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Ve vodé rozpustné agregaty insulinovych derivatd charakterizované vétsi velikosti nez aldolasa,
farmakologické preparaty, farmakologicka smés &-zpﬁ'§65T€€5‘}.

OBLAST TECHNIKY

Prezentovany vynalez se tyka prodlouzeného piisobeni ve vodé rozpustnych agregati derivatd
lidského insulinu, derivatd lidského insulinu schopnych tvofit takové agregaty, farmaceutickych

prostiedki je obsahujicich a pouzivanych k 1é¢bé cukrovky.

DOSAVADNI STAV TECHNIKY

Cukrovka je obecny termin pro poruchy u osob se zvySenym vylu€ovanim moci jako pfi diabetes
mellitus a diabetes insipidus. Diabetes mellitus je metabolickd porucha, pfi které je snizena nebo
uplné ztracena schopnost utilizovat glukosu. Asi 2 % lidstva trpi cukrovkou.

Od objeveni insulinu v roce 1920 vede staly pokrok ke zlepSeni 1é€by diabetes mellitus. K
lepS§imu zabranéni extrémnich glykemickych hladin diabetici €asto praktikuji mnohonasobnou
injekéni terapii, kdy je insulin podavan s kazdym jidlem. Mnoho diabetikil je 1é¢eno nékolikrat
dennimi insulinovymi injekcemi v dieté zahrnujici jedenkrat nebo dvakrat denni injekce
zpomaleného insulinu k pokryti bazalni potieby doplnéné tabletovymi injekcemi rychle
pusobiciho insulinu k pokryti jidlem danych potieb.

Zpomalené insulinové prostiedky jsou dobfe znamy v technice. Jeden hlavni typ zpomalenych
insulinovych prostiedkil obsahuje injektabilni vodnou suspenzi insulinovych krystald nebo
amorfniho insulinu. V t&chto prostfedcich jsou typicky vyuZivanymi insulinovymi sloZkami
protoaminovy insulin, zinkovy insulin a protaminovy zinkovy insulin.

Kdy?z je lidsky nebo zvifeci insulin pfeveden do vysoce asociovanych forem napf. za piitomnosti
Zn* jontl, je vysledkem vysrazeni ve formé& krystald nebo amorfniho produktu (Brange,
Galenics of Insulin, pp. 20-27, Springer Verlag 1987). Tedy v pH 7 a pouZitim 6 Zn*'/hexameru
praseCiho insulinu je ve vysledku insulin skoro Gplné vysraZzen z roztoku (Grant, Biochem J. 126,
433-440, 1972). Nejrozpustnéjsi navrhované agregaty jsou sloZeny ze 4 hexametrickych
jednotek odpovidajici molekulové hmotnosti asi 144 kDa. Blundell et al. (Diabetes 21 (Suppl. 2),
492-505, 1972) popisuje rozpustnou jednotku porcinového insulinu za pfitomnosti Zn*" pti pH 7
jako hexamer. Pocatecni ultracentrifugadni studie pii pH 2 ukazuji jako b&zny druh insulinovy

dimer o M. hmtn. 12 kDa (Jeffrey, Nature 197, 1104-1105, 1963; Jeffrey, Biochemistry 5, 489-



498, 1966; Jeffrey, Biochemistry 5, 3820-3824, 1966). Fredericq, pracujici pfi pH 8 a pouzivajici
0,4 a7 0,8 % (hmotn.) Zn>* vzhledem k insulinu podava zpravu o molekulové hmotnosti 72 kDa
odpovidajici dodekamerické struktufe, a molekulové hmotnosti asi 200-300 kDa za pouziti 1%
Zn (Arch. Biochem. Biophys. 65, 218-228, 1956). Obsahly ptehled asociovanych stava zvifeciho
insulinu je popsan v Blundell et al. (Adv. protein Chem. 26, 297-330, 1972).

S pouzitim insulinovych suspenzi se spojuji jisté nevyhody. Tudiz pro zajisténi presného
davkovani musi byt insulinové &astice suspendovany homogenné opatrnym michanim pied
odebranim uréitého objemu suspenze z ampulek nebo vytladeni ze zasobniku. Pro skladovani
insulinovych suspenzi musi byt také teplotni limit omezengj§i nez pro insulinové roztoky , aby
bylo zabranéno tvofeni shlukd nebo koagulaci.

Zatimco se dfive véfilo, Ze protaminy jsou neimunogenni, ted’ se ukéazalo, ze protaminy mohou
byt imunogenni u lidi a Ze jejich pouziti pro medicinalni ucely miZe vést ke tvorbé protilatek
(Sanuel et al., Studies on the immunogenicity of protamines in humans and experimental animals
by means of a micro-complement fixation test, Clin. Exp. Immunol. 33, pp. 252-260 (1978)).
Také bylo objeveno, Ze protaminovy-insulinovy komplex je sam o sob& imunogenni (Kortz et
al, Circulating 1gG antibody to protamine in patients treated with protamine-insulins.
Diabetologica 25, pp. 322-324 (1983)). Proto se tedy musi néktefi pacienti vyvarovat uzivani
insulinovych prostredkd s prodlouzenym plsobenim obsahujici protaminy.

Jiny typ insulinovych prostfedki s prodlouzenym plsobenim jsou roztoky majici hodnotu pH
nize nez je fyziologicka hodnota pH, ze které bude insulin vysrazen se zvySenim hodnoty pH, pii
injektovani roztoku. Nevyhoda je, ze pevné insulinové Castice pusobi jako lokani drazdidlo
zpusobujici zanét tkan€ v misté injekce.

