaa
25 26 27 28 29 M

(sakv. id. 8. 2)
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Inzulinovy derivit, farmaceutlcky prostfedek pro léterii diabe-

tes a zpusob jeho ‘leceni

Oblast techniky

P¥edloZeny vyndlez se tykad inzulinového derivétu ,' fai‘;c_*ma'—
ceutického prost¥edku pro lé&eni diabetes a zpisobu jeho 16te~
ni, Pc}drobné_ji' - pi‘e’d'lgﬁe'nﬁ vyndlez se tykd nového lidského

inzulinevého derivatu, ktery je rozpustny a md protrahovany

profil pﬁsdbehi, ‘Zplsobu zisk&vani tohoto derivéatu, farmaceu-

Dosavadni stav tgcpnikx

Mnoho dia_befickfrch pacientl je léZeno vicekrat denn¥ pc}d'a_..

' vanymi injekcemi ‘inzulinu v takovém ‘relﬁimul, ktery zahrnuje jed-

" tického prostfedku ktery ho -obsahuje, a pouﬁlti tohoto 1nzuli— '
‘nového derlvatu pro 1é&eni -diabetes. '

nu nebo av& denni injekce p:otrahovaného inzulinu, kteirfmi- se

pokryje zdkladni poZadavek doddvani bolus injekcemi. rychle pi-
. sobiciho inzulf{nu pro pokryti poZadavki souvisejfcich s jidlem.

PfoSti‘edky s prétrah’ovanfrm inzulinem .jsou dob¥e znamy z
oblasti ltec‘:h_niky. Jeden 2 hlavnich _typﬁ prosti‘edkﬁ s protraho--

vanym'inzulinem zahrnuje injek&n& poddvané vodné suspenze Kry- .

1in, 2Zn-inzulin nebo protaminovy Zn-inzulin.

. .stald inzulinu nebo-'amorfniho inzulinu. V t&chto prostredcigh_l
~‘se jako sloueniny inzulinu typicky-pou¥ivd protaminovy inzu-

'S pouZivanim inzulinovych suspenzi souvisi n&které 'nevfrh'o— :

dy. Aby se zajistilo p¥esné ddavkovani, musi byt inzulinové &&s-

‘tice homogenn& suspendovédny mirnym t¥epanim pred tim, ne¥ se

" z ampulky odebere definovany objen suspenze nebo ne% se defino-

vany objem vytla¢i z krabidky. P¥i .skladovani suspenzi inzulinu
musi byt teplota udrzovéna v uZsich mezfch ne% u inzulinovych
injekci, abychom. se vyhnuli tvorb& kousk@i nebo koaquléci.

I kdyZ bylo dfive pFedpokladdno, Ze protaminy hejsou imu-
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-tvorb¥ protildtek {Samuel a spol.:

2

nogenni, nyni se ukdzalo, e protaminy mohou byt u &lov&ka imu-
nogennila Ze jejich pouZiti pro 1éka¥ské iudely miZe Vést k
Studies‘bn the immunogenici-
ty od protamines in humans and experlmetal anlmals of a micro-

.-complement fixation test, Clin. Exp. Immunol ;_, 252 az 260
'(1978) 1.

Byl zjisté&n také dﬁkaé-toho, %e komplex protamin-inzulin

~ "je.san imunogenni [Kurtz a spol.: Circulating IgG antibody to
-~ protamine in patients treated with protamine,—v‘insu,lins, Diabeto~
‘logica 25, 322 a¥ 324 (1983).].

U n&kterych pacientd je tedy
nutné vyhnout.se pouZiti. protrahovanych 1nzulinovych.prostfedku
obsahujicich protamlny

Jinﬁm typem‘protréhovan?ch inzulinovych prost¥edkid jsou

~roztoky, které maji pH pod fysiologickym pH, p¥i &emZ se inzu-

1in budg sraZet, protoZe pH se‘zvyéujg, kdyZ se roztok podavi
injek&n&. Nevyhodou je to, %e pevné &&stice inzulinu pisobi

jako -lokéni draZdivé ¥inidlo, které zplisobuje z&ndt tkand v -

nist& injekce.

‘SpiSHWo;91712817 (Novo Nordisk A/S) popisujé.protrahované,

- rozpustné inzulinové prost¥edky obsahujici inzulinbvé komplexy

trojmocného kobaltu. Protrahovdni t&chto komplexi je pouze

.st¥edni a blologlcké Elvotaschopnost je sniZena.

Lidéky,inzulin.mé-tfi primdrni aminové‘skupiny: N-koncovou
skupinu A-¥et&zce a B-fetdzce a €-aminovou skupinu Lys®. V ob-

‘lasti techniky jsou zndmy n&které inzulinové derivdty, které

maji substltovanu 3ednu nebo vice z té&chto skupin. Tak USA pa-

tent &. 3 528 960 (E11 Lllly) se tyka N-karboxyaroyllnzulinu

v nichZ jedna, 4dvd nebo t¥i primarni aminové skuplny molekuly
inzulinu maj{ karboxyaroylovou skupinu. Nebyly popsdny 2%adné
specificky N“*** substituované inzuliny.

Pbdle:britského,patentového spisu &. 1 492 997 (Nat. Res.
Dev. Corp.) bylo zjist&no, ¥e inzulin s karbamylovou substituci
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na N™® ni zlepSeny profil hypoglykémického wdinku.

~ Japonsky patentovy vykladaei spis &. 1-254669 (Kodama Co.,
Ltd.) popisuje inzulin, v n¥mZ je mastnd kyselina navdzéna na

~aminovou skupinu Phe™ nebo na e—aminovou'skupinu‘Lysa”'nebo na
ob& tyté'skupiny. StanOVenYm,ﬁééleh_této‘dériVatizaée je ziskat:

farmakologicky p¥ijatelny, stabilni inzulfnovy p¥ipravek.

-fInzuliny,akteré maji v poloze B30 aminokyseliny s alespoll

5 atomy ‘uhliku, kte;é_némusi-bft nutn& kédovany tripletem nuk-

- leotidili, jsou popsany v japonském pateﬁtovém.vykléda¢1m‘spish»

&. 57-067548 (Shionogi). Inzulinové analogy jsou ndrokovany ja-
Ko u¥ite¥né pFi léteni diabetes mellitus, zv1aSt& u pacienti,
kteF{ jsou resistentni na inzulin dfky vzniku protilstek na
hov&z{ nebo prase¥i inzulin.

USA patent 5 359 030 (Ekwuribe, Protein Delivery, Inc.)

popisuje konjugaci - stabilizované polypeptidové prost¥edky pro
ordlni nebo parentéerdlni podavani obsahujici polypeptid kova-

lentné'kondenzovanf's-polymefem zahrnujicfm linedrni polyalky-
lenovou &4st a 11pof11ni éést Tyto Casti jsou uspordddny na-

uvzé]em vuél sob& tak, ie polypeptid m4 zvysenou in vivo resis-

tenei na enzymatickou degrada01

Evropské patentova p¥ihldska 511600 A2 se tyka mimo ]1né,
protelnovych derivatu obechého vzorce [proteln]{Z 1, Vv némZ

{protelnjrznamené protein s n aminovymi skupinami, 2z n;chz_kaz4

. da je odvozena od aminové skupiny odstran&nim jednoho z jejich
"atom vodiku misto aminovych skupin, [2] znamend skupinu obec-

ného vzorce ~CO<W-COOH, Vv n&nZ W znamend dvojvaznou uhlovodiko-
vou skupinu s dloﬁhﬁmlrétézcem, kterd mi%e obsahovat také n&-
které hetercatomy a n Znamend prim&rny po&et amidovych vazéb
mezi {Z]=a-{proteihem].'Je u§edeno, Ye proteinové derivaty po-

.dle vyndlezu maji mimo¥ddné prodlouZeny polotas ¥ivotnosti sera

p¥i srovnani s proteiny, od nich% jsou dovozeny,'a Ze nevyka-

~zuji Z&dnou antigenilriost. Také se uvddi, ¥e inzulfin je jednim

z proteini, z nich% lze vyrobit derivaty podie vyndlezu, -ale
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vaevropské\patentové pflhlésce Sllsookne]sou popsény iadné
Hspec1f1cké'1nzulinové:der1vaty an1 ne]sou uvedeny thodné [Z]
‘nebo (a) poloha (polohy) do nlché by-mél byt [Z{] zaveden, aby

se ziskaly uﬁlteénérlnzulinové derlvéty.,;.ixwi ‘wxﬁ% A
s dmow a,*w A =y ;‘ 34* *‘!p 54’» ,L «:f‘“w 2 Yoo wﬂw&
aKdykollv je v pfedloieném splsu pouﬁlt po;em 1nzu11n v

' ;nékollkerém vyznamu nebo ve vyznamu generlckém, zahrnu]e jak.

v pfi%odéwsé vyskytujici 1nzuliny3tak analogy 1nzulinu a jeho

’ u;w

'derlvéty ‘Pojmem "derlvét 1nzulinu“ sexzde rozumi polypeptld

ktery“ma molekularni strukturu "’dobnou struktufe 11dského ln—

-zulinu véetné dlsulfldovych mustku me21 Cys"’ é Cys“" a me21

g

Cys** va Cyéh’, vnltfni*d sul

Lo R S

1f1dovy&mu§tek m921 Cys -a Cys*

--ktery mé‘lnzulinovou_aktlvltu.‘."V " 'T“W“?? o

Ex1stuje vSak ]esté potfeba protrahovanych 1n)ekéné poda—
nych 1nzu1inovych;prostfedku kteryml jsou roztoky, které obsa-
huji inzuliny, které zustévaji po podani 1njekci v roztoku a
maji mlnlmalni zan&tlivé a 1munogenni ‘vlastnosti.

L

Jednim Z pfedmétu pfedloéeného vynalezu je ziskat lidské

1nzulinové derlvaty s protrahovanym profllem uélnku které jsou .

rozpustné pfl fy51olog1ckych hodnotédch pH. .

A T TR
SRS T 2 £ ,zﬂr-
Jlnynlpfedmétennpfedloieného'vynélezu.]e ziskani farmaceu-
tlckého prestfedku obsahujiciho 1idské 1nzulinové derlvéty po-

'dle vynélezu. 'ﬂa*v;m P T TS S

N .
Y mo iy
oo : SEy

Dalsinnpfedmétem*vynélezu je ziskat zpusob vyroby lidskych
inzukfnovych derivatu podle vynhalezu.

Podstata vyndlezu C

Prekvapivé bylo zjist&no, Ze ntkteré inzulinové derivaty,
v nichZ bud‘aninovd skupina:N-koncové aminokyseliny. B-¥et&zce
m& napojeny lipofilni sﬁDSﬁituéht-3112-32ﬂ40-at0my uhl {ku nebo
v’ nichZ *skupina karboxylové kyseliny'na C-konci aminokyseliny
B-Yet&zce ma.nhapojeny 1ipofilnt rsubstituent:s. 12 a% 40.ratomy
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uvhliku, maji protrahovany profil i€inku a jsou fozpustné pfi
fysiologickych hodnotédch pH.

PfedloZeny vyndlez se tedy ve svém nejSirsim aspektu tyka
1nzu11nového derivédtu ngsleduijici obecné sekvence

s ."°— “mn§

- A-Fetdzec ‘
Gly~Ile-Val—Glu—Gln—Cys-C Thr—Ser—Ile-Cys-Ser—
1 2 3 a4 T 10 11 12
S
]
S

B-Feté&zec
Xaa—Xaa-Xaa—Gln-H1s-Leu—Cys-G1y-Ser—H1s—Leu—Val—
1 2 3 a4 5 6 7 8 9 10 11 12

A-Yet&zec (pokr.) 20
Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu—Asn—Tyr—Cys—Xaa (sekv. id. &. 1)
13 14 15 16 17 18 19 | 21
--=-5
I
S

‘B-Fet&zec (pokr.)
Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-~Gly-Phe~
13 14 15 16 17 18 ‘19 20 21} 22 23 24

B-¥et&zec (pokr.)
Phe-Xaa-Xaa-Xaa—Xaa-Xaa (sekv. id. &. 2)
25 26 27 28 29 30 '

v niz , o
. Xaa v poloze AZ1 znamend jakoukoliv kédovatelnou -aminoky-
selinu krom& Lys, Arg a Cys,

Xaa v polohdch B1, B2, B3, B26, B27, B28 a B29 znamenaji
nezavisle na sob& jakoukoliv kédovatelnou -aminokyselinu vyjma
Cys nebo jsou vynechany, ‘

' fééAb'ﬁdibée'Eﬁﬁ”zﬁaﬁéhé'jakoﬁkoiiﬁ-kédé%ételnou aminoky-
“selinu vyjma Cys, dipeptid neobsahujici Cys nebo Arg, tripeptid
‘neobsahujici Cys nebo Arg, tetrapeptid- neobsahujié¢i Cys nebo
Arg nebo je vynechan, a bud aminoskupina N-konce aminokyseliny
‘B-¥et&zce md lipofilni skupinu‘W'na'ni‘pfipojenou, p¥i &emZ ta-
to. skupina md 12 a¥ 40 atomi uhliku a pop¥ipad® obsahuje skupi-
nu, kterd muZe byt negativn& nabitd, nebo karboxyskupina na
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C-Konci aminokyseliny B-Fet¥zce md lipofiln{ skupinﬁ Z na ni

p¥ipojenou, p¥i &emZ tato skupina majlz aZ 40 atomi uhlfiku-a
pop¥{pad& obsahuje skupinu, kterd mi¥e byt negativn® nabit4,
s tim, Ze jestliZe jedna nebo vice aminokyselin v poleze B1,
.Béva B3 je deletovaﬁo, potom &islo N-koncové aminokyseliny se
spodte odpo&itanim od Cys™, ktery je v¥dy oznaden .¥islem 7, a
£ : | _

a) jestliZe B1-B2-B3 znamend Phe-Val-Asn, A21 znamend Asn
a B26-B27-B28-B29-B30-znamen4 Tyr-Thr~Pro-Lys-Thr nebo Tyr-Thr-
—Pro-Lys—Ala, potom W nebo Z vZdy obsahuje. skuplnu, kterd miZe
byt negatlvné nablta

b) jéstli2e~B29 a B30 jst“déletqvany‘a shora uvedena sku-
pina Z je pt¥itomna na C-konci'aminokyseliny‘B—fetézce a .ani B1,
ani B2 an1 B3 nent deletovéna, potom. B1-B2’ neznamena Phe-Val
nebo’ ‘B26- B27-B28 neznamend Tyr-~Thr-Pro nebo jak Bl1-B2 tak
826—827—828 znamenaji jiné neZ uvedené sekvence, a

¢) jestliZXe B29 a B30 jsou deletovdny, shora uvedend sku-

pina Z je pf¥itomna na C-konei aminokyseliny B—fetézce‘a jedna

z B1, B2 nebo B3 je delgtd&éha,'potom N-Koncova aminokysélina
. B-¥ét&zce neznamend Va1 nebo-sekvehce582673274B28'neznamena
~ Tyr-Thr-Pro nebo jak N-koncova aminokyselina B-¥et®zce tak. sek-
vence B26-B27-B28 neznamené val, respektive'TYrﬁThr~Pro,

Ve vyhodnén provedeni se pfedloZeny vynidlez t?ké inzuli-
-nového derlvétu nésledujiciho obecné sekvence:




