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Analogy inzulinu, zpusob jejich pfipravy a farmaceutické

pfipravky obsahujici tyto analogy

Oblast techniky

Pfedkladany vynalez se tyka analogl inzulinu, které
projevuji zvySené schopnosti vazat zinek, a také komplexu
inzulinu se zinkem, které ve.srovnéni s humannim inzulinem
maji opoZdény profil G&inku. Dale se vynalez tyka zpusobu
ptipravy téchto analogh a Jejich pouZiti zejména Ve
farmaceutickych pfipravcich k léceni Diabetes mellitus

I. a II. typu.

Dosavadni stav techniky

Celosvétové trpi onemocnénim Diabetes mellitus asi 120
miliont 1idi. 2 toho asi 12 miliona 1lidi trpi diabetem
I. typu, pEicemZ pro tyto diabetiky pfedstavuje Vv souCasné
dobé& jedinou moZnou terapii substitu&ni 1lé&ba nahrazujici
chybéjici endokrinni sekreci. PostiZeni lidé jsou
celoZivotné, zpravidla nékolikrat denné, zavisli na
inzulinové injekci. Ve srovnani s tim diabetes II. typu
neznamend zasadni nedostatek inzulinu, av3ak presto v mnohych
ptipadech, zejména V pokro&ilém stédiu, 1é&eni inzulinem,
pfipadné v kombinaci s peroralnimi antidaibetiky, pfedstavuje
u&innou formu terapie.

U zdravych jedinch je uvolilovani inzulinu =z pankreatu
pfisné svazano s hladinou glukézy Vv krvi. zvySenid glykémie,
ke které dochazi po jidle, Je urychlen& kompenzovana

odpovidajicim zvySenim sekrece inzulinu. V la&ném stavu klesa



hladina inzulinu v plazmé na pazalni hodnotu, kterd Jje
dostate&na k tomu, aby bylo zajisténo kontinualné& zasobovani
glukdézou organd a tkani vnimavych Kk ‘jnzulinu a pritom
produkce glukdézy Vv jatrech byla v noci udrZovana na nizké
Grovni. Nahrada télu vlastni sekrece inzulinu exogennim
inzulinem, vét3inou dodavanym subkutanni injekci, se vS3ak
kvalitou zpravidla neptibliZuje vySe popsané fyziologické
regulaci krevni glukdzy. Gasto dochazi k vychyleni hladiny
glukézy krvi smérem dold nebo nahoru, co? se Vv téidich
pfipadech miZe stat faktorem ohroZujicim Zivot. Kromé& toho po
l1éta zvyZend hladina krevni glukdézy bez poléatecnich pfiznakl
pfedstavuje zvy§ené zdravotni riziko. Rozsahlad studie DCCT
v USA (The Diabetes Control and Complications Trial Research
Group, 1993, N. Engl. J. Med. 329: 977-986) jasné‘ukézala, Ze
chronické zvySeni glykémie Je vyznamnd zodpovédné za rozvo]
pozdnich diabetickych po3kozeni. Tato pozdni diabetické
podkozeni pfedstavuji mikro- a makrovaskularni podkozeni,
ktera se manifestuji Jjako rfizné retino-, nefro- a nebo
neuropatie vedouci k oslepnuti, selhéni ledvin a ztraté
kon&etin, a Jjsou spojeny se zvySenym rizikem srdecnich
a obdhovych onemocnéni. Z vySe uvedeného je zfejmé, Ze
terapie diabetu musi v prvni Fadé& byt zacilena na to, aby
pyla udrZena hladina krevni glukdzy ve fyziologickych mezich.
Podle konceptu intenzivni inzulinové terapie je toho dosazZeno
pomoci injekci rychle a pomalu pusobicich inzulinovych
pripravkua aplikovanych nékolikrat denné. Rychle pusobici
pfipravky se podéavaji souéasné's jidlem, aby se vyrovnal
postprandidlni  vzestup krevni glukdézy. Pomalu pusobici
ptipravky se podavaji k udrZeni zdkladniho p¥isunu inzulinu,
zejména k zabezpeleni pfes noc, aniZ by doslo k hypoglykémii.