WO 91/12817 (Novo Nordisk A/S) objevuje rozpustné insulinové prostfedky s prodlouzenym
plisobenim obsahujici insulinové komplexy kobaltu (I1I). Prodlouzeni plisobeni téchto komplexi
je pouze prechodna a biologicka dosazitelnost je redukovana.

Rozpustné insulinové derivaty obsahujici lipofilni substituenty pfipojené k g-aminoskupiné
lysinovych rezidui ve viech pozicich od B26 do B30, coz bylo popsano napi. v WO 95/07931
(Novo Nordisk A/S), WO 96/00107 (Novo Nordisk A/S) a WO 97/31022 (Novo Nordisk A/S).
Takové derivaty maji prodlouzené plsobeni po podkozni injekci ve srovnani s rozpustnym
lidskym insulinem, a toto prodlouzené plsobeni bylo vysvétleno jako vratné navazani na
albumin v kiizi, v krvi a v povrchovych tkanich (Markussen, Diabetologia 39, 281-288, 1996;
Kurzhals, Biochem J. 312, 725-731, 1995; Kurzhals, J. Pharm Sciences 85, 304-308, 1996; and
Whittingham, Biochemistry 36, 2826-2831, 1997).
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Avsak ted’ byl objeven novy mechanismus prodluZovani pisobeni nékterych rozpustnych

insulinovych derivati. Novy mechanismus je zaloZen na &astené nebo uplné formaci
agregatovych  forem derivatd vyznaCujicich se vé&tSim rozmérem ne% aldolasa

(M.hmotn =158kDa) v definovaném gelovém filtra¢nim systému.

PODSTATA VYNALEZU

Exprese "insulinovych derivatd" zde pouZivané (a pribuzné exprese) se tykaji lidského insulinu
nebo jeho analogti, ve kterych je nejméng jeden organicky substituent vazan k jedné nebo vice
aminokyselinam.

"Analogem lidského insulinu", jak je zde pouZito, (a pfibuzné exprese) se mysli lidsky insulin,
ve kterém byla jedna nebo vice aminokyselin deletovana nebo nahrazena jinymi
aminokyselinami zahrnujicimi nekodované aminokyseliny, nebo lidsky insulin obsahujici
pfidatné aminokyseliny, to jest vice nez 51 aminokyselin.

Prezentovany vynalez je zalozen na objevu nové agregatové a rozpustné formy insulinovych
derivati. Nové rozpustné agregatové formy insulinovych derivatii disociuji pomalu po podkozni
injekci, coz je vhodné pro insulinové preparaty s prodlouzenym plisobenim a jejichz vyhodou je,
Ze preparat neobsahuje srazeniny. Vyhodami rozpustnych preparatd pred suspenzemi je vysoka
pfesnost davkovani bez michani ampulek nebo zasobnikd, davka pro tenci jehlu zpUsobujici
mensi bolest pfi injekci, leh¢i naplin ampulek nebo zéasobnikli a vyvarovani se kulicek
v zasobniku pouzivanych pro rozpusténi sraZenin za nepfitomnosti vzduchu.

Prezentovany vynalez se specielné tyka ve vodé rozpustnych agregatll insulinovych derivatd
charakterizovanych vétsi velikosti neZ aldolasa, lépe vétsi nez ferritin, jak bylo uréeno gelovym
filtraCnim systémem jak je zde specifikovano.

Agregaty podle vynalezu maji zejména jasny objem odpovidajici K., hodnoté mensi nez 0,32,
lépe mensi nez 0,2; jak bylo uréeno gelovou filtraci za pouZiti Sephacryl S-300 HR gel nebo K,
hodnoté mensi nez 0,5; lépe men3i nez 0,4; jak bylo uréeno gelovou filtraci za pouziti Superose
6HR gel.

Agregaty jsou lépe rozpustné pfi pH v rozmezi 6,8 az 8,5.

Nové agregatové formy mohou byt pozorovany pro insulinové derivaty mezi podminkami, kde je
existence hexamerli zndma pro vétsinu insulinG. V preferované podstaté jsou agregatové formy
tvofeny hexametrickymi jednotkami, nejméné 4, lépe 5 aZ 50, jedté lépe 5 az 200. Viechny
hexametrické jednotky agregatovych forem tohoto vynalezu mohou mit viechny znamé R, R3Ts

nebo T struktury (Karsholm, Biochemistry 28, 4427-4435, 1989).
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U substanci jako Zn*" a slougenin fenolu znamych stabilizaci hexamerickych jednotek byla také

nalezena schopnost stabilizace novych agregatovych forem nékterych insulinovych derivatd.

Stavebnimi bloky formujicimi agregaty mohou byt hexamerické jednotky zname z X-
paprskového krystalografického ur€eni struktur insulinu (Blundell, Diabetes 21 (Suppl.2), 492-
505, 1972). lonty jako Zn** znamé jako stabilizatory hexamerickych jednotek jako 2 nebo 4
Zn*'/hexamer komplexy (Blundell, Diabetes 21 (Suppl. 2), 492-505,1972), jsou nepostradatelné
pro formaci agregatd pro nékteré derivaty jako Lys"? (N° w-karboxyheptadekanoyl) des(B30)
lidského insulinu. Obr.2 ukazuje gelovou filtraci Lys®® (N® o-karboxyheptadekanoyl) des(B30)
lidského insulinu v systému zde popisujicim preparaty obsahujici 0, 2 a 3 Zn**/hexamer.
V nepfitomnosti Zn*" nejsou agregaty tvoreny, eluéni pozice uréuji pfitomnost monomeru nebo
dimeru. Agregaty podle vynalezu obsahuji nejméné 2 ionty zinku, lépe 2 az 5, zvIast€ 2 nebo 3
ionty zinku na 6 molekul insulinovych derivati. AvSak agregaty obsahuji pfiznivé nejméné 3
molekuly fenolovych slouenin na 6 molekul insulinového derivatu. V centralni dutiné 2

13 . . s .
B yazebna mista pro nejvice 3 Ca®" ionty

Zn*"/hexamerové struktury poskytuje 6 rezidui Glu

(Sudmeier et al., Science 212, 560-562, 1981). Pridavek Ca*'iontd stabilizuje hexamery a miZe

byt pfidan do farmaceutickych formulaci za podminek, ze jsou derivaty insulinu odstranény

z roztoku.