A-Feté&zec 7
Gly-Ile—Val~G1u—G1n—Cys-C s—Thr—Ser-Ile*Cys—Ser-
1 2 3 4 ¥ 10 11 12
S
1
S

. B-f¥eté&zec
Xaa=Xaa- Xaa-Gln-Hls-Leu—Cys~Gly—Ser—H1s—Leu—Val—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 .10 11 12

A-Fetdzec {(pokr.) ' 20 ‘ . _
Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Xaa {sekv. id. &. 1)
13 14 15 16 17 18 1% | 21
—-——=8 :
I
S

: B- fetézec {pokr.)
Glu-Ala-Leu—Tyr-Leu-Val—Cys-Gly-Glu—Arg—Gly-Phe~

13 14 15 16 17 18 -19 ‘20 21 22 23 24
B-Fet¥zec (pokr.) S o -
Phe-Xaa-Xaa—Xaa-Xaa-Xaa (sekv. id. &. 2)
25 26 27 28 29 30 . ‘ P

v ni% _
Xaa v poloze A21 znamend jakoukoiiv kédovatelnou aminoky-

selinu krom& Lys, Arg a Cys, .
"-Xaa v pélbhéch"Bl,.B2,~B3, B26, 927,-B28,,B29-a‘330 zname-—
naji nezdvisle na sob& jakoukoliﬁ;kédeatelnqu aminokyseliru
-vyjma Cys nebo je vynechdna a bua;amindskupinaﬁNPROHCOVé amino-
kyseliny B-fet¥zce md lipofilni skupinu W na ni p¥ipojenou, p¥i
‘Cem¥ tato skupina mad 12 a¥ 40 atomd uh}iku a popfipédé?obsahuje
skupinu, kterd miZe byt negativn& nabita, nebo karboxyskupina

na C-konci aminokyselihy B-Fet&zce.m& lipofilni skupinu Z na .

ni p¥ipojenou, p¥i éemz tato skiupina ma 12 a% 40 atomu uhliku
a popfipadé obsahuje skupinu, kterda muZe byt negatlvné nabité

ey s . e o e e e e+ o e

s tin, Ze ]estllée jedna nebo vice aminokyselin v poloze B1,

B2 a B3 je dgletovéno,-potom éislo‘N-konqové aminokyseliny se
zjisti odpo¥itanim od Cys®, ktery je v¥dy oznalen &islem 7 a
Ze

‘a) jestliZe B1-B2-B3 znamend Phe-Val-Asn, A2l znamend Asn
a B26-B27-B28-B29-B30 zhamenéd Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr nebo Tyr-Thr-
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-Pro-Lys-ala, potom W nebo Z vidy obsahuje skuplnu ktera miZe
byt negatlvné nabita,

b) jestliZe B29 a B30 jsou deletovdny a skupina shora uve-
dend Z je p¥itomna na C—kdhci-aﬁindkySeliﬁy B-fet¥zce a ani B1,
ani B2 ani B3, neni d91et0v5na potom B1-B2 neznamené Phe—Val
nebo B26-Bz7 B28- neznamena Tyr-Thr~Pro nebo- jak B1-B2 tak
B26-B27-B28 znamenaji jiné neZ uvedené sekvence, a

c) jestliée.BQQ a B30 jsou deletOVény,'Shora-uﬁedené'sku—
"pina Z je p¥itomna na C-konci aminokyseliny B-¥et¥zce a jedna
z Bl, B2 nebo B3 je deletovéna, ‘potom N-koncové amlnokysellna
-B-Fetdzce neznamené Val nébo sekvence B26- B27—B28 neznamend Tyr-
~Thr-Pro. nebo gak‘N,koncové;amlnokysellna B- fetézce:tak-sekven-
ce B26-B27-B28 neznamend Val, respektive Tyr-Thr-Pro.

JestliZe je lipofilni'skupina W pfipojena_na a-aminovou
skupinu N-koncové aminové skupiny B-Fet&zce, potom vazba mezi

a-aminovou skupinou a W s vyhodou znamend amidovou vazbu, v ni%

N-koncovd aminovd skupina B-Fet&zce znamend aminovou &ist a
skupina obsaZend ve W Znamené karboxylovou sast.

. JestliZe je lipofilni‘skupina.z‘napojena na karboxylovou
skupinu'C—kqnc0vé-aminokyseliny B-fet¥zce, potom vazba -mezi
karboxylovou skupinou a %Z-s vyhodou znamend amidovou vazbu, pri
‘éemﬁ.CrkoncOvaikarboxylovamskupina'Znamena.karbbxyloéou-Skupinu
a:aminova skupina obga%end v 7 znamend aminovou Zést.

V jiném VYhodném'provedeni se vynédlez tykd shora popsaného
inzulinového derivéatu, v n&m% lipofilni skupina W je pflpO]ena

¢t e A ey e bty e s —— . ——— .

na -a~aminovou skuplnu N-koncové amlnokysellny B-fet&zce.
V jiném vyhodném provedeni se vyndlez tykd shora popsaného
inzulinového derivétu, v n&m¥ lipofilni skupina 2 je pF¥ipojena

na karboxylovou skupinu C-Koncové aminokyseliny B-¥et&zce.

V jiném vyhodném provedeni se vyndlez tyka inzulinového
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.A.ﬁ...‘,-ﬁup,(

E".k .
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derlvétu,;vmnémz amlnokysellna v poloze&A21 je vybréna: ze«sku~:'-

T RS

p1ny sestéva]ici 2y Ala,gAsn, Gln,;Glu,pGly a.Ser. » w- ot
$ g"“ % 'f-«t WFr Jb' ‘ e . - . . . .
v Jiném:. vyhodném provedeni se- vynalez tyké 1nzulinového

"%w*@*x*“ 1 nbm h%m ¥ meloen 5 ¥ rt?a ki, ‘;‘” PR AR -

¥

BRI £ ijlném%vyhodném provedeni se vynélez tyka 1nzulinového,

dérivatu, v némﬁ amlnokysellna v poloze Bl ]e vynechana.

v jlném vyhodnémaprovedeni se vynalez tyké 1nzulinového

PR

' derlvatu, v,némz amlnokysellnaav poloze B2 je. vybréna ze sku—
- tpiny- sestavajici'z Ala a Val

V -jiném -vyhodném ; provedenigse vynélez tyké 1nzu1inového'

‘derivétu, v ném amlnokysellnanv poloze B3, je vybréna ze sku—
piny sestavajici z Asn, Gin, Glu a Thr. '

V' Jiném vyhoﬂném,provedehi se vynilez tYké.inquinQVého
derivatu, v n&mZ aminokyselina v poloze B26 znamend Tyr.

‘ derlvétu wv;némZKamlnokysel1naav poloze*Bl znamené Phe.»mvt““',‘“

'V jiném vyhodném provedeni se vynalez tykd inzulinového .

derivatu, v némZ amindeSeIiha.vﬁpolbze;527*gnamena;Thrv*;-

| T e ptore G900 oL s SRR P e

-V Jiném. vyhodném,provedeni se- vynélez tyké 1nzulinového
derlvatu, v némZ amlnokysellna v-poloze B28 znamend Pro.

' I e T o~ o

'V jiném- vyhodném provedend se. vynalez tyké 1nzulinového
.derlvétu,.v ndm¥ amlnokyselyna v poloze B29 znamend Lys mnebo
Thr.

C g
V jiném vyhodném provedeni. se vyndlez tvykd inzulinového

- derivédtu, v n&mZ aminokyselina v poloze B28 .znamend Lys a ami-
-nokyselina v poloze B29 znameénd Pro.

.V "jiném vyhodném -provedeni, se .vynalez tykd inzulinového
derivdtu, v, n&m¥:.aminokyselina v poloze B30 znamena Thr nebo
e-acylovany Lys. '
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V jiném vyhodném provedeni se vynadlez tykd inzulinového
derivétu, v n&mZ Xaa v poloze 30 v sekv. id. &. 2 znamend di-
peptid Thr-Lys. ' ‘

Vv jiném vyhodném provedeni se vyndlez tykd inzulinového

derivatu, v némZ Xaa v poloze 30 v sekv. id. &. 2 znamend di-
peptld Gly—Lys.

V jiném vyhodném provedeni se vyndlez tykd inzulinového
dErivatu,‘v'némz Xaa v poloze-.30 v sekv. id. &. 2 znamend tri-
peptid Glu-Ser-Lys. ' ' |

‘ Y 31ném vyhodném provedeni se vynélez tYRa 1nzulinového
derlvétu, v ném¥ Xaa v poloze 30 v sekv. id. &. 2 znamena tri-
peptid Thr-Gly-Lys: '

V jinénm vyhodném provedeni se vyndlez tyka inzulinového
derivétu, v n¥mZ Xaa v poloze 30 v sekv. id. &. 2 znaieni te-

trapeptid Thr-Gly-Gly-Lys.

V jinénm vyhodném proveden{ se vyndlez tykad inzulinového

‘derivétu, v n¥m% Xaa v poloze 30 v 'sekv. id. &..2 znamend te-

trapeptid Thr-Glu—Gly—Lys.

V- jiném vyhodném provedeni se vynélez tyké 1nzulinového
derivétu, v némz Xaa v poloze 30 v sekv. id. &. 2 Znamena te-

trapeptld Gly-—ASp-—Thr—Lys. e e R s e .

v jlném vyhodném provedeni se vynélez tyka 1nzulinového,

— ‘_‘________.._,__..,,

".derlvétu v nénZ ¢-koncova - -aminokyselina B-¥et¥zce znamena e-a-

cylovany Lyse:amlnokysellna;vedle‘C—koncovézamlnokysellny.zna-

" mena Gly.

V'jiném vyhodném provedeni se vyhélez~tYké‘inzulinového

zderivétut v n&mZ puvodni inzulin znamend des(B30)-inzulin.
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V jiném vyhodném provedeni se vynilez tykd inzulinového .

derivatu, v n&m¥ puvodni inzulin znamend des(B30)-1idsky inzu-

.1in.

'V jiném ‘vyhodném provedeni se vyndlez tykd inzulinového

derivdtu, v n&nZ puvodni inzulfn znamené:deS(BZB—BBOjéinzulfn.

V jiném vyhodném -provedeni se vyndlez. tykd inzulinového
derivatu, v n&m¥ pﬁvodni=iﬁzulin znamend des(B27-B30)-inzulin.

| V. jiném vyhodném provedeni sSe vyndlez tyka inzulinového
deriqétu,rvanémé.pﬁVGdni.inﬁuiin znamena deé(st-Bab)éinZulin..

V jiném vyhodném provedeni se vyrdlez tyka inzulinového
_derivétu, v n&m¥ aminokyselina v poloze B28. znamend Pro a ami-
.‘nokysélina v-polbzelBZQ znamena‘Thr.

V jiném vyhodném provedeni se vyndlez tykd inzalinového

derivdtu, v némZ je shora uvedend skupina W p¥ipojena na N-kon~-

covou a-aminoskupinu B—fetézée,_pfi éemi W5znaméné skupinu o-
‘becného vizorce CH,(CH,),CH(COOH)NH~CO{CH,),CO~, kde n znamena
¢islo od 9 do 15.

V jiném vyhodném provedeni se vyndlez tykd inzulinového
deriﬁétu, v n&nZ je éhoré.uvedené.SkupinaIW-pfipojena na N-kon-
.covouvqwaminoskuﬁinu B-fet&zce, p¥i Cem¥ W znamend skupinu o-
‘becného vzorce . CH,{CH,),CO-NHCH(COOH) (CH,),CO-, kde r znamend
&islo od 9 do 15. |

V-jihém Vyhodném provedeni sé vyndlez tyka inzulinového
derivatu, v n&mZ je shora uvedena skupina W p¥ipojena na N~kon-
covou a-aminoskupinu B-¥et¥zce, p¥i CemZ W znamend skupinu o-
bechého vzorce CH,(CH,),CO-NHCH((CH,);COOH)CO-, kde s znamena
#islo od 9 do 15.

V jiném vyhodném pfovedeni se vynalez tykd inzulinového
derivdtu, v n&mZ je shora uvedend skupina Z p¥ipojena na C-kon-
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covou aminokyselinu B-fet&zce, p¥i &em? Z znamend skupinu o-

. becného vzorce -NHCH(COOH)(CH,) ,NH-CO(CH,).CH,, kde m znamend

&islo dd's do 18, tj. Z znamend N’-~acylovany lysinovy zbytek.

V- jiném vyhodném proveédeni Sg vyndlez tyka inzulinového
derivdtu, v n&n¥ je shora uvedend skupina Z_pfippjehé naZkadn"
covou aminostelinu‘B-fetézce,.pfi'éemﬁ Z‘znamené»ékupinu o-
becného vzorce ~NHCH(COOH) (CH,),NH-COCH( (CH,):COOH)NH=CO(CH,),CH,,
kde p znamend &islo od 10 do 16.

v jiném'thddném.provédehinse:vynélez tykad inzulinového
derivdtu, v némZ je shora uvedend ékupina)z.pfipojéna,na C-kon~
covou aminokyselinu Bertéice,'pfiléeﬁﬁ'Z znamend skupinu obec-
ného vzorce -NHCH(COOH){CH,) .NH-CO(CH,);CH(COOH)NH-CO(CH,),CH,,

kde g znamend &islo od 10 do 16.

V jiném vyhodném provedeni se vyndlez ffké inzulinového
de:ivétu, ktery ma Shora.uVedenéu skupinu .z, kterd obsahuje &4-

:ste&n& nebo Gplnd ~hydrogehoyany’v cyklopentanfenantrenovy skelet.

V Jjiném vyhodném provedeni se vynédlez fyké inzulinového

derivatu, ktery md shora uvedéenou skupinu 2, kterd zrnamend acy~

lovanou aminokyselinu, zv14st& acylovany lysin.

V jiném vihodném provedeni $e vyndlez tykd Thr®® 1idskeého
inzulinu, ktery ma shora uvedenou skupinu Z p¥ipojenu na C-kon~

covou aminokyselinu B-fet&zce.

V jiném vyhodném provedeni se vyndlez tyké dés{328 -B30)
lidského inzulinu, ktery ma shora uvedenou skuplnu Z p¥ipojenu
na CG-koncovou amlnokysellnu B-fetézce

V'jiném vyhoedném proVedeni se vyndlez ‘tykd des(B27-B30)
lldského inzulinu, ktery md shora uvedenou skuplnu Z p¥ipojenu

na C-koncovou amlnokysellnu B-¥eté&zce.

V' jiném vyhodném provedeni se vyndlez tykd des(B26-B30)




. mno#stvi inzulinového derivdtu podle vyndlezu ve sm¥si s inzu-
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lidského inzulinu, ktery mé shora uﬁedenou sku?inu Z p¥ipojenu

"'na C»koncovdu amindkyselinu B-Fet&zce.

V jiném vyhodnénm provedeni se vyndlez tykd po_\'iﬁiti inzuli-
nového derivdtu podle vyhdlezu pro vyrobu léEivého p¥ipravku

pro léZeni diabetes.

V.jiném vyhodném provedeni se vyndlez tykd farmaceutického

- ptipravku pro léSenf diabetes pacientdl, Kte¥i toto 1é&éni po--

‘ tfebuj:[ pEL CemZ tento- pfipravek obsahuje terapeuticky uémné : =
inoZstvi 1nzu1inového derivatu podle vyndlezu spoledné s farma—-. -
-ceutlcky pfl]atelnym-n051§em.