Pologas agregata tohoto vynalezu po podkozni injekci u lidi je stejny nebo delSi nez u preparatu

lidského insulinu NPH:

V zvlasté preferované podstaté prezentovaného vynalezu jsou agregaty slozeny z insulinovych

derivatt, které se vazi na albumin, ktery je nizsi nez Lys"> (N°tetradekanoyl)des(B30) lidského

insulinu.

Preferované primarni struktury insulinovych derivatd vyuzité v prezentovaném vynalezu jsou ty,

ve kterych jsou:

a) rezidua B24-B30 B-fetézce insulinovych derivatl v sekvenci Phe-X-X-X-X-X-X, kde kazde
X nezavisle reprezentuje viechny kodujici aminokyseliny nebo delece;

b) rezidua B25-B30 B-tetdzce insulinového derivatu je sekvence Phe-X-X-X-X-X, kde kazdé X
nezavisle reprezentuje vSechny kodujici aminokyseliny nebo delece;

c) rezidua B26-B30 B-fetézce insulinového derivatu je sekvence Tyr-X-X-X-X, kde kazdé X
nezavisle reprezentuje viechny kodujici aminokyseliny nebo delece;

d) rezidua B27-B30 B-fetézce insulinového derivatu je sekvence Thr-X-X-X, kde kazdé X
nezavisle reprezentuje viechny kodujici aminokyseliny nebo delece;

e) rezidua B28-B30 B-fetézce insulinového derivatu je sekvence Pro-X-X, kde kazdé X

nezavisle reprezentuje viechny kodujici aminokyseliny nebo delece; nebo



f) rezidua B29-B30 B-fetézce insulinového derivatu je sekvence Lys-X, kde kazdé X nezavisle
reprezentuje vSechny kodujici aminokyseliny nebo delece;

a zajiStuji, ze insulinové derivaty vykazuji silu nejméné 5 % jak je napfiklad stanoveno

zkouskou volnymi tukovymi butikami nebo afinitou k insulinovému receptoru.

Substituenty v lysinovych zbytcich insulinového derivatu agregovaného podle vynalezu jsou

zejména lipofilni skupiny obsahujici od 6 do 40 uhlikovych atoml. Vice preferovany jsou

substituenty, které maji acylové skupiny obsahujici od 6 do 40, lépe 12 az 36 uhlikovych atomd.

Nejvice preferovanymi substituenty ve formé acylovych skupin jsou: CHj;-(CH;),-CO-,

(COOH)-(CHy),-CO-, (NH;-CO)-(CH,),-CO-, HO-(CH,),-CO-, kde 4<n<38.

V jiném preferovaném predmétu tohoto vynélezu je lipofilni substituent 5-o. lithocholova

kyselina nebo 5-f lithocholova kyselina.

V jiném preferovaném predmétu tohoto vynalezu jsou lipofilnimi substituenty 5-oo nebo 5-f

isomery cholové kyseliny, hyocholové kyseliny, deoxycholové kyseliny, chenodeoxycholové

kyseliny, ursodeoxycholové kyseliny, hyodeoxycholové kyseliny nebo cholanikové kyseliny.

V jiném preferovaném predmétu je lipofilni substituent fusidova kyselina a derivaty fusidové

kyseliny nebo glycyrrhetinové kyseliny.

Vuz jiném preferovaném predmétu je lipofilni substituent spojen slysinovym zbytkem

pouzivajicim aminokyselinové spojeni. Podle tohoto predmétu je lipofilni substituent vhodné

spojen s lysinovym zbytkem pies y nebo a-glutamyl, nebo pres 3 nebo a-aspartyl, nebo ptes a-

amido-y-glutamyl nebo pres ai-amido-f-aspartyl.

Prezentovany vynalez kromé toho poskytuje nové insulinové derivaty schopné formovat

agregaty. Tyto insulinové derivaity mohou byt poskytovany ve formé agregatd ve

farmaceutickych preparatech nebo mohou byt alternativné poskytnuty v neagregatovych formach

ve farmaceutickych preparatech, v takovém piipadé se agregatové formy tvoii po podkozni

injekci zminénych preparati.

Stejné tak jde prezentovanému vynalezu o to, aby farmaceutické preparaty zahrnovaly agregaty

insulinovych derivatd nebo neagregitové insulinové derivaty, které formuji agregaty po

podkozni injekci.

Farmaceutické preparaty podle prezentovaného vynalezu zahrnuji agregaty, zejména velké

frakce, v kterych maji agregaty (nejlépe vice ne 75 %) vétsi velikost nez aldolasa jak je uréeno

gelovou filtraci za pouziti média preparatu jako eluentu.

V jiném predmétu je poskytovan farmaceuticky preparat zahrnujici oba, agregatovy a rychle

pusobici insulinovy analog, druhy preferovany lidsky insulin nebo insulinovy analog Asp®*



lidského insulinu, Lys®?®Pro®® lidského insulinu nebo des(B30) lidského insulinu. Takové
preparaty budou poskytovat rychli zatatek pasobeni a stejné tak prodlouzeny akeni profil.

V tomto ptipadé zahrnuji farmaceutické preparaty zejména agregatovy insulin a rychle pusobici
insulin v molarnim pomeéru 90:10 az 10:90.

Pomala disociace agregatovych forem miZe byt také zpomalen in vivo pfidavkem fyziologicky
akceptovatelného Cinidla, které zvysi viskozitu farmaceutického preparatu. Farmaceuticky
preparat podle vynilezu miize také zahrnovat ¢inidlo, které zvysi viskozitu, nejlépe
polyethylenglykol, polypropylenglykol, jejich kopolymery, dextrany a polyaktidy.
Farmaceutické preparaty také zahrnuji pufrovaci latky takové jako Tris, fosfat, glycin,
glycylglycin (nebo jiné povrchové aktivni latky) pufry, isotonicka Cinidla jako NaCl, glycerol,
manitol a laktosa, fenol a m-kresol jako pfisady. Spole¢né to jsou pomocné latky
farmaceutickych preparatd, chlorid sodny se pouziva jako isotonické Cinidlo, fenol jako
konzervacni latka, zvla§td ddlezitda pro podporu agregatd v pfipravé a tim efektivné
prodlouzenému Casu rozkladu v misté plsobeni. Farmaceutické preparaty podle vynalezu
zahrnuji zejména Na' ionty v koncentraci 10 az 150 mM.

Nejpreferovangjsi farmaceutické preparaty jsou preparaty obsahujici 0,1 az 2 mM insulinového
derivatu podle presentovaného vynalezu; 0,3 az 0,9 % Zn (hmtn. % vzhledem k insulinovému
derivatu) a fenolytické slogeniny jako je fenol nebo m-kresol nebo jejich smés v celkové
koncentraci 5 az 50 mM a Na' ionty v koncentraci 10 mM az 150 mM.

Prezentovany vynalez se také tyka metod 1é¢by diabetes mellitus poskytujici osobam, ktefi
potiebuji takovou lé&bu, efektivni mnoZstvi ve vodé rozpustnych agregatu insulinovych derivati
podle vynalezu nebo efektivni mnoZzstvi insulinového derivatu podle vynalezu schopného
formovat ve vodé rozpustné agregaty po podkozni injekci.

Insulinové derivaty tohoto vynalezu mohou byt pfipraveny obecnymi metodami popsanymi
v WO 95/07931 (Novo Nordisk A/S), WO 96/00107 (Novo Nordisk A/S), WO 97/31022 (Novo
Nordisk A/S), PCT aplikace & DK97/00296 (Novo Nordisk A/S), EP 511 600 (Kurakay Co.
Ltd.) a EP 712 862 (Eli Lilly). Derivaty vtabulce 2 byly pfipraveny selektivni acylaci e-
aminoskupiny Lys B2 4es(B30) lidského insulinu pomoci ligandd aktivovanych ve formé
prislusnych esterti N-hydroxysukcinamidu. Konjugované estery mohou byt pfipraveny pouzitim
konvenéni peptidové chemie (obr.4).

Nekteré derivaty jsou uvedené ve vyse zminénych patentovych aplikacich a jsou popsany
v publikacich Markussen, Diabetologia 39, 281-288, 1996, Kurzhals, Biochem. J. 312, 725-731,
1995: Kurzhals, ] Pharm. Sciences 85, 304-308, 1996; a Whittingham, Biochemistry 36, 2826-

2831, 1997, jak je prodlouzeno plisobeni nasledkem albuminového vazebného mechanismu, 2
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tvofi skupinu schopnou tvofit vysokomolekularni rozpustné agregaty v souladu s prezentovanym
vynalezem. Lys®*(NF lithocholyl-y-Glu) des(B30) lidského insulinu z WO 95/07931 a Lys®*(N°
o-karboxyheptadekanoyl-) des (B30) lidského insulinu zWO 97/31022 jsou piiklady
insulinovych derivatd schopnych tvorby vysokomolekularnich rozpustnych agregatd
v neutralnim pH. Zde je selektivita mezi lipofilnimi substituenty v jejich schopnosti indukovat
tvorbu agregati. Dva isomery Lys®(N° lithocholyl-y-Glu) des(B30) lidského insulinu a
Lys®(N® lithocholyl-o-Glu) des(B30) lidského insulinu jsou pouze prvnimi formami agregatt

pouzitych ve vyjadfeni v tabulce 1.

PREHLED OBRAZKU NA VYKRESECH

Obr.1. Kalibra¢ni kiivka Kav hodnoty proti molekulové hmotnosti v gelovém filtraénim systému
pouzivajicim kolonu Sephacryl S-300 HR ve vodném neutralnim eluentu obsahujicim 125 mM
chlorid sodny a 20 mM fosfore¢nan sodny pH 7,4. Je pozorovana pocateni linearni zavislost
mezi Kav a logaritmem molekulové hmotnosti. Standardy jsou uvedeny v tabulce 1.

Obr.2. Gelova filtrace Lys"*(N® o-karboxyheptadekanoyl-) des (B30) lidského insulinu ma 0,2 a
3 Zn*'/hexamer pouzivajici kolonu Sephacryl S-300 HR ve vodném neutralnim eluentu
obsahujicim 125 mM chlorid sodny a 20 mM fosfore¢nan sodny pH 7,4 ukazujici diilezitost Zn**
pro tvorbu agregati pro tyto derivaty. Kolona 28 x 1 cm je eluovana rychlosti 15 ml/h.
Insulinové derivaty byly injektovany (200ul) jak standardni preparaty obsahujici 600 uM
derivatu: 0.2 nebo 3 Zn*'/6 molekul insulinu, 20 mM NaCl, 16 mM fenol, 16 mM m-kresol, 7
mM fosfore¢nan sodny pii pH 7,5.