V jiném vyhodném provedeni se vyndlez tykd farmaceutického
pEipravku pro léZeni diabetes. u pacienti, kte¥1 toto léEeni po-
t¥ebuji, pfi Zem? tento p¥ipravek obsahuje terapeuticky u&inné

linem hebo~analogem'inzulinu,-kﬁery‘mé rych;y-néétup,pﬁSObeni,
spoledng s farmaceuticky p¥ijatelnym nosiZem..

V jiném vyhodném provedeni se vyndlez tyki. farmaceutického
pEipravku, ktery obsahuje inzulfnovy derivét podle vynélezu,
ktery je rozpustny p¥i fysiologickych hodnotach pH.

\Y jinémlvyhodném provedeni se vyndlez tykd farmaceutického
pfipravku, ktery obsahuje inzulinovy derivat podle vynalezu,
ktery je rozpustny.p¥i pH v rozmezi od 6,5 do 8,5.

V jiném vyhodném. provedeni se vyndlez tyka protrahovaného
- farnaceutického pFipravku obsahujiciho inzulinovy derivét podle
vynélezu.

V jiném vyhodném provedeni se vyhdlez tyka farmaceutického
p¥ipravku, kterym je rbztok'obsahujiﬁirod lQO‘nmoiﬁ[ml do 1200
‘nmoli/ml, s vyhodou 600 nmolli/ml inzulinového derivéatu podle
vyndlezu. ‘




14
V. 3jinén vyhodném provedeni. se vyndlez tykd zpﬁsobﬁ‘lééeni
..diabetes u pacienta, ktery toto iééeni pot#ebuje, vyznadujici
'se tim, %e se pacientovi poddvi terapeuticky Ginné mnoZstvi
inzulinového derivitu podle tohoto vynaleéu spoletn& s farma-
ceuticky pfijatelnym-nosi&em. ' |

V jiném vyhodném provedeni se Vynalezwt?ké zpﬁSObu'léééﬁi
diabetes u pacienta, ktery toto lé¥enf pot¥ebuje, vyznadujici
se tim, Ze se pacientovi poddvA terapeuticky u¥inné mnoZstvi

 inzulinového derivétu. podle. tohoto vyhaiezu ve smési s inZuli—

nem nebo analogemn inzulinu, ktery ma rychly néstup pusobeni,
‘spoleéné s farmakologlcky pfl]atelnym nosiden.

Pfiklady vyhodnych 1nzulinovych derlvétu podle pfedloﬁe-
' ného vyndlezu jsou ndsledujfes;

(N““°—tetradekanoyl)Thrx“ Lys™°-1idsky inzulih,
(N“”‘~tetradekanoy1)Lys““des(B29 B30)~11dsky inzulin,

(N7 tetradekanoyl)Lys“”des(BZS—BBO) lldsky inzulin,
(N““—tetradekanoyl1Lys”“des(B27:B30)—1;dsky 1nzulin,
(N*-tetradekanoyl)Glu™,Sex™,Lys™*-1idsky inzulin a

_ (N®*®-acetyl ,N“**-tetradekanoyl )Glu™°, Ser™*, Lys™>-1idsky tinzulin,

‘P¥edloZeny vyndlez je ddle 11ustrovén odkazem na p¥ipojené
obrdzky, kde:

. obrdzek 1 ukazuje konstrukei plésmidﬁ pK’V.‘15'3:, pKV159,
pIB173, pJBl74 a pJB175 a

-obrédzek 2a, ktery pokrafuje jako obrazek 2b, ukazuje sek-
venci pMT742, poloha 907 a% 1500, a oligonukleotidy &. 94, &.

593, . 2371 a &. 3075 pouZité pro pCR1A, pCR1B a PCRIC z p¥i-

kladu 1. Sekvence o 138 aminokyselindch odpovidajici MF alfa
prepro-leaderu (aminokyseliny &. 1 aZ 85) a inzulinovy-prekur—
sor, ktery m& aminokyselinovou. sekvenci B(1-29)AlaAlaLys.
.A(1%21), kde A(1-21) .znamend A ¥eét¥zec lidského inzulinu a
B(1-29) 12namené, B-tfetézec 1lidského inzulinu, v n&nZ chybi
Thr(B30), je uvedena pod koédujfci sekvenci (aminokyseliny &.
86 a% 138). |
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V dal$i %asti spisu bude vyndlez popsdn podrobn&ji.

T¥ipismenkové kédy a jednopismenkové kédy pro - zbytky
aminokyselin, jak jsou zde pou¥ivany, jsou uvedeny v J. Biol.
Chem. 243, 3558 (1968).

‘V‘DNAisékvéncich A zhamend adepin, C znamena cytosin, ¢

~znamend guariin a T znamend thymin.

Ve spisﬁ jsou;pou21vény,naslédujic;_Zkratky:

_ﬂDHSO.pro dimethylSulfoxid;

DMF ‘pro dimethylformamid,

Boc pro terc.butoxykarbonyl,

NMP pro l-methyl-2-pyrrolidon,

TFA pro trifluoroctovou kyselinu,

X-0Su pro N-hydrbxySukginimidovy~éster,

X pro acylovou skupihu a

'RP-HPLC .pro vysokou&innou kapalinovou chromatografii na

obréicenych fézich. |

. Inzulinové derivéaty podle p¥edloZeného vyndlezu se mohou
“pEipravovat ﬁimo jiné nasledujicimi zplisoby.

1. Inzulfnové dérivdaty, vyznalujici se tim, %e maji v poloze

- B30 aminokyselinovy zbytek, ktery miZe byt kédovan genetic-

kym Kédem, nap¥. threonin (lidsky inzulin) nebo alanin (ve-
provy ‘inzulin)

1.1 Inzuliny modifikované p¥ipojenim. lipofilnf skupiny W na
N-koncovou amindvou”skupinu,‘vychézejici z lidského inzu-
1inu |

Lidsky inzulin se nechd zreagovat s Boc-reak&nim &inidlem
(nap¥. di-terc.butyldikarbonéten). Vytvbfi se (Al,B29)-diBoc-
~lidsky inzulin, tj. 1idsky inzulin, v nZm¥% N-konec A-Fet&zce
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a e—aminoékUpina'Lys“” jsou chrén&ny Boc-skupinou. Po p¥ipadném
vy&¢ist&ni, nap¥. HPLC, se do a—aminoﬁé.skupiny Phe™ zavede acy-
lova skupina tak, %e se produkt. necha zreagovat s Néhydrbxysuk-
01n1m1dovym esterem obecného vzorce W-0Su, v n&émZ W znamené a-
‘cylovou skuplnu 3ak shora uvedeno, ktera mé& byt zavedena na N-
~koncovou a—amlnovou skupinu B-¥etdzce. V konelnén Stupnl se
. pro “odstransni Boc—skupln pouzlje TFA. Isoluje se produkt -
N*®-W 1idsky inzulin.

2. Inzulinové derivaty bez amlnokysellnového zbytku v poloze
" B30, tj. des(B30) inzuliny

2.1 V?choZim-maferiélem je 1idsky nebo vepfovy inzulin

. Reakci s karboxypeptidasou A v amoniakovém pufru jak 1id-
sky tak vep¥ovy inzulin poskytly des(B30)-inzulin. Po pfipadﬁém
vyti&t&ni se des(B30)-inzulin ngché_Zreégovaﬁ‘s Eoc—feakénim
Cinidlem (napf. di-terc.butyl-dikarbondtem). Vznikne (A1,B29)-
—diBoc—des(B3b)+iﬁzu1in{ Po pripadném vy&ist&ni, nap¥. HPLC,
.se do e—aminové skupiny aminokfséliny v poloze Bl zavede acylo-
vd skupina tak,.ZeISe‘produkt nechd zreagovat s N-hydroxysuk-
cinimidovym esterem obecného vzorce W-OSu, v n¥m%¥ W znamend
acylovou skupinu, kterd md byt zavedena. V konedném stupni se
pro- odstrandni Boc-skupin pouﬁlje TFA. Isoluje se produkt -
(Nd“-W)des(BBO) -inzulin.

2.2. Vychozim materidlem je prekursor lidského inzulinu s
Jednim Fetdzcem

Jako chhOzi.mateital se muZe pouZit prekursor lidského
inzulinu s jednim ¥et&zcem, ktery je rozii¥en v poloze Bl p¥i-
- ddnim Bxt, které je-napojénoiBi argininovym zbytkem a ktery md
mﬁstek od C*kancovéhollySinﬁ v poloze-st,'sz, st-hebo‘BSO
na Al. Timto mistkem je 's vyhodou peptid ‘obecného vzorce
Y,-Arg, v n&m¥ Y znamena kodovatelnou aminokyselinu krom& cys-
‘teinu, lysinu a argininu, a n znamena &islo nula nebo &islo me-

zi 1'a 35, Jestli¥e n>1, ¥ mohOu’znamenat ruzné aminokyseliny.
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' Vyhodnymi p¥iklady mistku od Lys v poloze B26, B27, B28 rebo

'B30.na Al jsou: AlaAlaArg, SerArg, SerAspAspAlaArg a Arg (ev-
ropsky patent &. 163 529). Reakce tohoto prekursoru obecného
vZorce‘ExtéArg-B(lég)rY;-Arg#A(1+21), v n&mZ Q znamen& 26, 27,
- 28 nebo 30, s lysylendopeptidasou, nap¥. Achromobacter lyticus
protéasou, poskytuje Ext-Arg-B(1-Q) Y;*Arg—ACIEzlj-inzulin.'A~
Léylaqe tohdto'meziproduktu'Néhydroxysukcinimidov?m,estefem o-
‘becného vzorce X-0Su, v n&m¥ X zhamend acylovou skupinu, zavadi
- acylovou skupinu X do €-aminové .skupiny Lys™ a do N-koncové
aminoskupiny A-Fet&zce a B-Fetdzce za vzniku ‘(N“""’f-*-X) X-Ext-
-Arg-B(1-Q) X—-Y,,-A'rg‘—A'(1-‘-2l)+inzﬁlinu, Tehtq-_‘:g‘ezi}prodtikt reakci

‘s trypsinem ve sm&si vody a vhodriého organického rozpoust&dla,

napi‘-. DMF, D_MSD nebo niZsiho alkoholu, poskytuje Zadany deri-
‘vat, 2Z-lidsky inzulin, v n&mZ Z znamend Lys™-X.

V dalsi &4sti popisu .js.o_u popsény farmaceutické p¥ipravky. - '

Farmaceutické p¥ipravky obsahujici derivat lidského inzu-

1inu podle p¥edlo%éného vyndlezu se mohou pacientim, kte¥i to

potiebuji, podavat parenterdin&. Parenterdlnd ‘poddvéni se miZe
_provadst subkuténni, .j.r;'tramuskuiérni- nebo intravenézni injekef
injek&ni st¥fka¥kou, popFipad® injek&nim perem. Parenterdlni

 podavéani se Iﬁﬁ_Ze provad&t také infuzni pumpou. Dalsf volbou je.

prost¥edek, kterym miZe byt prasek nebo kapalina pro poddvéni
derivatu lidského inzulinu jako naz4lni sprej.

Farmaceutické prost¥edky obsahujici slou¥eninu podle p¥ed-

loZeného vyndlezu se mochou p¥ipravovat konvendnimi Zpﬁsoby,-,

nap¥. jak je popssno v Remingtoh’ s Pharmaceutical Sciences,
1985.

Injektovatelné lidské inzulinové prostfedky podle vyndlezu
- se mohou p¥ipravovat kenvendnimi zplisoby farmaceutického primy-=
slu, které zahrnuji rozpuit®ni a smichani sloZek tak, aby se
ziskal Z4dany produkt. |

. Podle jednoho postupu se l‘idsky-‘inz.u.linovf' derivédt rozpus-
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t1 v takovém mno%stvi vody, které je ponskud mensdi ne¥ kone&ny

objem prost¥edku, ktery se pFipravuje. Podle pot¥eby se p¥idd
isotonické &inidlo, ochranné &inidlo a pufr a pH roétbku_seju~
-pravi, jestliZe je to nutné,'kyselinou, nap¥. kyselinou chloro-
vodikovou, nebo;pézi,.napf, vodn?mﬁhydrokidém sodnym, podle po-
: tfeby;»A'naROneSEse'objem,roétpku_upraVivvodpu tak, aby se éi#

' skala %4dand koncentrace sloZek.

P¥iklady isotonickych &inidel.jsou chlorid sedny,.manitol
- a glycerol.

-Pfiklady-oéhrannYGhtéinidelujsourfenbl,?m—kfeéoll mefhyl—
ester p-hydroxybenzoové kyseliny a benzylalkohol.

sodny.

Vyhodnymi farmaceutickymi prostfedky p¥isluénych inzulind
podle p¥edloZeného vyndlezu jsou roztoky hexamernich komplexi.
Hexamerni komplexy jsou(typickyﬁstabilizovény dvéma hebo'vice
ionty.zinku a t¥emi nebe vice molekulami fenolické sloudeniny,
jako je fenol nebo m-kresol nebo,jejich sm¥si na hexamer.

Ve zvl&stnim provedeni se ziskavéd prostiedek, ktery obsa-
huje dva razné inzuliny, jeden sfprOtrahovanynlprofilém;pﬁSObe—
ni a jeden .s rychlym néstupem‘pﬁSODEDi, ve-formé‘rozpustnych
hexamernich komplext. Hexamerni komplexy jsou.typicky stabili-
zovény’dvéma nebofvice iontu zinku a t¥emi nebo vice molekulami
fenolické slou¥eniny, jako je fenol nebo meta-kresol nebo je-
ﬁich smési, na hexamer. Tyto komplexy jsou sm&si hexamerh p¥i-
slhisdngch inzulini a sm&snych ﬁeXamerﬁ, v nichZ je pom&r mezi
- dvéma rﬁzn?mi inzuliny od 1:5 do 5:1. '

Prost¥edek pro nazalni poddvani inzulinového derivédtu po-
dle predloZeného vyndlezu se miZe pFipravovat nap¥iklad tak,
jak je to popsdno v evriopském patentu &. 272 097 (Novo Nordisk
A/S).

P¥iklady vhodnych pufrd jsou octan sodny a fosforetnan
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-Inzulinové prostfedky podle tohoto vyndlezu se mohou pou-

: Eivatﬁpro 1lé&eni diabetes. Optihalni davka pro pacienta bude
. zdviset na ruznych faktorech, mezi n&% pat¥{ v&innost specific-

kého pou¥ivaného  lidského inéulinoVého derivétu,'vék, t&lesn4
hmotnost, fyzick4 aktivita, dieta pacienta, na moZné kombinaci

.6 jinymi 1é&ivymi latkami a na intenzit& diabetés. Doporuuje
-se, aby denni ddvka lidského inzulinového derivatu podle tohoto

vyndlezu byla stanovena pro ka¥dého jednotlivého pacienta od-
bornikem z oblasti techniky podobnym zplsobem jake je to u
znamych inzulinovych prost¥edku.

JestliZe je to vhodné, derivaty lidského inzulinu podle
tohoto vyndlezu se.mohOu-pquzivat‘ve smési s jinymi typy inzu-
1inl, napfiklad lidskym inzulihem, vep¥ovym inzulinem nebo ana-
logy inzulinu s rychlejsim néstupem-pﬁsbbeni. ?fiklady'téchto

_analogll .inzulinu.jsou popsdny nap¥. V evropskych patentovych
prihlaskdch &. 214 826 (Novo Nordisk A/S), 375 437 (Novo Nor-
‘disk A/S) a 383 472 (Eli Lilly & Co.).