Obr.3. Gelova filtrace Lys®(N® o-karboxyheptadekanoyl-) des (B30) lidského insulinu
majiciho 3 Zn*'/hexamer pouzivajici kolonu Sephacryl S-300 HR ve vodném neutralnim eluentu
obsahujicim 5 mM sodium fosfatovy pufr pH 7,5; 10 mM chlorid sodny, 16 mM fenol, 16 mM
m-kresol a 1,6% (hmotn./obj.) glycerol. Ve srovnani s obr. 2 objasnuje dilezitost koncentrace
chloridu sodného pro tvorbu agregati tohoto derivatu.

Obr.4. Schéma syntézy konjugovanych ligandu.

PRIKLADY PROVEDENI VYNALEZU

Agregatové formy jsou demonstrované gelovou filtraci pouzivajici gel s limitem do 1 500 kDa
pro globularni proteiny a do 400 kDa pro linearni dextrany. Vodny neutralni pH sytém je pouZzit

v gelové filtraci a insulinové derivaty v agregatové formé jsou aplikovany do kolony ve formé



farmaceutickych preparatd v koncentraci 600 nmol insulinu/ml. Agregatové formy insulinovych
derivatd jsou eluovany pted aldolasou, ktera ma molekulovou hmotnost 158 kDa.

Gelovy filtratni experiment pouZivaji podminky popsané vtéto sekci je fizen fyzikalné
chemickymi metodami k odhaleni potencionalnich agregatovych forem insulinovych derivatu.
Rozklad po podkozni injekei v prasatech ukazuje kombinaci albuminové vazby a polymera¢nich
vlastnosti insulinového derivatu vedle riznych biologickych faktort.

Tvorba vysokomolekularnich rozpustnych agregati je demonstrovana gelovou filtraci
pouzivajici kolonu Sephacryl S-300 HR ve vodném neutralnim eluentu obsahujicim 125 mM
chlorid sodny a 20 mM fosfore¢nan sodny pH 7,4. Tento pufrovaci systém byl vybran
k napodobeni iontové sily a pH tkani, aby byl schopen detekovat derivaty agregované
podminkach podobnych tém po podkoznim vpraveni. Evidentn€ v jiném pufrovacim systému
majici nizi koncentraci chloridu sodného nebo nizsi nebo vyssi pH hodnotu nemusi se derivaty
vyskytovat v agregované formé. Aviak, kdyz ma byt posouzen aktualni stav agregati ve
farmaceutickych preparatech je médium preparatli, zejména Zn*", ktery vaze insulin, pouZito
jako eluent pro gelovou filtraci.

Kolona 28 x 1 cm je eluovana rychlosti 15 ml/h. Insulinové derivaty byly injektovany (200pl)
jako standardni ptipravky obsahujici 600 uM derivatu, 200 nebo 300 pM Zn*", 20 mM NaCl
(nebo rizné), 16 mM fenol, 16 mM m-kresol, 7 mM fosfatovy pufr pH 7,5.

Omezeny limit Sephacryl S-300 HR je ur&en vyrobcem Pharmacia, jako molekulova hmotnost

1 500 kDa pro globularni proteiny a 400 kDa pro linearni dextrany. V praxi eluce rozpustnych

latek rozdilné velikosti je charakterizovano dostupnym objemem jak Kav hodnotami:

Kav=(Ve-Vo)/(V1-Vo)
kde Vg je eludni objem, Vo je nulty objem, napf. lu¢ni objem modrého dexranu, Vr je celkovy
objem. K v hodnota je nezavisla na rozméru kolony. V tomto systému je aldolasa (M.hmotn.158
kDa) eluovana pri Kav asi 0,32, albumin (M.hmotn. 67 kDa) pti Kav asi 0,38; a monomericka
forma insulinu (M.hmotn. 6 kDa) s Kay asi 0,71. Kalibrace kolony pouziva sérii standardi
molekulové hmotnosti vyskytujicich se v linearni zavislosti mezi Kav a logaritmem molekulové

hmotnosti obr. 1.

Tabulka 1. Kav hodnota, albumin vazebné konstanty a poloas rozkladu asociovanych
insulinovych derivatd vétSich nez aldolasa (Mhmotn. 158 kDa), neasociované insulinové
derivaty mensi nez aldolasa a standardy pouzivané jako markery molekulove velikosti. Albumin

vazebné konstanty a polotas rozkladu v prasatech byly normalizovany na pouziti Lys"®(N*



tetradekanoyl-) des (B30) lidského insulinu jako referentni slouceny. Rozklad Tss pro NPH
insulin v prasatech byl méfen 10,5 hodiny (Markussen et al. 1996).

Slouceniny Kav Albumin Rozklad
vazebna K Tso%, (h)
(mol/1)’!

Asociované derivaty lidského insulinu tvorici

agregaty vétsi nez aldolasa**

Lys®”(N® lithocholyl-y-Glu-) des (B30) 0,04* 0,3x10° 22,8
Lys®”(N° o-karboxyheptadekanoyl) des(B30) 0,05 25x10° 18,7
Lys®”(N* o-karboxynonadekanoyl) des(B30) 0,04 36x10° 21,9
Lys®(N° cholesteryloxykarbonyl) 0,00

Neasociované derivaty lidského insulinu

tvorici agregaty mensSi nez aldolasa**

Lidsky insulin*** 0,61 0 )
Lidsky insulin (bez zinku) 0,72

Lys®™(NF lithocholyl) (bez zinku) 0,74

Lys®®(N® dekanoyl) *** 0,67 0,06x10° 5,1
Lys"”(N® tetradekanoyl) des(B30) 0,51 1,0x10° 14,3
Lys™(N* lithocholyl-a-Glu-) des(B30) 0,53 0,3x10° 11,8
Standardy****

B9Asp, B27Glu lidsky insulin (monometricky, 0,71 0 (1)
M. hmotn 6 kDa)

Ribonukleasa (M.hmotn. 13,7 kDa) 0,63

Albumin (M.hmotn. 67 kDa) 0,38

Aldolasa (M.hmotn. 158 kDa) 0,32

Katalasa (M.hmotn. 232 kDa) 0,30

Ferritin (M.hmotn. 440 kDa) 0,19

Thyroglobulin (M.hmotn. 669 kDa) 0,08

*75 % derivati je eluovano v hlavnim piku a 25 % v pozici monomeru nebo dimeru.

**Aplikovano 200 pl vzorku jako farmaceutického preparatu obsahujiciho 600 pM derivatu, 200 uM Zn**, 0 az 20
mM chloridu sodného, 7 mM fosfore¢nan sodny, 16 mM fenol, 16 mM m-kresol. 1,6% glycerol a pH 7.5.

**%Scjng jako **, ale 300 pl Zn*'.

****Standardy aplikovany rozpusténé ve vodé.
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Piiklady insulinovych derivatd schopnych tvofit rozpustné vysokomolekularni agregaty a

majicich prodlouZené plsobeni zaloZeném na zejména na téchto vlastnostech jsou Lys®®(N°
lithocholyl-y-Glu-) des (B30) lidského insulinu v tab.1. Zejména pomér mezi polo¢asem rozpadu
a albumin vazebnou konstantou je vysoky pro tuto tfidu slouCenin. Pfiklady insulinovych
derivatd neschopnych tvofit rozpustné vysokomolekularni agregaty, ale majich prodlouzené
pusobeni zaloZené na albumin vazebnych vlastnostech jsou Lys®?(N® lithocholyl-y-Glu-) des
(B30) lidského insulinu a Lys"*’(N® -tetradekanoyl-) des (B30) lidského insulinu, tab.1. Zejména
pomér mezi polofasem rozkladu a albumin vazebnou konstantou je pro tuto tfidu sloucenin
nizky.

VWO 97/31022 a farmaceutické pripravé Lys®”(N°  w-karboxyheptadekanoyl) des(B30)
lidského insulinu byl formulovan obsah 600 nmol/ml derivatu, S mM sodium fosfatového pufru
pH 7,5; 10 mM chlorid sodny, 16 mM fenol, 16 mM m-kresol, 2 az 3 Zn**/hexamer a 1,6 %
(hmotn./obj.) glycerolu. Ke stabilizaci stupné agregace v této formulaci byla gelova filtrace
provedena pouzitim stejné kolony, jak je popsano vyse, ale s pouzitim média preparatu jako
eluentu. Zn®* jsou vétinou insulin vazné a proto nejsou brany za zakladni slozku média.
Zatimco eluent obsahuje fenolové latky, koncentrace derivatu ve frakcich je monitorovana
HPLC, obr.3. Kav hodnota okolo 0,45 ukazuje, ze hexamerické nebo dodekamerické jednotky
v preparatech prevazuji, napf nevysokomolekularni agregaty insulinovych derivatd byly
prezentovany v publikovanych formulacich.

K méfeni zplsobilosti insulinovych derivati tvoficich rozpustné vysokomolekularni agregaty
byly vyvinuta alternativni metoda vhodna pro HPLC vybaveni. Rozméry kolony, injek&ni objem
a priitokova rychlost koresponduje s prvni metodou, kde teplota vzrostla na 37 °C a fosfatovy
pufr byl vyménén trishydroxymethylaminomethan hydrochloridem a pfidan chlorid sodny.
Agregatové formy insulinu jsou eluovany pred aldolasovymi standardy gelové filtrace jako
v prvni metodé.

Kav hodnoty jsou ukazany pro dvé hladiny zinku v tabulce 2. Srovnani s referenci, LysP?(N°
tetradecanoyl-) des(B30) insulinu, ¢asové dlouhé Cerpani z podkozni zasoby je v souladu

s tendenci insulinového derivatu tvorit velké agregaty.
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Tabulka 2. Agregaty insulinovych derivati méfené metodou gelové filtrace 2.

Kav (Superose 6HR)® | Albumin. | Rozklad u
vazba prasat !
Slougeniny 27016 | 3Zn*'/6 Kass Tsow(h)
ins ins (10°M™h
Lys®?(NF lithocholoyl-y-Glu-) des (B30) HI 0,00 -0,01 0,33 22,8
Lys®*(N® deoxycholoyl-y-Glu-) des (B30) HI 0,20 0,07 0,03 13,9
Lys®?(NF lithocholoyl-ai-amido-y-Glu-) des -0,02 0,00 0,23 >34
(B30) HI
Lys®(N" lithocholoyl-B-Asp-) des (B30) HI 0,18 0,11 n.d. n.d.
Lys®®(N" lithocholoyl-B-Ala-) des (B30) HI 0,00 0,13 n.d. n.d.
Lys®?(N* lithocholoyl-y-aminobutanoyl-) des 0,06 0,00 nd. n.d.
(B30) HI
Lys®®(N* lithocholoyl -) des (B30) HI -0,01 0,23 0,38 >34
LysP?(N® dehydrolithocholoyl) des (B30) HI 0,05 0,03 0,26 >34
Lys®®(N® cholanoyl) des (B30) HI 0,40 0,17 0,48 20,1
Lys"”(N® hexadekanoyl-o-amido-y-Glu-) des 0,38 0,41 0,56 15,3
(B30) HI1
Asp™'Lys®?(N'tetradekanoyl-)des (B30) HI 0,55 0,46 0,97 16,4
Lys"”(N°tetradekanoyl-)des (B30) HI 0,58 0,56 1,00 14,3
Lidsky insulin, (HI) 0,64 0,64 - 2
Standardy
AspBS'Glu827 HI (monomer, M. hmotn. 6 kDa 0,73
Ribonukleasa (M.hmotn. 13,7 kDa) 0,72
Ovalbumin (M.hmotn. 43 kDa) 0,58
Aldolasa (M.hmotn. 158 kDa) 0,50
Ferritin (M.hmotn. 440 kDa) 0,40
Thyroglobulin (M.hmotn. 669 kDa) 0,28