P¥edloZeny vyndlez je ddle ilustrovan nésledujicimi pii-
klady, které vsak nejsou zkonstruovany jako omezeni rozsahu o-
chrany. Vlastnosti ?opséné v pfedchézejicim.popisu a v nasle-
dujicich p¥ikladech mohou, jak odd&len& tak v jakékoliv kombi-

:naci, byt materidlem pro uskute&néni vynalezu v jeho ruznych

formich.
Plasmidy a DNA materidl

Vséchny,expresni'plasmidy jsou typu cPOT. Takové plasmidu
jsou pdpsénf'v evropské. patentové p¥ihldsce ¢, 171 142 a vyzna-
Zujl se tim, ¥e obsahuji Schizosaccharomyces pombe triosofos-
f4tisomerasovy gen (POT).pro‘selekci'a-stabilizaci plasmidu.

- Plasmid ‘obsahujici. POT-gen je dostupny z uloZensho E. coli kme-

ne (ATCC 39 685). Plasmidy ddle obsahuji S. carevisiae trioso-
fosfatisomerasovy promotor a termindtor (P, @ Tmy). Jsou i-
dentické s pMT742 [Egel-Mitani M. a spol.: Gene 73, 113 a¥ 120
(1988).] (viz obr. 1) aZ na oblast definovanou EcoRI-Xbal res-
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trikénimi misty zahrnujicimi oblast kodujfci MF alfa prepro-
~leader/produkt. ECORI/Xbal fragment plasmidu. pMT742 samotny
koduje MF_alfa preprofiéader<sekvencivSaéchéromyces cerevisiae
'nésledoVanou~inzu1inovym prekursorem MI3, ktery ma mistek Ala-
~Ala-Lys spojujici B29 a Al (tj. B(1- 29)-A1a—A1a-Lys—A(1 21))
' (V1z obr. 2).

‘Syntetické ‘DNA. fragmenty byly syntetizovdny na automatic-
~ kém s&ﬁtepizétoru‘BNA (Applied Bioesystens ﬁodel 3802) pomoci
fosforamiditOVé-chémie a komer&n¥ dostupnych reak¥nich &inidel.
{Beaucage S.L. ‘a Caruthers M.H.: Tetrahedron Letters ;g, 1859
a¥ 1869 (1981) 1

VSechny :dal${ zpisoby a materidly pouZivaji Obvykly stav
.zﬁaloéti z oblasti teéhniky‘[viz nap¥. Sambrook J., Fiitsch E.
F. a Maniatis T.: Méleéular‘C1onihg:‘A Laboratory Manual", Cold
Spring‘Harbonr‘Labqraﬁory Pfess, New York, 1989.).1.

Analytické zpisoby
Molekuldrni hmotnosti vyrobenych 1nzulinovych prekursoru'

-spektrometrii s desorpci plasmou (PDMS) pouZitim p¥istroje Bio-
~Ion 20 (Bio;Ion Nordic-AB,'Uppsala, évédsko)‘nebo.hmotnbstni
spektrometrii{ & ionizac{ eiektrdsprejém (ESMS) pouZitim p¥i-
étroje API III Biomolecular Mass Analyzer (Perkin Elmer Sciex
Instruments,-Thorhhill, Kanada).

Lipofilnost inzulinovych deriv&tﬁ'vzhledem.k-Iidskému'in—
zulfinu, k’.,,, byla m&Fena na HPLC kolond LiChrosorb““ RP 18 (5
pm, 250 x 4 mm)-iSORratickog eluct pfi‘40 °C pouZitim sm&si A:
0,14 pufr fosforefnanu sodného, pH 7,3, obsahujici 10 3
{hmotn.) acetonitrilu a B: 50 % (hmotn.) acetonitrilu ve vods.
Eluce byla sledovédna absorpci eludtu p¥i 214 nm. Mrtvy &as t,
. byl zjist&n injektovanim 0,1mM dusi¥nanu sodného. Reten&ni doba
1idského inzulinu tpu.. byla upravena m&n&nim pomdru roztokd A
a B tak, aby &inila alespoii 2t,. Hodnota k7,, je definovana
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jako' PONEY  (tawrivsen—ts) /(Eomman—to) »

Jako nira protrahovéhi.(zpomalehé-uvolﬁovéni) élouéeniny

podle vyndlezu byla studovdna rychlost mizeni u prasat a byla

stanovena hodnota Tm“. Teos je;dOba, za kterou vymlzi 50 %
. hmotn. Al4 Tyr(‘”l)-znaéeného analogu z mista injekce, méfeno
vnéjsim yfpoéitaéem_(Rlbel,U. a spol.: "The Pig as a Medel for
-Subc_utane‘ous Absorpt‘_'i-on in-Man", V.M.Serrano-Rios a -_P.:J .}Lef-ebl;‘e

‘(red.)tVDiabetes‘1985;‘Prddeédingsloffthe'lzth'CQngteSs of the

International Diabetes Federation", Madrid, épahélsko, 1985
~ (Excérpta Medica, Amsterodam, 891 a% 896 f1986)<).)

pEiklad 1

Syntéza Glu—Glu-AlahGlu+Ala-GluéAlaéGlufPfo—Lys~A1a;Thr—Arg;
- =B(1-29)-Ser-Asp-Asp-Ala-Arg-A(1-21) inzulinového prekursoru

z ‘kvasinkového kmene yKV153 pouZitim S.cerevisiae MF alfa

prepro-leaderu -
Byly syntetizovédny ndsledujici ocligonukleotidy:
&.593 5’ -CCAAGTACAAAGCTTCAACCAAGTGGGAACCGCACAAGTGTTGGTTAA
' CGAATCTTGTAGCCTTTGGTTCAGCTTCAGCTTCAGCTTCTTCTCTTTTAT
CCAAAGAAACACC-3'

&. 94 5/-TAAATCTATAACTACAAAAAACACATA-3/

5.3075‘5’—TTGGTTGAAGCTTTGTACTTGGTTTGCGGTGAAAGAGGTTTCTTCTAC
ACTCCTAAGTCTGACCATGCTAGAGGTATTG-37 a

&.2371 5/ ~TTAATCTTAGTTTCTAGAGCCTGCGGG-37 .

- Byly provedeny néSLedujic; dvé polymerasové Fet&zové re-
akce (PCR) pomoci sestavy Gene Amp PCR reagent kit (Perkin El-
mer, 761 Main Avewalk, Kt. USA)-podle pokynu vyrobce (viz obr.
2).
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PCR1A: .
6;2u1~pMT742 plasmidového templatu
4,0 pl oligonukleotidu -&. 593 (100 pmoli)
4,0 pl oligonukleotidu &. 94 (100 pmoli)
10,0 @1 10x PCR 'pufru |
10,0 1 2,5Mm_dNTP
0,5 gl Taq polymerasového enzymu
71,3 .pl vody

PCR1B: |

0,2 pl pMT742 plasmidového templatu |
4,ospl_oligohukleotidﬁ‘&Q 3075 (100 pmoli)

4,0 pl olidonukleotidu &. 2371 (100 pmold)
10,0 pl 10% PCR pufru

'10,0 pl 2,5Mm ANTP

0,5 pl Taq polymerasového enzymu

" 71,3 pl vody

V cbou p¥ipadech byly-prdvedeny'dva cykiy pfi 94 °C 1
min., 45 °C 1 min. a 72 °C 1 min. a naslednd 11 cykld: 94 °C 1
min., 55 °C 1 min. .a 72 °C 1 min.

20 pl;kaiaé PCR sm&si Se nanese na 2% (hmotn.) agarosovy .
gel ‘a podrobi se elektroforéze standardnimi zpusoby [Sambrook
a spol.: "Molecular Cloning", Cold Spring Hafbour Labbratory
' Press, 1989.1. VYSledné,DNA fragmenty (452 pard nukleotidd od
PCR1A a 170‘pérﬁ.nukleotidﬁ od'Péhls) byly eriznutyfz agaro-
sového gelu a byly isolovadny sestavou Gene Clean (Bio101 Inc:,
PO Box 2284, La J¢11a, Ka..USA) podle pokyni vyrobce. Vy&isténé
DNA fragmenty byly,rozpﬁétény.ve 1oo'p1 vody.

Byla provedena-nasledujici~PCR;

.PCRI1C:

1,0 pl DNA fragmentu 2z PCR1A
1,0 pl DNA fragmentu z PCR1B
10,0 pl 10x PCR pufru
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10,0 pl 2,5Mm ANTP
0,5 ul Tag polymerasového enzymu

- 69,5 pl vody

‘Byly provedeny dva cykly p¥i 94 °C 1 min., 45 °C 1 min.

-a 72 °C 1 min.

‘Potom byly p¥idény 4 pl oligonukleotidu &. 94 .(100 pmold
a 4,0 ul oligomikleotidu &. 2371-(100‘pm01ﬁ). To bylo provedeno

15 cykld p¥i 94 °C 1 min., 55 °C 1 min. a 72 °C 1 min.

PCR smés se nanése na'1% (hmotn ) agarosovy gel. Vysledné
fragmenty 0 594 pdrech nukleotldu (pn.) se vyélsti sestavou

‘Gene Clean Kit ]ak.shora popsdno. Vydisté&ny PCR- DNA - fragment

se rozpustl ve 20 pl vody a pufru restrik&nich erdonukleas a

‘rozstépi se restfikénimi‘endonukleasami'ECORI a Xbal (New En~-

gland Biolabs, Ihc., Ma., USA).'VﬁSledny'EcORI/XbaI réStrikéni‘

. fragmeént ‘© 550 pn. se nechd b¥¥et na agarosovém gelu. Isoluje

se vyélsténim sestavou .Gene Clean.

Dv&ma OddélenYmi-étépenimi restrikénimi éndonukleasami-se

plasmid pMT742 rozitdpi i) restrik&nimi endonukleasami Apal a

Xbal a ii) restrikZnimi endonukleasami ApaI a EcoRI. Z t&chto
st&peni se isoluje Apal/Xbal restrik&ni fragment 0 8600 pn a
Apal/EcoRI restrik&ni fragment o 2100 pn

Tyto t¥i fragmenty (tj. ECoRI/Xbal restrikéni. fragment o
"850 pn z PCR1C, Apal/Xbal restrik&ni fragment o 8600 pn a Apal/

/ECORI restrikdni fragment o 2100 pn z pMT742) se spolu liguji
pomoci T4 DNA ligasy =za standardnich podminek [Sambrook a

~spol.: "Molecular Cloning", €old Spring Hatbour"Laboratopy

Press, 1989.] (viz obr. 1). Liga®ni sm¥s se transformuje do

-pfisluénfch.E.Achi‘bunékf(ApP).‘Nésledhje-selekde-na‘ampicili—

novqu'resistenci. Z vyslednych E.'cpli‘kolonii-Se standardnimi

"DNA minipreparanimi zpusoby (Sambrook a spol.: "Molecular Clo-
ning", Cold-Spring Harbour Laboratory Press, 1989.) isoluiji.

plasmidy, které se zkontrolujf p¥islusnymi reéstrik&nimi endo-
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nukleasami (tj. EcoRI, Apal a XbaI) DNA sekvenani analyzou
(sestavou Sequenase od U.S. ‘Biochenmical Corp. podle pokynu vy~
robce) bylo ukdzéno, Ze vybrany plasmid oznaéeny pKV153 obsa-
huje spravnou sekvenci kodujici MF’ alfa,prepro~1eader/G1u—Glu—
*Ala-Glu-Ala*GluéAla-Glu4Pro-LyseA1a*fhrfArgiB(1—29}—$er-ASp~
-Asp-Ala-Arg-A(1-21) inzulinovy prekursor.

Plasmid pKV153 byl transformovdn do $. cerevisiae kméne
MT663 a vybrdn pro rist na glukose, jak je popséno Vv évropské
patentové p¥ihlésce publlkované pod €. 214 826.

Vysledny kVasinkdvy kmen byl-oznaéen~yKV153;-HPEC a hmot-
_nbstni spektrometrif bylo ov&¥eno, Ze v kultivadnim mediu pro-
’dukuje Glu-Glu—Ala-Glu—Ala—Glu-Ala-GluﬁPro—Lys-Ala—Thr-Arg—
-B(1-29)~-Ser-Asp-Asp~Ala-Arg-A(1-21) 1nzulinovy prekursor._

PEiklad 2
Syntéza LysE”(N‘-tetradekanOYIJThr”?—liﬁského-inzulinu

2a. Syntéza Glu-Glu-Ala-Glu-Ala-Ala-Glu-Glu-Ala-Glu-Pro-Lys
-Ala—Thr—Arg—B(1+28)?Thr-LYs-Set—AspvﬁspJAla-Arng(l<21)
inzulinového prekursoru z kvasinkového kmene ykKV153 s PO -
uZitim s. qerevisiae.MF“aifa_prepro—léaaeru

.Byly syntetizovény nisledujici oligonukleotidy:

&. 3881 5?fTTGGTTGAAGCTTTGTACTTGGTTTGCGGTGAAAGAGGTTTCTTCTAC
ACTCCTACCAAGTCTGACGATGCTAGAGGTATTGTCG-3' a
&. 2371 5'-TTAATCTTAGTTTCTAGAGCCTGCGGG~3" .

Byla provedena ndsledujici polymerasovd FetZzovd reakce
(PCR) pomoci sestavy Gene Amp PCR Reagent Kit jak shora popsé-

' no.
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PCR2: -

0,251 pKV153 plasmidového templatu (z pFikladu i)
4,0 pl qligoﬁpkleotidu &. 3881 (100 pmoiﬁ)

4,0 pl,oligqnukleotidu &, 2371 {100 pmola)

10,0 jl 10x PCR pufru

10,0 pl 2,5mM ANTP _
0,5 ul Tag polymerasového enzymu

71,3 pl vody

Byly provedeny dva cykly p¥i 94 °C 1 min., 45 °C 1 min. a

72 °C 1 mln. ‘a nasledné& 11 cyklu. 94 °C 1 min. ;‘55 °C 1 min. -a
72 °¢ 1 m1n

'PCR smé&s se nanese na 2% (himotn.) agérosovy gel a vysledny
fragment o 174 pn se vylist{ sestavou Gene Clean Kit jak shora

‘popsédno. vyéiétény PCR'DNA fragment sé .rozpusti ve 20 ul vody
a pufru restrik&nich endonukleas a roz&t&pi se restrik¥nimi en-

donukleasami HindIII a Xbal. VYsledny HlndIII/XbaI restrikeéni
fragment o 153 pn sé odd¥li na agarosovén gelu. Isolu]e a vy-
¢isti se sestavou Gene Clean Kit.

Dvéma odd&lenymi 3St¥penimi restrik¥ni ‘endonukleasou se

‘plasmid pMT742 rozst¥pf restrikénimi .endonukleasami Apal a

XbaI, zatimco pKVi53 (z p¥ikladu 1) se rozst¥pi restriknimi
endonukleasami Apal a -EcoRI. Z t&chto St&peni se 2z pMT742 iso-
luje Apal/Xbal restrik&ni fragment o 8600 pn a z'pKv153 Apal/
/ECORI restrik&n{ fragment o 2100 pn

Tyto t¥i fxﬁgménty.(tj; EcoRI/Xbal restrik®ni fragment o

550 pn 2z PCR2, ApalyXbal restrik&ni fragment o 8600 pn z pMT742

a ApaI/EcoRI‘restrikéni fragment o 2100 pn z pKVi53) se spolu
liguj{ pomoci T4 DNA ligasy jak shora popsano (viz obrdzek 1).
Ligadni sm¥s se transformuje do prislusnye¢h E. .coli bunk
(Ap™). -Ndslediije 'selekce né ampi¢i1inovou resistenci. Z'vy;
slednych. E. coli kolonii se isoluji plasmidy, které se zkon-
trolujf pFislusnymi restrikénimi~Qndonukleasémi'(tj. HindI1I,
Apal a Xbél) jak'shpra popséno.
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- DNA sekvena¥ni analyzou bylo ukdzéno, Z%e vybrany plasmid
oznafeny pKViS59 obsaliuje sprévnou sekvenci kodujici MF alfa
-prepro-leader/Glu-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Glu-Ala-Pro-Lys-Ala-Thr-
‘~Arg-B(1-28)-Thr-Lys-Ser-Asp-Asp-Ala-Arg-A{1-21) inzulinovy
prekursor. |

_ pPKV159 byl transformovdn do ‘S. cerevisiae kmene MT663 a
_vybrén .pro rist na glukose jak shora popséno.

V§sledny kvasinkovy kmeh byl ozna&en yKVi59. HPLC a hmot-
‘nostni spektrometrii bylo ov&Feno, Ze ﬁlkultivaénim;mediu pro-
dukuje Gluecln—AlaéGlu~Ala—Glu—Ala-Gl&*PfOrifs-AlafThr—ArgF
-B{1528)—ThriLys#Ser~Asp-Asp—Ala—ArgéAfl421)iinzulinovy.prekur~

sor.

2b. Isolace Glu-Glu-Ala-Glu—Ala-Glu-Ala—Glu—Pro-Lys—Ala—Thr— _
~Arg-B(1- 28)—Thr-Lys—Ser~Asp—Asp-Ala—Arg—A(1 21) inzulfi-

nového prekursoru

Kmen yKV159 byl fermentovdn 72 h. Bylo ziskdno 5 litrd
-¥ivné pidy. Buiky kvasinek byly odstransny odstfedovanim, hod-
nota pH byla kyselinou sirovou ﬁpravena na 3,0 a ihzulinovy
prekursor ‘byl zahuSt®n na kolon& Pharma01a Streallne"" 50 ha-
pln&né 300 ml ionexu Streamllne““ SP. Po promyt{ 25mM citrato-
vym pufrem, pH 3,6, byl prekursor eluovén 0,54 amonlakem. Byly
sbirdny frakce od 300 do 600 ml. pH bylo upraveno na 2,5 a pre-
kursor’ byl vyélstén RP~HPLC na 15p kulovitém C18 oxidu kFemi&i-
tém o velikosti pord 1000 nm, 0,2M Na,So,, pufrem 0,04M H,PO, a
gradientem od 23 do 33 % hmotn. acetonitrilu. Prekursor se elu-
"oval 27 ‘a%Z 28% (hmotn.) acetonitrilem.rSﬁojena'éaSt obsahujici
‘st¥edn{ hlavni maximum prekursoru byla odsolena gelovou filtra-
<1 na Sephadexu™ G-50 F V‘O[SM-kyseliné octové. Prekursor byl
isolovén lyofil@zaci.ﬁVYtézek: 486_mq;
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2c. Syntéza Ala-Thr-Arg-B(1-28)-Thr-Lys-Ser-Asp-Asp-Ala-Arg-
-A{1-21) inzulinu -

486 mg jednovldknového prekursoru, zfskaného jak shora po-
psdno, se rozpusti ve 30 ml 0,05M glutamdtového pufru p¥i pH
9,0. Pfidaji'SE 3 ml imobilizovaného A. lyticus proteasového
gelu (viz PCT/DK94 /00347, strana 45). Po mirném michédni po debu

"5 h p¥i 30 °C se gel odstrani filtraci. Roz3i¥eny inzulin o

dvou ¥et&zcich se pfekrystalujeﬁpriGQnim 10 ml ethanolu, 845
mg dihydratu citritu sodného a 78 mg chloridu zine&natého. Po

Uprav¥ pH ha'6,1 a skladovani p¥és noc p¥i 4°C se krystaly iso-
luji odst¥edovanim, promyji se dvakrat.isopropanolem a vysusi:

se ve vakuu. VytZZek 450 mg.

'2d. Syntéza N*% N N®®-tris(tetradekanolyl)-Ala-Thr-Arg-

-B(1+28)~Thr-Lys-Ser-Asp-Asp-Ala-Arg~a(1-21) inzulinu

450 mg rozéi¥eného inzulinu o dvou ¥et&zcich, ziskaného

°C a p¥idéd se 0,69 ml 0,3M N-hydroxysukcinimidového esteru te-

tradekanové kyseliny v DMSO/NMP (1:1, obj. dily}. Po 2 'h p¥i

15 °C se reakce zastavi p¥idanim 112 ml 0,01M glycinového pufru
v ethanolu/vod¥ (60:40, obj.) a pH se upravi na 10,0. Nebyl i-

SG10Van ’"‘ﬁ'i’i'aCYIQVa.nY mez j_produkt . -

ze.'Syntéza‘LyS““UF—tetradekandyl)—Thf“”]idského‘inzulinu

K'roztoku Z pfedchézejidiho‘stupné‘se pr¥idd 5 ml imobili-
zovaného trypsinového gelu (viz PCT/DK94700347, strana 46). Po

‘mirném michdni p¥i i5 °C po dobu 16 h se gel odstrani odfiltro-
vanim, pH se upraVi.na 9,0 a roztok se nanese na kolonu (2,5

X 25 cm) s naplni QAE-Sephadex™ A-25. Isokratickd eluce byla
provdd&na rychlosti 17,3 ml/h 0,12M NH.C1l pufrem ve sm&si etha-
nol/voda (60:40, obj.) upraveném amoniakem‘na‘pﬁ 9,0. Titulni
sloudenina vychdzela z kolony po eluovadni 650 ml. Byl spojen

'podil od 650 do 754 ml. Nakonec byl pufr zmdn&n na 0,01M NH,HCO,

‘jak shora uvedeno, se rozpusti ve sm&si 3,15 ml'DMSO a 0,69 ml-
2M diisopropylethylaminu v NMP. Tento roztok se ochlad{ na 15
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gelovu filtrac{ na ndplni Sephadex™ G-50 Fine. Produkt byl
isolovdn v suchém stavu lyofilizaci. Vyt¥¥ek: 91 mg.

‘Molekulovd hmotnost titulni sloudeniny zji&t&nd MS: 6020
+ 6, vypotteno: 6018. Molekulovd hmotnost B—fétézCe 2jist&na
MS: 3642 * 5, vypodteéno: 3640. Molekulové hmotnost G-koncového
fragmentu B-¥et&zce rozst&peného V8 proteascu ziiétéhéuMS: 1326
# 2, vypodteno: 1326. Relativni lipofilnost k’,,, 113. Polodas
vymizeni T, po subkutdnni injekci vep¥im: 20,3 + 5,2 h (n=6).

Priklad 3

'SYntéZa‘LysP“(N‘étetfadekanoyl)édes(B?Q-BBO)eiidského inzulinu

Ja. Syntéza Glu-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-ala-Glu~Pro-Lys-Ala-Thr-
:Arg-B(lé27)fLYS-SerrAsvasp—Ala—Arg—A(1—21) ihZulinového.

... prekursoru z kvasinkového kmene yJB173 pouZitim S. cerevi-
siae MF alfa preproéleaderu |

Byly syntetizovdny nasledujici oligonukleotidy:
&. 627 5 ~CACTTGGTTGAAGCTTTGTACTTGGTTTGCGCTGAAAGAGGTTTCTTC i
TACACTAAGTCTGACGATGCTAG-3" a
€. 2371 5/-TTAATCTTAGTTTCTAGACCCTGCGGG-3/ .
;caaksaujfcislaéaiu—AiaéGiu—Aia:ciﬁeAiaéelu;Prb—i§s-Aié—
rThr—Arg-B(1~27)éLys-Ser+AspeA5p—A1a—Arq~Af1#21) byla zkonstru-
ovana.stejnfm,zpﬁsbbém jako je popsédno V-pfiklédu 2s nahradou
oligonukleotidu &. 3881 oligonukleotidem &. 627.

Vysledny plasmid byl oznafén pJB173 a kvasinkovy kmen
_exprimujiéi' Glu-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu=Ala-Glu-Pro-Lys-Ala-Thr-
'—Arg+B(1é27)—Lys+8er-Asp~Asp~A1a—Arg—A(1~21) byl ozna&en
yJB173. | - -
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- 3b. Isolace G1u—GluwAla4G1u4A1a—GluéAla-GlufProiLys-AlaEThr-

ArgrB(1—27)—Lysésér—Asp-A5p4AlaéArg—A(1—21) inzulinového
prekursoru

Kmen, yJB173 byl fermentovédn 72 h. Bylo ziskdno 4,8 1 Zivné
pﬁdy. Buliky kvasinek py1y'odstranény.odstﬁeabvﬁnim a hodnota

~uS/cm. ‘Inzulinovy prekursor byl zahust&n na kolon& Pharmacia
‘Strealine® 50 napln&né 300 ml ionexu . Streamline™ SP. Po
promyti 25mM citrdtovym pufrem, pH 3,6, byl prekursor eluovan

0,5M amoniakem. Byly sbirany frakce od 300 do 600 ml. Volny

4 amonlak byl ve vakuu odpafen za teploty mistnostl Hodnota pﬁ

.vyslednych 280 ml byla upravena kysellnou chlorovodikovou na
9,0. '

3c. Syntéza Ala-Thr-Arg-B(1- 27)—Lys, Ser—Asp—Asp—Ala—Arg—
~-A(1-21) inzulinu

280 ml-rOZtoku-lla.ﬁg jeanViakn0vého prekdrsoru,'ziéka4

ného jak shora. popséro, 'seipfidaji’a ml imobilizbvaného‘A. 1y-

ticus - proteasového gelu (v1z PCT/DK94/00347 strana 45).

mirném michdni po dobu 24 h p¥i 30 °C.se gel odstrani filtraei.
pH bylo upraveno na 3,5. Roztok byl zf11trovén_0,45p filtrem
Millipore““. Roz&{¥eny inzulin se dvéma Fet&zci byl vydistén ve

UVOU puu.s.;.cuu lu:'—ru.'l...!_ na” L:Jp.*xu.l.ovn:em Cis" OXIUII KI'EI[IlCltem o ¢

velikosti pori 1000 nm (kolona 2 x 20 cm), 0,2M_Naa804, 0,04M

-H,PO,, pH 3,5, jako pufr a gradientem od 23 do 33 % hmotn. ace-
tonitrilu rychlosti 4 ml/min a teplotZ kolony 40 °C. Rozsi¥eny

inzulin s dvojitym Fet¥zcem se eluoval p¥i 30 a% 31 % (hmotn.)
acetonitrilu. Acetonitril byl ze spojenych podild (70 ml) od-

. stran&n odpafenim ve vakuuQ,Sgli.bYIy odstran&ny gelovou fil-

tract{ na kolon& (6 x 47 Cm)=5epnadexu'cﬁ50 F v 0,5M kyselin&

octové. Rozsi¥eny inzulin's dv031tym.fetézcem byl isolovén lyo-

filizaci. Vytéiek 110 mg.

pH byla kyselinou Sirovou upravena na 3,0. Vodivost byla 7,8
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34. Syntéza N*5,N=7, N““—trls(tetradekanoyl)—Ala-Thr—Arg-
~B(1- 27)—Lys, Ser—Asp—Asp-Ala—Arg—A(l 21) 1nzulinu

110 mg rozdi¥eného inZulinu'b dvou ¥etdzcich, ktery se

ziskd jak shora .popsano, se rozpusti ve sm¥si 0,84 ml DMSO a
"Q,Z?S ml'ZM'diisoprOpy1ethyiaminu v NMP. Tento.roztok se o-

chladi na 15 °C a pridd se 0,185 ml 0,3M N-hydroxysukcinimido-
vého esteru tetradekanové kyseliny'y DMSO/NMP (151,Vobj. dily).

Po 2 h pfi'lSV%:se‘reakcegZastavi pfidénim 32,5 ml1 0,01M gly-

cinového pufru\V'ethénolﬁfVodé (60:40,'obju){a pH>se upravi na
10,0. Nebyl isolovén triacylovany meziprodukt.

'Je. Syntéza .L®*(N*-tétradekanoyl)-des(B29-B30) 1idského inzu-

1inu

'K vyslednému roztoku z p¥edchdzejiciho stupn& se p¥idé 1,5
nl imobilizovaného trypsinového gelu (viz PCT/DK94/00347, stra=

na 46). Po mirném michdni p¥i 15 °C po doébu 18 h se gel odstra-'

ni odfiltrovénim, pH se upravi na 9,0 a roztok se nanese na ko-
lonu (1 5 x 21 cm) s naplni QAE-Sephadex™ A-25. Isokratické
eluce 'byla provad&na rychlosti 10, ml/h 0,12M NH(Il pufrem ve
sm¥si ethanol/voda (60:40, obj.) upravené amoniakem na pH 9,0.

Titulni sloudenina vychdzela z kolony po eluovdni 250 aZ 390

ml S maximem u 330 ml. Nakonec byl pufr zménén na 0,01M NH,HCO,

'I..- \ A _ .-

isolovén v suchém stavu 1yof1112aci VYtéZek. a7 mg

Molekulova hmotnoSt‘titulhiﬂslouéeniny nalezend ﬁs: 5820
+ 2, vypoXteno: 5819. Molekulovéd hmotnost B-¥et&zce nalezena
MS: 3444 + 4, vypo&teno: 3442.-Mqlékulova hmotnost ‘C-koncového

‘fragmentu B-¥et&zce rozSt&peného V8 protesou nalezend MS: 1128

+2, #beéténéirllzs- Relativni lipofilnost k’,., = 121. Poloas
vymizeni T. po subkutdnni injekci u vep¥i: 19,6 * 3,6 h (n =
4). '

£ T
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Piiklad 4

-Syntéza Lys™’(N°-tetradekanoyl)-des(B28-B30) lidského inzulinu

4a. Syntéza Glu-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Pro-Lys-Ala-Thr-
-Arg-B(1-26)=Lys-Ser-Asp-Asp-Ala-Arg-A(1-21) inzulino?ého
' prekursoru z kvasinkového kmene yJB174 s pouZitim S.
cerevisiae MF alfa prepro-leaderu

Byly syntetizovény hasledujici oligonukleotidy:
' &. 628 5~CACTTGGTTGAAGCTTTGTACTTGCTTTIGCGETCAAAGAGGTTTCTTC

. TACAAGTCTGACGATGCTAG-3/ a
&. 2371 5'-TTAATCTTAGTTTCTAGAGCCTGCGGG-37.

DNAkndu;iciGlu-Glu-Ala—G1u—Ala—Glu—Ala—Glu-Pro—Lys-Ala-
-Thr-Arg—B(1-26)~Lys-Ser—Asp-Asp-Ala—Arg—A(1 21) byla zkonstru-
ovéna stejnym zpusobem jako je popsdno v p¥fkladu 2 a% na to,
. Ze se oligonukleotid &. 3881 nahradi ol;gonukleotldem &. 628.