DVztazena na Lys®(Ntetradekanoyl-) des (B30) lidského insulinu (Tsw,=14.3 h)
2’Superose 6 HR 10/30 (Pharmacia Biotech) je eluovana pii 37°C chloridem sodnym 140 mM.
trishydroxymethylaminomethan 10 mM, azid sodny 0,02% a kyselina chlorovodikové do pH 7.4. Doba analyzy 90

min. (0.25 ml/min.) je nasledovana promyvaci periodou 150 min. (0,5 ml/min.). Injek¢ni objem je 200 pl.
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PATENTOVE NAROKY

. Ve vodé rozpustné agregaty insulinovych derivatd charakterizované vét§i velikosti nez

aldolasa, jak bylo stanoveno gelovym filtralnim systémem a specifikovano vyse.
Agregat podle naroku 1 charakterizovany vétsi velikosti nez ferritin, jak bylo stanoveno

gelovym filtragnim systémem a specifikovano vyse.

. Agregat podle naroku 1 majici definovany objem odpovidajici Kav hodnoté mensi nez 0,32;

1épe 0,2; jak bylo stanoveno gelovou filtraci za pouziti Sephacryl S-300 HR gel.

Agregat podle naroku 1 majici definovany objem odpovidajici Kav hodnoté mensi nez 0,50;
1épe mensi nez 0,40, jak bylo stanoveno gelovou filtraci pouzivajici Superose 6HR gel..
Agregat podle n&kterého z narokd 1 az 4 charakterizovany rozpustnosti pti pH 6,8 az 8,5.
Agregat podle nékterého z narokil 1 az 5 slozeny v podstaté z hexamerickych podjednotek
insulinovych derivati.

Agregat podle naroku 6 slozeny nejméné ze 4, lépe z 5 az 50, jeste lépe z 5 az 200 spojenych
hexamerickych podjednotek.

Agregat podle nékterého z naroku 1 az 7 obsahujici nejméné 2 zinkové ionty, lépe 2 aZ 5
zinkovych iontd, jedté 1épe 2 az 3 zinkovych iontd na 6 molekul insulinového derivatu.
Agregat podle n&kterého z naroki 1 az 8 charakterizovany nejméné 3 molekulami fenoloveé
slougeniny na 6 molekul insulinového derivatu.

Agregat podle nékterého z narokid 1 az 9 majici poloCas rozkladu po podkozni injekci podané
tlovéku stejné dlouhy nebo delsi nez u preparatu lidského insulinu NPH.

Agregat podle nékterého z narokl 1 az 10, ve kterém jsou insulinové derivaty vazané
k albuminu a jsou niz§i nez LysBzg(W-tetradekanyl)des(B30) lidského insulinu

Agregat podle nékterého z narokd 1 az 11, ve kterém rezidua B24-B30 fetézce B
insulinového derivatu je sekvence Phe-X-X-X-X-X-X, kde kazdé X nezavisle reprezentuje
viechny aminokyseliny nebo delece a nejméné jedno X je Nf-substituovany lysinovy zbytek.
Agregat podle nékterého z narokd 1 az 12, ve kterém rezidua B25-B30 fetézce B
insulinového derivatu je sekvence Phe-X-X-X-X-X, kde kazdé¢ X nezavisle reprezentuje
viechny aminokyseliny nebo delece a nejméné jedno X je N*-substituovany lysinovy zbytek.
Agregat podle nékterého z narokd 1 az 13, ve kterém rezidua B26-B30 fetézce B
insulinového derivatu je sekvence Tyr-X-X-X-X, kde kazdé X nezavisle reprezentuje

viechny aminokyseliny nebo delece a nejméné jedno X je N'-substituovany lysinovy zbytek.
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Agregat podle n&kterého z narokl 1 aZ 14, ve kterém rezidua B27-B30 fetézce B

insulinového derivatu je sekvence Thr-X-X-X, kde kazdé X nezavisle reprezentuje vSechny
aminokyseliny nebo delece a nejméné jedno X je N®-substituovany lysinovy zbytek.
Agregat podle nékterého z narokd 1 az 15, ve kterém rezidua B28-B30 fFetézce B
insulinového derivatu je sekvence Pro-X-X, kde kazdé X nezavisle reprezentuje vSechny
aminokyseliny nebo delece a nejméné jedno X je N®-substituovany lysinovy zbytek.
Agregit podle nékterého z narokd 1 az 16, ve kterém rezidua B29-B30 fetézce B
insulinového derivatu je sekvence Lys-X, kde kazdé X reprezentuje vSechny aminokyseliny
nebo delece.
Agregat podle nékterého z naroki 12 az 17, ve kterém je substituentem na lysinovém zbytku
lipofilni skupina obsahujici 6 az 40 uhlikovych atoma.
Agregat podle naroku 18, ve kterém je substituentem acylova skupina majici 6 az 40, lépe 12
az 36 atomt uhliku.
Agregat podle naroku 19, ve kterém je acylovou skupinou CH;3-(CH2)n-CO-, kde 4<n<38.
Agregat podle naroku 19, ve kterém je acylovou skupinou (COOH)-(CH2)n-CO-, kde
4<n<38.
Agregat podle naroku 19, ve kterém je acylovou skupinou (NH,-CO)-(CH)n-CO-, kde
4<n<38.
Agregat podle naroku 19, ve kterém je acylovou skupinou HO-(CH,)n-CO-, kde 4<n<3S$.
Agregat podle naroku 19, ve které je lipofilnim substituentem 5-ot lithocholova kyselina nebo
5-f lithocholova kyselina.
Agregat podle naroku 19, ve kterém jsou lipofilnim substituentem 5-a. nebo 5-B isomery
cholové kyseliny, hyoholové kyseliny, deoxycholové kyseliny, aminodeoxycholové
ursedeoxycholové kyseliny, hyodeoxycholové kyseliny a cholanikové kyseliny.