VYslednY plasmid byl ozna¥en pJBi74 a kvasinkovy kmen ex-
primujict Glu-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Pro-Lys-Ala~Thr-
~Arg-B(1-26)~Lys-Ser-Asp-Asp-Ala-Arg-A(1-21) byl oznalen

X yJB174.
. 4b. Isolace Glu-Glu—Ala—GluéAlaéGlu-ALa-GluAPro-Lys+AlafThr~
' ‘-Arg;B(1-26)4Lys~3er—Asp—Asp4A1a-Arg—A{;—21} inzulinového
prekursoru

Kmen yJB174 byl fermentovdn.72 h. Bylo 21ské&no 3,5 litru

#ivné pidy. Buitky kvasinek byly odstrandny odst¥edovanim, hod-
nota'pH byla kyselinou Sirovou~upravena‘na 3,0 a rothk byl
z¥ed¥n vodou na 8 Yitri, aby se sniZila koncehtrace soli. Vy-
slednd vodivost byla 7,9 mS/cm. Inzulinov?fpfékﬁrsor‘byi zahus-
té&n na kolon& Pharmacia Strealine™ 50 napln&né 300 ml ionexu
'Streamline““'SP. Po promyti 25mM citrdtovym .pufrem, pH 3,6, byl
- prekursor eluovdn 0,5M amoniakem. Byly sbirdny frakce od 300
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- do 600 ml. Volny amoniak byl ve vakuu odpa¥en za teploty mist-
nosti. Hodnota pH vyslednych 280 ml byla upravena kysellnou
chlorovodikovou na 9,0.

Syntéza Ala—Thr—Arg—B(l-ZG)wLys, Ser—Asp—Asp-Ala-Arg-
~A(1-21) ‘inzulinu

K.roztbku'zBO“mI'jednovléknového~prekurSOru,'zfékanéhO'jak

_shora popséno, se p¥idaji 3:ml imobilizovaného A. lyticus pro-
.teaSOVéhb:gelu‘(Viz.PCT/DK94/00347, strana 45). Po mirném mi-
chani po dobu 13 h p¥i 30 °C se gel odstrani filtraci. pH bylo
upraveno na 2,5. Roztok byl zfiltrovén ©, 45ﬁ filtrem Milli-

pore™. Roz3i¥eny inzulin s dv¥ma i‘etézm byl vy&istEn ve

&ty¥ech podilech RP-HPLC na 154 kulovitém €18 oxidu k¥emi&itém
o velikosti poru 1000 nm (kolona 2 x 20 cm), 0,2M Na,so,, 0,04M
H.PO, pufr, pH 2,5, a gradientem od 24 do 33 % hmotn. acetoni-
trilu. Rozsi¥eny inzulin s dvdjit?m-fetézéem;éevéluoval pti 30
a¥ 31 % (hmotn.) acetonitriiu. Acetonitril byl ze spojenych po-
dfli odstran¥n odpa¥enim ve vakuu. Soli byly‘odétranény?gelovou
filtraci na Sephadexu‘G -50 F v 0,5M kyselin& octové (kolona 5
x 47 cm) Rozsifeny inzulin s dvojitym Fet&zcem byl isoclovan
lyoflllzaci vytdZek: 69 mg.

4d. Syntéza N5, No2-3 Nm”-trls(tetradekanoly1)~Ala—Thr Arg“
‘-B(1-26)-Lys, Ser—Asp-Asp—Ala—Arg-A(l 21) inzulinun

62 my fqzéifeﬁéhb inzulinu o dvou ¥et¥zcich ziskaného jak
. popséno. pod 4e, se rozpusti ve sm&si 0,44 ml DMSO a 0,15 ml 2M
diiso?ropylethﬁlaminu v NMP. Tento roztok se ochladf na 15 °C
a p¥id4a se 0,096 ml 0,3M N-hydroxysukcinimidového esteru tetra-
- dekanové kyseliny v DMSO/NMP (1:1, obj. dfly). Po 2 h pF¥i 15
°c se reakce zastavi pFiddnim 17 ml 0,01M glycinového pufru v
ethénolU/vodé‘(aozgo, obj.) -a pH se upravi na 10,0. Nebyl iso-
lovan triacylovany méziprodukt. |

IL




33

 4e. Syntéza L*’(N‘-tetradekanoyl)-des(B28-B30) lidského inzu-

1linu

'K roztoku z p¥edchdzejiciho stupn¥ se pfidd 1 ml imobili-
zovaného ‘trypsinového gelu (viz PCT/DK94/00347, strana 46). Po

nirném michani p¥i 15 °C po dobu 26 h se.gel odstrani odfiltro-
.vénim, pH se upravi na 9,0 a roztok Se-nanesezna'kdlqnu (1,5
% 25,5 cm) s néplni QAE-Sephadex™ A-25. Isokratickd eluce byla

. provad&na rychlosti 17,3 ml/h 0,12M NH,C1 pufrem ve sm&si etha-
‘nol/voda (60:40, obj.) upravené amoniakem na pH 9,0. Titulni
~ slouCenina Vych&zela‘z kolony«po'éluovéni 360 ml. Byl shromaZ-
dovdn podfl 272 a%¥ 455 ml, Nakonec byl pufr zm&n&n na 0,01M
" NH,HCO, gelovu filtraci na néplni’Sephédexﬂm G-50 Fine. Produkt
. byl isolovdn v suchén stavu lyofilizaci. Vytééek: 38 mg..

Molekulovd hmotnost titulniJSIOuéeniny nalezend MS: 5720

+.6, vypotteno: 5718. Molekulovd hmotnost B-¥et¥zce nalezend
MS: 3342 t 4, vypoétenoi 3340. Molekulova hmotnOSt‘C*kqncovéhO'

fragmentu B-¥et&zce roz3t&peného V8 protesou nalezend MS: 1027
t 2, vypo¥teno: 1027. Relativni lipofilnost k‘,; = 151. PoloZas

vymizeni T, po subkutdnni injekci u veptd: 15,2 + 2,2 h (n =

5).

Pfiklad 5

Syntéza Lys™¢(N‘-~tetradekanoyl)des(B27-B30) lidského inzulinu

5a. Syntéza Glu-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Pro-Lys-Ala-Thr-
-Arg-B(1-25)-Lys-Ser-Asp-Asp-Ala-Arg-A(1-21) inzulinového
prekursoru z:kvasinROVého kmehe yJB175 s ﬁouiitim.s, cere-
visiae MF alfa prepro-leaderu

- Byly “syhtetizovany ndsledujfci oligenukleotidy:
&. 629 5'-CACTTGGTTGAAGCTTTGTACTTGGTTTGCCGTGAAAGAGETTTCTTC

AAAGTCTGACGATGCTAG-3' a
&. 2371 5~TTAATCTTAGTTTCTAGAGCCTGCGGG-3’.

[Ty
.
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" .DNA kodujfci Glu-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Pro-Lys-Ala-
Thr—Arg—B(1#25)4Lys—SerfA$prASp-A1avArg4A(1-21) byla zkonstruo-
vdna stejnym zpﬁsébem jako je popsdno v prikladu 2 aZ na to,
¥e se oiigonukleqtidvé. 3881 nahradi cligonukleotidem &. 629.

Vysledny plasmid bleOZnaéen,ﬁJBi75'a kvasinkovy kmen ex-
primujict 'Glu-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Pro=-Lys-Ala-Thr-
v~Arg4B(1425)-Lys-SerfAsp—AspeAlé;ArgéA(1—21) byl  oznaten
yIB175. |

. 5b. ‘Isolace Glu-Glu-Ala-Glu-=Ala-Glu-Ala-Glu-Pro-Lys-Ala—-Thr-
-Arg—B(l 25)—Lys-Ser—Asp—Asp-Ala-Arg—A(1 21) inzul fnového
prekursory '

Kmeﬁ yJBi75_byl‘fermehtovéh-72 h. Bylo ziskdno 3,7 litru
‘Zivné pidy: Buiiky kvasinek byly odstranny odst¥edovénim, hod-
nota pH byla kyselinou sirovou upravena na 3,0 a roztok byl
- z¥edé&n vodou na.a}s litru, aby se sniZila koncentrace soli. Vy-
slednd vodivost byla 7,7 mS/cn. Inzulinon prekursor byl zahus-
t&n na.kolon& Pharmacia Strealine™ 50 napln&né 300 ml ionexu
Streamline™ SP. Po promyt{ 25mM citr&tovym pufrem, pH 3,6, byl
prekursor eluovan 0,5M aﬁoﬁiakem. Byly sbirdny frakce od 300
do 600 ml. Volny amoniak byl ve vakuu odpafen'za teploty mist-
nosti. Hbdnota pH vyslednych 270 ml byla upravena kysellnou

_.¢chl O‘r'nvodfknvnn na 4.0 .. . e .
5c. Syntéza Ala-Thr-Arg-B(1-25)~Lys, Ser-Asp-Asp-Ala-Arg-
=A(1-21) inzulinu '

K roztoku 270 nl jednovlaknového prekursoru ziskaného jak
shora popséne se p¥idaji 3 ml imobilizovaného A. lyticus prote-
asového géluﬁ(viz‘PCT/DK94/00347, §trana 45). Po mirném michani
" po dobu 23 h p¥i 30 °C se gel odstrani filtraci. pH bylo upra¥
veno -na 2,5. Roztok byl zfiltrovan 0,45p fiitrem‘MillipOreh?;
Rozifeny inzulin s dvdma Fet&zci byl vy&istén ve &tyFech podi-
lech RP-HPLC na 15p kulovitém C18 oxidu k¥emiitém o velikosti
 pora 10060 nm ('koloha 2 X 20 ¢m), 0,2M Na,SO,, 0,04M H,PO, pufr,
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pH 3,5, a gradientem od 24 do 33 % hmotn. acetohitrilu. Roz&i-
Ffeny inzulin s dvojitym Fet¥zcem se eluoval p¥i 29 a¥ 31 %
(hmotn.) acetonitrilu. Acetonitril byl ze spojenych podilu od-
stran&n odpa¥enim ve vakuu. Soli byly odstranény gelovou f£il-
traci na Sephadexu““ G-50 F v 0,SM kyseliné-octové‘(kolona 5 x
47 cm). Rozsi¥eny inzulin s dv031tym ret&zcem byl isolovén lyo-
filizaci. Vyt&Zek: 81 mg.

5d. Syntéza‘N“*,N**,Nﬁ“wtris(tetradekanolyl)~A1a4Thr-Arg—
fB(l-zs)—Lys,‘Ser—Asp—Asp-Ala—Arg—A(1521) inzulinu

80 mg rozSi¥eného inzulinu o dvou ¥et&zcich -se rozpusti
Ve sm¥si 0,56 ml DMSO a 0,19 ml 2M diisopropylethylaminu v NMP.
Tento roztok se ochladf na 15 °C a ptida se 0,124 ml 0,3M N-hy-
droxysukcinimidového esteru tetradekanové kyseliny v DMSO/NMP
(1:1, obj. dily). Po 2 h p¥i 15 °C se reakce zastavi p¥idanim
21,8 ml 0,01M glycinového pufru v ethanolu/vodd (60:40, ob3j.)
a pH se upravi na 10,0. Nebyl isolovan triachovanY‘mezipro—
- dukt.

5e. Syntéza L**(N‘-tetradekanoyl)-des(B27-B30) lidského ihzu-
linu

K roztoku z pfedchézejiciho stupn¥ se pFida 1'ml imobili-
_zovaného trv081novéhn geli {(viz POT/DKQA /00347, ctrana AL).,. Bo - e
mirném michdni p¥i 15 °C po dobu 23 h se gel odstrani odfiltro-
vanim, pH se upravi na 9,0 a roztok se nanese na kolonu,(l,s
x 25,5 cm) s naplni QAE-Sephadex™ A-25. Isokratickd eluce byla
provéd&na rychlostf 19,3 ml/h 0,12M NH,C1 pufrem ve sn¥si etha-
nol/voda (60:40, obj.) upravené amoniakem na pH 9,0. Titulni
‘slouCenina vychdzela z kolony po eluovéni 320 ml. Byla shromaZ-
dovana frakce od 320 do 535 ml. Nakonec byl pufr zm&n&n na
0,01M NH,HCO, gelovu filtraéi na naplni Sephadex‘® G-50 Fine.
Produkt byl isolovdn v suchém stavu lyofilizaci. Vyt&iek: 25
ng. '

Molekulovd hmotnost titulni slouféniny nalezend MS: 5555
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t 6, vypotteno: 5555. Molekulovd hmotnost B-Fet&zce nalezend
‘MS: 3179 % 4,-vypoéteno: 3178. Molekulova hmotnost C-koncového
fragmentu B~Fet¥zce rozit¥peného V8 protesou nalezend MS: 864
+ 1, vypodteno: 863,5. Relativni lipofilnost k’,, = 151. Polo~
‘%as vynizeni T,, po subkutdnn{ injekci u vep¥d: 14,4 * 1,5 h (n
= 5).

p¥iklad 6

Syntéza (N-(1-karboxytridecyl)-2-aminosukcinyl )~Phe***~des (B30)
lidského inzulinu

Al,B29-diBoc-des(B30) lidsky inzulin (200 mg, 0,033 muolu)
byl rozpuitdn v DMF (15 ml). K tomuto roztoku byl pt¥iddn trie-
.thyiamin (20 4l). PFid4 se N-hydroxysukcinimidovy ester N-(1-
.rkarbomgthQthridecyl)~2-amidojahtarpvéJkyseliny (16 mg, 0,033
mmolu). Po 4 h za teploty nistnosti se reak&ni smds odpaii ve
vakuu dosucha. Boc skupiny se odsﬁrani 30 minutovou reakci s
trifluoroctevou kyselinou (5 ml) za teploty mistnosti. Tri-
_fluprogtové kyselina se odstrani odpafenim ve Vakuﬁ;~0dparek

-se rozpusti p¥i 0 °c v '0,1N NaOH (20 ml). Zm?delnéni methyles---

teru se provede b&hem 1 h pfi()9C.'Hodnota pH reakéni;smési se
priddnim kyseliny octové a ethanolu (5 ml) upravi na 5,0. Vy-
tvoFi se sraZenina, kterd se odst¥eduje.

Titulnt slougenina se ze sraZeniny vy&isti -ionexovou
chromatografii na kolon& 2,5 x 27 cm s ndplni QAE Sephadex'™
A25. '

SraZenina se rozpusti ve sm&si ethanolu s vodou (60:40,
obj.) (25 ml) upraVenim~hoandty pH na 9,8 (amoniakém)'a»rdztgk
-Se nanese na kolonu.' Eluce se provadi pufremvNHynﬂhbl pEi pH
9,9, 11neérnim gradientem od 0,12 do 0 18M NH,C1l v ‘ethandlu s

'vodou (60:40, obj.). Celkové mnoistvi ‘eluentu-bylo 1000 ml. UF

absorbance eludtu byla sledovéna p¥i 280 nm. Byly sbirdny frak-
ce po 10 ml. Titulni sloudenina byla eluovana z kolony ve frak-
cich 62 a% 72. Titulni slou¥ehnina byla vysrd%ena z¥ed&nim spo-
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jeného podilu 2 objemy'vody_a ipravou pH na 5;0. Po odst¥edovéd-
ni byla sra¥enina promyta vodou a. po druhém odst¥edovani byl
produkt vysuSen ve vakuu. Vyt¥¥ek: 10 mg.

_ Molekulovad hmotnost nalezena PDMS: 6032 vypoéteno. 6032.
Relatlvni llpofllnost k'rel = 140..Poloéas vynizeni T, -po
subkutanni 1n3ekc; u vep¥u: 8,65 + 1,65 h (n = 5).

- P¥iklad 7
Phe

Al-,'st-ea'iBoc-dés(=B—‘3o-) ridsky inzuun’-(z_oo- ng, 0,033 mmolu)
se rozpusti v DMF (15 ml). P¥ida se triethylamin (100 pl). P¥i-

d4 se N-hydroxysukcinimidovy ester myristoyl-Glu(y-OtBu)-Gly
(95 mg, 0,17 mmolu) a'po 4 h za teploty mistnosti se reak¥ni

sm&s odpa¥i dosucha ve vakuu. Boc a tBu skupiny byly odstran&ny

.30minutovouireakc1.zavteplotyvﬁistnosti:s'tfiflhbroctbyou'kyse~
linou (5 ml). Trifluoroctoyé.kyselina.byla odstranéna .odpafenim

ve vakuu. Titulni siOuéeniga byla vy&ist&na ze sraZeniny RP-.

~HPLC na kolon¥ s C18 oxidem k¥emiitym, eluce linedrnim gradi-
entem od 16 do 64 % hﬁotn.‘acetonitri1u v 50mM Tris/foSfbreéna-
novém pufiu obsahujicim 75mM (NH,)SO, pfi pH 7. Titulni sloude-
nina byla eluovéna z kolony 50 % {hmotn.) acetonltrllu Aceto-
nitril byl odpafen ve vakuu. P¥idd se ethanol na 20 % (cbj.).

Upravou hodnoty pH na 5,0 dojde k vysraZeni produktu Po od-

stfeéovéni se: srazenlna rozpusti v 10mM NHHCO,, odsoli se ge-
lovou flltraci na nosi&i Sephadex G-25 a lyoflllzuje se Vyté-
“Zek: 97 mg. '

Molekulovd hmotnoét nalezend PDMS: 6105, vypo&teno: 6104.

—Tetradekanolyl~glutamy1—qucyl-des(B30) lldsky 1nzulin \
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P¥iklad 8
 Syntéza Gle“,Thr““}LYs“°CNﬁ*tetradekanoyl}-1idského inzulinu

. - Syntéza Glu?Glu—Ala—Glu—Ala*Glu-Ala*GluhPrOéLys-AlahThr—
—ArgrB(1f27)fGIyéThr—LyseSerrAsp4Asp-A1a*Arg—A(1e2;)inzu~
Lfnového prekursoru z kvasinkového kmene yKV195 s pouZitim

S. cerevisise MF dlfa prepro-leaderu
Byly syntetizovany nasledujici oligonukleotidy:

“E 4790 5'—TTGGTTGAAGCTTTGTACTTGGTTTGCGGTGAAAGAGGTTTCTTCTAC
ACTGGTACCAAGTCTGACGATGCTAGAGGTATTGTCG—3’ a
€. 2371 5'—TTAATCTTAGTTTGTAGAGCCTGCGGGfB'.

DNA kodujici Glu-Glu-Ala-Glu-Ala~€lu-Ala-Glu-Pro-Lys-Ala=
~Thr-Arg-B(1-27)-Gly-Thr-Lys-Ser-Asp-Asp-Ala-Arg-A(1-21) byla
_2Konstruovéna stejnym zpisobem jako je popsano v p¥ikladu 2 aZ
na to, %e sé oligonukleotid &. 3881 nahradi oligonukleotidem
&. 4790.

Vysledny plasmld byl oznacen pKV195 a kva51nkovy kmen ex-
‘primejfci Glu—Glu-Ala—G1u~A1a-Glu—A1a—G1u—Pro-Lys-A1a-Thr—
--Arg~B(1 27)—Gly—Thr-Lys-Ser-Asp-Asp—Ala-Arg~A(1 21)bylozna—
'Cen yKV195.

8b. Isolace Glu-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Pro-Lys-Ala-Thr-
. ~Arg-B(1-27)-Gly-Thr-Lys-Ser~-Asp-Asp-Ala-Arg-A(1-21)inzu--

1inového prekursoru

‘Kmen yKvi95 byl fermentovdn 72 h. Bylo ziskdno 4,4 litru
¥ivné pﬁdy.,Buﬁky-kVaSinék;bYly odstranény odst¥edovanim, hod-
mnota pH bylazkysélihou.sirovou upravena na 3,0 a roztok byl
z¥ed&n 3,6 litry vody, aby se shi¥ila koncentrace soli na vodi-
vost 7,7 ms/cm. Inzulinoyy prekursor byl Zahuétén na kolon&
Pharmacia Strealine®™ 50 napln&né 300 ml ionexu StrEaﬁline“‘
SP. Po promyti 3 litry 25mM citrdtového pufru, pH 3,6, byl pre-
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‘kursor eluovén 0,5M amoniakem. Byly sbirény frakce od 300 do

600 ml. Volny amoniak byl ve vakuu odpafen za teploty‘mistnos~
ti. Hodnota pH vyslednych 280 ml byla upravena kyselinou chlo-
rovddikovou na 9,0.

8c. Syntéza Ala-Thr-Arg-B(1-27)-Gly-Thr-Lys, Ser-Asp-Asp-ala-
-Arg-A(1-21) inzulinu

K roztoku 280 ml jednovldknového prekursoru (360 mg) ‘se

* p¥idaj{ 3 ml imobilizovaného A. lyticus proteasového gelu (viz

PQT/DK94/00347,‘stran§ 45). Po mirném michdni po dobu 17 h p¥i
30 °C se gelfodstrani filtraci. pH bylo upraveno.na 3,5. Roztbk
byl zfiltrovén 0,45u filtrem Millipore™. RogéifEn? inzulin s

.dvéma3fetézci1by1‘Vyéi§tén ve t¥ech podilech RP-HPLC na 10u.ku=

lovitém €18 oxidu k¥emiditém o velikosti pordi 1200 nm (kolona

2 x.20 cm), 0,2M Na,SO,, 0,04M H,PO, pufr, pH 3,5, a gradientem
‘odizj.do 33 % hmotn. acetonitrilu pﬁi chhlosti 4 ml/min a tep-
' lot& kolony 40 °C. RozSi¥eny inzulin's‘GVOjiffm fetézéem‘Se'e—
‘luoval p¥i 30 a% 31% (hmotn.) acetonitrilu. Acetonitril byl ze
spojenych podild (70 ml) odstranén,odpéfehim_ve‘vakuu. Soli

byly‘odétranény gelovou filtraci na Sephadéxu@’ G-50 F v 0,5M
kyselin& octové (kolona 5 x 47 cm). RozSi¥eny inzulin.s dvoji-
tym Fet&zcem byl isolovén lyofilizaci. Vyt&Zek: 176 mg.

-8d. Syntéza N*® N>, N“°-tris(tetradekanolyl)-Ala-Thr-Arg-
-B(1-27)-Gly-Thr-Lys, Ser-Asp-Asp-Ala-Arg-A(1-21) inzulinu

176 mg rozsi¥eného inzulinu o dvou fetézcich se rozpusti
ve sm&si 1,4 ml DMSO a 0,275 ml 2M diisopropylethylaminu.v NMP.
Tento roztok se ochladi na 15 °C a*pfidé?se 0,963 ml 0,3M N-hy-

.idr0xy9ukcinimiQOvéhq-estefu tetradekanové kyseliny v DMSO/NMP
‘(1:1, obj. dily). Po 20 h p¥i 15 °C se reakce zastavi p¥iddnin

50 ml 0,01M glycinového pufru v ethanolu/vod® (60:40, obj.) a
pH se upravi na 10,0. Nebyl isolovdn triacylovany meziprodukt.
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8e. .Syntéza Gly“‘Jﬂnﬁ”;Lys“°ﬂ¥—tetradekaﬁoy1) lidského

inzulinu

K roztoku z p¥edchdzejiciho stupn& se p¥idad 2,5 ml imobi-
1izovaného tryp31nového gelu (viz PCT/DK94/00347, strana 46).
Po. mirném michani pfl 15 °C po dobu 5 h se gel odstrani Odfll-
trovénim,;pH se upravi na 9,0 a roztok se 'nanese na kolonu (1,5
X 25;5'¢ﬁ)'s naplni QAE-Sephadex™ a-25. Isokratickd eluce byla
provad&na rychlosti 9,3 ml/h 0,12M NH,C1 pufrem ve sm¥&i etha-
‘nol/voda .(60:40, obj.) upravené amoniakem na pH 9,0. Titulni
slou¥enina vychdzela. 2z kolony p¥i eluovdni 325 aZ 455 ml s'maé
ximem p¥i 380 ml. Nakonec byl pufr Zm&n&n na 0,0iM NH,HCO, ge-
lovu filtraci na ndplni Sephadex®™ G-50 Fine. Produkt byl iso-
16van v suchém stavu lyofilizaci. Vyt&Zek: 50 mg.

Molekulova hmotnost titulni 510u¢6niny'nalezéné MS: 5979
+ 6, vypotténo: 5977. Molekulovad hmotnost B-Fet&zce nalezend
MS: 3600 + 4, vypoCteno: 3600:"M01ekulové’hmotnost-CJKOncového
'frégméntu B~fet&zce rozst&peného V8 prote50u-nalezena-ns:l1286
+ 2, vypo¥teno: 1286. Relativni lipofilnost k‘.,, = 103. Polotas
vymizeni T,, po subkutanni.injekci gAvepfﬁ:‘17 + 2h (n = 4).

P¥iklad 9
SyntéZa Gly“”,Lys”’(N*rtetradekanoyl}-lidSKého inzulinu

9a. Syntéza Glu-Glu-A1a~Glu-Ala-élu—Ala—Giﬁ;Pro—LyShAla—
~Thr-Arg-B(1 27)-Gly-Lys Ser—Asp—Asp—Ala-Arg—A(l 21) in-
zulinového prekursoru z kva51nkového Kmene yKV196 s -po-
uZitim S. cerevisiae MF alfa prepro-leaderu

'Byly*SYntetizoyény nasleduﬁici‘oLigonukleotidY:
&. 4791 5'—TTGGTTGAAGCTTTGTACTTGGTTTGCGGTGAAAGAGGTTTCTTCTAC
' ACCGGTAAGTCTGACGATGCTAGAGGTATTGTCG-3/ a
&. 2371 ‘57 -TTAATCTTAGTTTCTAGAGCCTGCGGG3" .

‘DNAknﬂujichlu—Glu—Ala—Glu-Alé—Glu-Ala—GlujPro-Lys—Ala—
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—Thr—@fg—B(l-Z?)-Gly-Lys?Ser—Asp-Asp—Ala-Arg—A(1—21) bylalzkon-

struovdna stejnym zpisobem jako je popséno v pfikladu 2 aZ na

to,lie:se'oligbnukleotid &¢. 3881. nahradi oligonukleotiden &.
4791. Vysledny plasmid byl bznaéen pKV196 a kvasinkeovy kmen

. exprimujici Glu-Glu-aAla-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Pro-Lys-Ala-Thr-
© =Arg-B(1-27)-Gly-Lys-Ser~-Asp-Asp-Ala-Arg-A(1-21) byl ozna&en
'yKV196.

9b. Iselace Glu-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Ala-Glu-Pro-Lys-Ala-Thr-
QArgeB(lf27)—GlyéLys~Sei—AépéAsp—Ala-A;g4A(1721)' inzuli-
nového prekursoru '

Kmen yKV196. byl'fermenfovén 72 h. Bylo ziékéno 3,6 litru
¥ivné pudy..Buﬁky'kva51nek byly odstrané&ny odstfeéovénim, hod-
neta. pH byla kyselinou sirovou upravena na 3,0 a roztok byl
zfedén 3,4 litry vody, aby-se sniZila koncentrace soli na vodi-
vost 7,7 mS/em. Inzulinovy prekursor byl zahuit¥n na 300 ml po-
stupenm popsanym v prikladu 8b.

9c. Syntéza Ala*Thr-Arg—B(l-Z?)4Gly4Lys, Ser-Asp-Asp-Ala-Arg-
=A{1-21) inzulinu

K roztOkuv300.m1'jednovléknového.prekursoru (390 mg) o pH
'9,0 sé ptidd 5 ml imobilizovaného A. lyticus proteasového gelu
(viz PCT/DK94/00347, strana 45). Po mirném michdni po dobu 40
~h p¥i 30.°C se gel odstrani filtracf. pH bylo upraveno na 3,5.
Roztok byl zflltrovan 0,454 filtrenm Millipore'®. Rozsireny in-
" zulin s dv&ma fetézc1 byl vy¥isté&n ve t¥ech podilech RP-HPLC
- na 10p Kkulovitém C18 oxidu k¥emiZitém o velikosti pora 1200 nm
(kolona 2 ¥ 20 cm), 0,2M Na,SO,, 0,04M H,PO, pufr, pH 3,5, a
gradientem od 23 do 33 % ‘hmotn. acetonitrilu p¥i chhlosti 4
ml/min a tepilot& kolony 40 °C. RozSi¥eny inzulin.s dvojitym ¥e-
' tézcem«se'eludval'pfi,29‘%;(hmotn.) acetonitrilu. Acetonitril
'byl ze spojenych podild (60 ml) odstran&n odpaﬁeniﬁ ve vakuu.
Soli byly odstranény gelovou filtraci na Sephadexu®™ G-25 V
0,5M kyselin& octové (koldna 5 x 47 cm). Rozsi¥eny inzulin s
“dvojitym Fet&zcem byl isolovan lyofilizaci. Vyt&Zek: 154 mg.
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9d. Syntéza N*° N*®? N“**°-tris(tetradekanolyl)-Ala-Thr-Arg-
-B(1-27)-Gly=~Lys, Ser-Asp-Asp-Ala-Arg-A(1-21) inzulfnu

154 mg rozdi¥eného inzulinu o dveu Fet¥zcich se rozpusti
ve sn@si 1,05-m1:DMSO a 0,329 ml 2M diisopropylethylaminu v
NMP. Tento roztok se ochladi na 15 °C a p¥ida se 0,22 ml 0,3M
N-hydroxySukcinimid0vého-esteru;tetradekanové kyseliny v DMSO/
 /NMP (1:1, obj. dfly). Po 2rh.pfi‘157%:se reakce zastavi p¥i-
ddnim 40 ml 0,01M glycinového pufru v ethanolu/vod& (60:40,
obj;) a pH se upravi na 10,0. Néby1 iso1ovén triacylovany ﬁézi~
produkt.

9e. Syhtéza Gly™®,Lys®(N‘-tetradekanoyl) lidského inzulinu

K roztoku z pfedchazejiciho stupn& se p¥ida 1,5 ml imobi-
lizovaného trypsinového gelu (viz PCT/DK94/00347, strana 46).
‘Po mirném michani p¥i 15 °C po dobu 21 h se gel odstrani odfil~
trovanim, pH se upravi na 9,0 a produkt ve. 43 ml rbztoku se na-
nese na kolomu (1,5 x 26,0 cm) s néplni QAEvSephadekm’!A-zs;
Isokraticka eluce byla provad&na rychlosti 9,5 ml/h 0,12M NH,C1
pufrem ve smési‘ethandl/vOda (60:40, obj.) upravenym amoniakem
na pH 9,0. Titulni sloufenina Vychazela'z kolony p¥i eluovéni
190 aZ 247 ml s maximem pti 23? ml. Nakonec byl pufr zm3ndn na
0,01M NHJHCO, gelovu filtraci na néplni Sephadex™ G-50 Fine.
Produkt byl isOIOVan v suchém stavu lyofilizaci. Vitéfek& 67
ng.