Agregat podle naroku 19, ve kterém je lipofilni substituent 5-o. nebo S-B isomer
dehydrolithocholové kyseliny.
Agregat podle naroku 19, ve kterém je lipofilni substituent fusidova kyselina a jeji derivaty a
glycerrhetinova kyselina.
Agregat podle naroku 19 az 27, ve kterém je acylova skupina navazana na lysinovy zbytek
pouzivajici aminokyselinu jako vazbu.
Agregat podle naroku 28, ve kterém je aminokyselinové spojeni tvofeno a-glutamylovou

nebo y-glutamylovou vazba nebo B- nebo a-aspatylovou vazbou.
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Agregat podle naroku 28, ve kterém je aminokyselinové spojeni tvofeno y-

aminobutanoylovou vazbou, B-alanylovou vazbou, o-amido-y-glutamylovou vazbou nebo o-
amido-B-aspartylovou vazbou.

Nové insulinové derivaty schopné tvofit agregity podle viech pfedchozich naroka.
Farmaceutické preparity vyznalujici se tim, Ze obsahuji agregaty insulinovych derivatd
podle jednoho z narokd 1 aZ 30.

Farmaceuticky preparat podle naroku 32 vyznalujici se tim, Ze obsahuje agregity podle
narokt 1 aZ 30, kterych je vétsina, lépe vice nez 75 % vétsich ne aldolasa, jak bylo uréeno
gelovou filtraci pouzivajici médium preparatu jako eluent.

Farmaceutickd smés vyznaCujici se tim, Ze obsahuji agregované insulinové derivaty a rychle
plsobici insulinové analogy a tim druhym je nejlépe lidsky insulin nebo Asp®® lidsky
insulin, Lys®**Pro®? lidského insulinu nebo des(B30) lidského insulinu.

Farmaceuticky preparat podle ndroku 34 vyznadujici se tim, e molarni pomér agregovaného
insulinu k rychle pisobicimu insulinu je 90:10 az 10:90.

Farmaceutickd smés podle n&kterého z narokt 32 az 35 vyznadujici se tim, Ze obsahuje
Cinidla, které zvySuji viskozitu, nejlépe polyethylenglykol, propylenglykol, jejich
kopolymery, dextrany a polyaktidy.

Farmaceuticka smés podle nékterého z narokl 32 az 36 vyznaCujici se tim, Ze obsahuje
pufrovaci latku, nejlépe TRIS, fosfatovy nebo glycinovy pufr.

Farmaceuticky preparat podle nékterého z narokti 32 a2 37 vyznadujici se tim, Ze obsahujici
povrchove aktivni pufrovaci latku, nejlépe glycylglycin.

Farmaceuticky preparat podle nékterého z narokd 32 az 38 vyznaCujici se tim, Ze obsahuje
izotonické Cinidlo, nejlépe NaCl, glycerol, manitol nebo laktosu.

Farmaceuticky preparat podle nékterého z narokd 32 as 39 vyznalujici se tim, Ze obsahuje
Na' ionty v koncentraci 10 a% 150 mM.

Farmaceuticky preparat podle nékterého z narokd 32 az 40 vyznacujici se tim, Ze obsahuje
fenolové nebo m- kresolové prisady.

Farmaceuticky preparat vyznatujici se tim, Ze obsahuje 0,1-2 mM insulinového derivatu
podle naroku 31; 0,3-0,9 % Zn (hmotn. % k insulinovému derivatu), a fenolové slouceniny
Jako fenol nebo m-kresol nebo jejich smés v totalni koncentraci 5 az 50 mM, a Na' ionty
v koncentraci 10 mM az 150 mM.

Zplsob léCeni diabetes mellitus registrovanych osob s potiebou takové lécby vyznadujici se
tim, Ze pouziva v efektivnim mnoZstvi ve vodé rozpustnych agregatd podle nékterého

z naroku 1 az 30.
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44. Zpasob léZeni diabetes mellitus, ktery poskytuje se osobam s potfebou takové 1éCby

pouzivajici efektivnim mnoZstvi ve vodé rozpustnych agregatl podle naroku 31 vyznalujici

se tim, Ze schopny formovat ve vodé& rozpustné agregaty po podkozni injekci.
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Fig. 4
N-hydroxysukcinimid

OH  N,N’-dicyklohexylkarbodiimid

o) Tetrahydrofuran, 0 °C, 1h, RT, 16h

OH

CH,CH,COOH

i A
O—N H,N  COOtBu
o Diisogropy!ethyiamin.
(®) N,N-dimethylformamid' , RT, 3h
OH '

O-(N-sukcinimidyl)-
FI* . 1,1,3,3-tetramethyluronium
N COOQCtBu tetrahydrofluoroborat

CH.,CH.COOH Diisapropylethylamin.
© 2O Tetrahydrofuran-, RT, 4h

OH

H
, Des (B30) HI
N COOtBu e} acetonitril/voda,
I pH 10,15°C, 121
O—N 2. TFA, RT, 1h
0
OH o

LysB29(Ne-lithacholoyl-y-Glu-) des(B30) HI
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