Molekulovd hmotnost titulni-sloueniny nalezend MS: 5877
+ 2, Vypoétépoz 5876. ‘Molekulova hmotnhost B-Fet&zce nélezené
MS: 3499 t 3, vypo&teno: .3499.

delekulovéfthtnost‘C—kdncoVéhQ fragmentu B-¥et&zce roz-
. 5t&peného V8 protesou nalezend MS: 1184 + 2, vypoZteno: 1185.
Relativni lippf_ilnos‘tk."m = 118,5. Polo¥as vymizeni Ts. PO
subkutdnni injekéi'u vep¥u: 25 + 9 h (n.='4}. | |
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PATENTOVE NAROKY

Inzulinovy derivat ndsledujic{ obecné sekvence

A-Fetdzet 7
Gly—Ile-Val-Glu~Gln-Cys—c s-Thr-Ser-Ile—Cys-Ser-
1 2 3 4 T 10 11 . 12 .
P :
|
-8

B-Fet&zec
‘Xaa-Xaa-Xaa-Gln-His- Leu*Cys~Gly—Ser—Hls -Leu-Val-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A-¥etdzet (pokr.) 20 -
Leu-Tyr-Gln-Leu~Glu-Asn-Tyr-Cys-Xaa (sekv. id. &. 1)
13 14 15 16 .17 18 19 21

-—--§

|

S

B-Fet&zec (pokr )
Glu-Ala—Leu—Tyr-Leu—Val-Cys-G1y—G1u-Arg—Gly—Phe—
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 .24

B-¥etézec  (pokr.)

Phe~Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa . (sekv. id. &. 2)
25 26 27 28 29 30 '
v ni%

Xaa vV poloze A2l znamené jakoukoliv kédovatelnou
amlnokysellnu kromé Lys, Arg a Cys, .

Xaa v polohdch Bl1, B2, B3, B26, B27, B28 a B29 zna-
ménaji‘nezévisie“na SQbé jakoukoliv kédovatelnou amino-
kyselinu vyjma Cys nebo jsou vynechany,

Xaa v poloze BBO_EnémeﬁafjakogkoliV'kédoyatelnou ami-
nokyselinu vyjma Cys, dipeptid neobsahujici Cys nebo Arg,
"tripeptid;neobsahujicitCys,nébo Arg, tetrapeptid neobsa-
;hujigi Cys nebo Arg nebo je vyhechidna, a bué.aminoskupina
na- N-konci aminokyseliny B-fet&zce ma lipofilni skupinu
W-na ni pfipojenou,,pfi-éemi=tate’$kupina na izfai 40
dtomﬁ‘uhliku a pop¥ipad& obsahuje skupinu, ktera miZe byt
negativné nabit4, nebo karboxyskupina na €-Konci amino-
kyéeliny B-Ffet&zce mAd lipofilni skupinu % na ni p¥ipo-
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jenou, p¥i Zem¥ tato skupina md 12 a% 40 atomi uhliku a

‘pop¥ipad& obsahuije skupiru, ktera niiZe byt negativng na-

bitd, s tim, Z%e jestli%e jedna nebo vice -aminokyselin v
poloze Bl, B2 a B3 je deletovéno, potem éislo N-koncové
aminokyseliny se spo¥te odpo&itdnim od Cys™, ktery je

vidy eznaden. &islem 7, .a %e

a) jestli¥e B1-B2-B3 znamend Phe-Val~Asn, A2l znamend
Asn a B26-B27-B28-B29-B30 znamend Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr hebo

‘Tyr*Thr-Prb*LYS—Ala potom W nebo Z vZdy obsahuje ékupinu,
kterd miZe byt negativnd nabits, |

b) ]estllﬁe ‘B29 a B30 jsou deletovény a shora‘uvedené
skupina 7z je pfitomna na C-konc¢i amlnokysellny B-fetézce

‘a‘anl.Bl, ani B2 ani B3.neni deletovdna, potom Bl—-B2 ne-

znamend Phe-Val nebo B26-B27-B28 neznamend Tyr-Thr-Pro ne-

bo “jak B1-B2 tak B26-B27-B28 znamenaji jiné neZ uvedené

sekvence a
c) Jestllze B29 ‘a B30 jsou deletovany, shora uvedend
skupina Z je p¥itomna na kaoncl.amlnokysellny.B-fetézce

‘a jedna z Bl, B2 nebo B3 je_deletbvéna, potom N-koncova

aminokyselina‘ B-Fetdzce neznamend Val nebo sekvence
B26-B27-B28 - neznamend Tyr-Thr-Pro nebo jak N-koncovd

aminokyselina B-¥et&zce tak sekvence B26-B27-B28 neznanena

Val, respektive Tyr-Thr-Pro.

‘Inzulinovy'derivatjpodle naroku 1, v n&m2 1ipofilni sku~-
pina W je p¥ipojena na aminovou skupinu N-koncové amino-
kyseliny B-¥et&zce.

Inzulinovy derivét podle néroku 1, v n¥m% lipofilni sku-
pina'ZAjé éfippjena na karboxylovou skupinu C-Koncové
aninokyseliny B-fet&zce.

Inzuiinovy derivat podle kteréhokoliv 2z pFedchazejicich

ndroki 1 a% 3, v némZ Xaa v poloze A21 znamend aminoky-

selinu, kterd je vybrdna ze skupiny sestdvajici z Ala,

Asn, Gln, Glu, Gly a Ser.
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Inzulinovy derivdt podle kteréhokoliv z nédroka 1 a% 4, v
nénZ Xaa v poloze Bl znamend Phe nebo je deletovéna.

Inzulinovy derivat podle kteréhokeliv z narokd 1 a% 3, v
némZ Yaa v poloze B2 znamenid Ala nebo Val.

Inzulinovy derivdt podle kteréhokoliv z nédrokd 1.a% 3, v

némZ Xaa v poloze B3 znamend amihokySeiinu,'které‘je vy-
. bréna- ze skupiny sestdvajfci z Asn, Gln, Glu a Thr.

Inzulinovy derivdt podle kteréhokoliv 2 naroki 1 aZ 3, v
nénZ Xaa v poloze B26 znamenda Tyr.

Inzulinovy derivat podle kteréhokoliv z ndrcka 1 a% 3, v
n&m¥ Xaa v poloze B27 znamena Thr. l

Inzulfnovy derivat podle kteréhokoliv z néroki 1 a%¥ 3, Vv

n&m¥ Xaa v poloze B28 znamend Pro..

Inzulinovy derivat podle kteréhokoliv z naroka 1 a¥ 3, v

‘né&mZ Xaa v poloze B29 znamend Lys nebo Thr.

Inzulinovy derivét podle kteréhokoliv z ndrokd 1 a% 3, v

ném¥ Xaa v poloze B30 znamend Thr nebo e-acylbvany,Lys.

Inzulinovy derivdt podle kteréhokoliv z ndrokd 1 a% 3, v
némZ Xaa v poloze B30 je deletovéna.

Inzulinovy derivat podIe;kteréhokoliv z ndrokl 1 a% 3, v
n&m? Xaa v poloze B28 znamend Lys .a Xaa V poloze B29 zna-
méné"Pro. '

Inzulfnovy ‘derivat podle kteréhokoliv z ndroku 1 a% 3, v
némZ Xaa v poloze B28 znamend Pro a Xaa v poloze B29 zna-

mend Thr.

‘Inzulinovy derivat podle ndroku 2, v nZm je'shora uvedend
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skupina W p¥ipojena na aminoskupinu N-koncové.aminokyseli-

ny amidovou vazbou.

Inzulinovy derivat podle ndroku 16, v n3m% W znamend sku-

pinu obecného vzorce CH,(CH,),CH(COOH)NH-CO(CH,),C0~, kde
n znamené‘éislo.qd 9 do 15.

Inzulinovy derivdt podle narocku 3, v n&m je skupina Z
p¥ipojena na karboxylovou skupinu C-koncové aminokyseliny

amidovou vazbou.

Inzulfnovy derivdt podle ndroku 18, v n¥m% Z znamend sku-
"plnu obecného vzZorce -NHCH(COOH)(CH,)NH CO(CH) .CH,, Kde

m znamené éislo od 8. do 18.

Inzulinovy derivét podle ndroku 19,vv:ném2_pﬁvodni inzu-
1in, na ktery je napojen %, znamend Thr***~lidsky inzulin.

Inzulinovy deriviat podle ndroku 19, Vv n&nZ puvedni inzu-
1in, na ktery je napojen %, znamenid des(B28-B30)-lidsky

~inzulin.

ciﬁzulinovy derivat podle ndroku 19, Vv ném? puvodni inzu-
 1in, na ktery je napojen Z, znamend des(B27-B30)-lidsky
inzulin, '

Tnzulinovy derivat podle néroku 19, v n&mZ puvodni inzu-
1in, na ktery je napojen Z, znamend des(BZG-B30) lidsky
inzulin.

Inzulinovy derivat podle ndroku 1, v n&m# C-koncovd amino-

-kyselina B-¥et&zce znamena é-acylovany Lys a aminokyselina
vedle C-koncové aminokyseliny znamend Gly.

Farmaceutlcky prostfedek pro léZeni dlabetes pa01entu,
kte¥i toto lééeni pot¥ebuil,
s e t 1 m, Ze obsahuje terapeuticky uéinné mnoZstvi

vyznaté u_j icit
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inzulinového derivatu podle ndroku 1 spoledn& s farma-
ceuticky p¥ijatelnym nosidem.

Farmaceuticky prost¥edek pro léZeni diabetes u pacienti,
kte¥f toto lé¥eni pot¥ebiji,, vy znadu3jici
s e tim, %e obsahuje terapeuticky G&inné mno¥stvi in-

“zulinového derivatu podle néroku'l ve smdsi s inzulinem

nebo analogem inzulinu, kKtery méirychiyihéstup pﬁsobehi,
spoletné s farmaceuticky p¥ijatelnym nosiden.

Zpisob léCeni diabetes u pacienta, ktery toto lé&eni po-

t¥ebuije, vyzna$u 1 ci  se t-i:m,‘éé.se

pacientovi pod&va terapeuticky u&inné mnoZstvi inzulfno-
vého derivatu podle ndroku 1 spoleZn& s farmaceuticky
p¥ijatelnym nosidem. "

Zpusob lé&eni diabetes u-pacienta; ktery tofo 1é%eni po-
t¥ebuje, vyznadujici se timnm, Ze se paci-
entovi podéva.terapeuﬁicky G&inné mnOZstvL.inzulinbvého
derivéatu podle ndroku 1 ve sm&si s inzulinem nébo analogem
inzulinu, ktéry m& rychly nastup pﬁsobehi,rspo;eéné-s far-

‘makologicky p¥ijatelnym nosicem.

Zastupuje:
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”<CTTCTAATGTTTGATAGTTAAAGTATGTGTTATATTTGCTAATTTTCTTACTCTAAAGGA
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#94 1.

5 —TAAATCTATBACTACAAAAAACACATA—3'ECORI

CTTAAATCTATAACTACAAAAAACACATACAGGAATTCCATTCAAGAATAGTTCAAACAA
e O, S S Lo U e SR 966

3'~GAATTTAGATATTGATGTTTTTTGTGTATGTCCTTAAGGTAAGTTCTTATCAAGTTTGTT

1027

1087

1147

1207

1267

'GAAGATTACAAACTATCAATTTCATACACAATATAAACGATTAAAAGAATGAGATTTCCT

e o oo St it e 1026

~ MetArgPhePro 4

TCTATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCTGCTTCCTCCGCTTTAGCTGCTCCAGTCAACACT
e e o ST el — e Bommm e S wd—=—~——= 1086
AGATAAAAATGACGACAAAATAAGCGACGAAGGAGGCGAAATCGACGAGGTCAGTTGTGA
-SerIlePheThrAlaValLeuPheAlaAlaSexSerAlaLeuAlaAlaProValAsnThr 24

ACCACTGAAGATGAAACGGCTCAAATTCCAGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCTGATTTA
e ———— Fom e o e Fomm—mm Fomm———— o m—— 1146

'TGGTGACTTCTACTTTGCCGAGTTTAAGGTCGACTTCGACAGTAGCCAATGAGACTAAAT :
'ThrThrGluAspGluThrhlaGlnIleProAlaGluAlaValIleGlyTyrSerAspLeu 44

»GAAGGTGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCBTTTTCCAACTCCACCAATAACGGTTTATTG

et e i e e R IO PO pmimm—. 1206
CTTCCACTAAAGCTACAACGACAAAACGGTAAAAGGTTGAGGTGGTTATTGCCAAATAAC
GluGlyAspPheAspValAlaValLeuProPheSerAsnSexThrAsnAsnGlyLeuLeu 64

TTTATCAATACTACTATTGCCTCCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGTGTTTCTTTGGATAAA 266
------------ e et e e = -~ 1
AAATAGTTATGATGATAACGGAGGTAACGACGATTTCTTCTTCCACAAAGAAACCTATTT ‘

-PheIleAsnThrThrIleAlaSerIlehlahlaLysGluGluGlyValSerLeuAspLys -84

3'—CCACAAAGAAACCTATTT
, HlndIII T,
5" -TTGGTTGAAGCTTTGTACTTGGTTTGC
AGATTCGTTAACCAACACTTGTGCGGTTCCCACTTGGTTGAAGCTTTGTACTTGGTTTGC
s e Fo e o e —— tm———— 1326
TCTAAGCAATTGGTTGTGAACACGCCAAGGGTGAACCAACTTCGAAACATGAACCAAACG
ArgPheValAsnGlnHisLeuCysGlySerilisLeuValGluAlaleuTyzrLeuValCys 104
TCT GCAATTGGTTGTGAACACGCCAAGGGTGAACCAACTTCGAAACATGAACC ~57
C A #593 1 :
T . ATGTAGCCTTTGGT

e

T T  TGACGATGCT
CTTCGACTTCGACTTCGAG c A

, §3075 1 T G
 GGTGAAAGAGGTTTCTTCTACACTCCTAAG AGGTATTG-3"

1327

1387

GGTGAAAGAGGTTTCTTCTACACTCCTAAGGCTGCTAAGGGTATTGTCGAACAATGCTGT

CCACTTTCTCCAAAGAAGATGTGAGGATTCCGACGATTCCCATAACAGCTTGTTACGACA

«GlyGluArgGlyPhePheTyrThrProLysAlaAlaLysGlyI1eValGluGlnCysCys 124

ACCTCCATCTGCTCCTTGTACCAATTGGAAAACTACTGCAPCTAGACGCAGCCCGCAGGC s6
T e e o e ot e Fom e e itk S Lt |
TGGAGGTAGACGAGGAACATGGTTAACCTTTTGATGACGTTGATCTGCGTCGGGCGTCCG
ThrSerIleCysSerLeuTyrGlnLeuGluAsnTerysAsn*** .3’ ~GGGCGTCCG 138

Obr. 2a
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TCTAGAAACTAAGATTAATAThATTATATAAAAATATTATCTTCTTTTCTTTAT~3’
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AGATCTT’I‘GATTCTAATTATATTAATATATTTTTATAATAGAAGAAAAGAAATA—5‘
AGATCITTGATTCTAATT~5' .
T W2371 1

Obr. 2b
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