V soulasnosti uZivané zédkladni inzulinové pfipravky tyto

poZadavky spliuji jen nedokonale. Zejména - Casto uZivané-
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NPH-inzuliny projevujil vyznamné maximum udinnosti a piitom
naji kratkodoby u&inek. To piti velerni aplikaci pfinasi
nebezpedi noéni hypoglykémie a ranni hyperglykémie.

7 Evropského patentu EP 0 821006 Jjsou znamy analogy
inzulinu se zvySenou schopnosti vazat zinek, které maji ve
srovnani s humannim inzulinem prodlouZeny profil uc¢inku. Tyto
analogy se 1isi od humanniho inzulinu zménou aminokyseliny
v pozici A21 fetézce A a adici histidinovych zbytkl nebo
peptidu s 2 aZ 35 aminokyselinovymi zbytky, v nich? je 1 aZ S

histidinovych zbytkl, na pozici B30 v retédzci B inzullnu.

Podstata vynédlezu

Cilem predkléadaného vynalezu bylo pripravit dalsi nové
~analogy (analogy huménniho nebo zvifeciho inzulinu), které
maji zvySenou schopnost vazat zinek, vytvareji stabilni
komplex obsahujici hexamer inzulinovych analogi a zinku,
a jeho vyhodné pouziti pro subkutanni injekce, které ve
srovnani s humannim inzulinem maji opoZdény profil ucinku,
co3 umoifiuje zlepdit terapii Diabetes mellitus I. a II. typu.

Analogy inzulinu Jsou odvozeny =z inzulinu pfirodniho
plvedu, zejména humanniho inzulinu (sekvence id. ¢&. 1:
fetdzec A humanniho inzulinu, sekvence id. &. 2: fetézec B
humanniho inzulinu) nebo zvifeciho inzulinu budto substituci
nebo deleci alesponl jednoho pfirozené se vyskytujiciho
aminokyselinového zbytku a/nebo adici alespon jednoho
pfirozené se vyskytujiciho aminokyselinového zbytku v fetézci

A a/nebo fetézci B pfirozené se vyskytujiciho inzulinu.
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Vynalez poskytuje analodg inzulinu, nebo jeho

fyziologicky pEijatelnou stl, ktery ma vzorec (I):

S S

(A1-A3)-Cys-Cys-R8-RS-R10-Cys-Ser-Leu-R14-(A15-A1 g)-Cys-R21

S

|
\ {(I)

Cys-(B20-829)-R30

(B8-B18)

Z-R1-R2-R3-R4-His-Leu-Cys

kde
(A1-A5) znamena aminokyselinové zbytky v pozicich Al aZ A5
v Fetdzci A huménniho (viz sekvence id. &. 1) nebo zvifeciho

inzulinu,

(A15-A19) znamena aminokyselinové zbytky Vv pozicich AlS aZ
A19 v Fetdzci A huménniho (viz sekvence id. &. 1) nebo
zvi¥eciho inzulinu, |

(B8-B18) znamena aminokyselinové zbytky Vv pozicich B8 aZ Bl3
v Fetdzci B humanniho (viz sekvence id. &. 2) nebo zvifeciho
inzulinu,

(B20-B29) znamena aminokyselinové zbytky Vv pozicich B20 az
B29 v fetdzci B huménniho (viz sekvence id. ¢&. 2) nebo
zviteciho inzulinu,

R8 je Thr nebo Ala,

R9 je Ser nebo Gly,

R10 je Ile nebo Val,

R14 je Tyr, His, Asp nebo Glu,

R21 je Asn, Asp, Gly, Ser, Thr, Ala, Glu nebo Gln,
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"Rl je libovolny geneticky kédovatelny aminokyselinovy
zbytek, nebo neni piitomen, nebo je to atom vodiku,

R2 je VAl, Ala nebo Gly,

R3 je Asn, His, Glu nebo Asp,

R4 je Ala, Ser, Thr, Asn, Asp, Gln, Gly nebo Glu,

R30 je libovolny geneticky kédovatelny aminokyselinovy zbytek
nebo -OH, '
Z je atom vodiku nebo peptidovy zbytek obsahujici 1 aZ 4
geneticky kédovatelné aminokyselinové zbytky, 2z nichZ 1 az 4
jsou histidinove zbytky (His),

pticemZ piati podminky, Ze V pripadé, kdy Z je atom vodiku,
R1 nebo R3 jsou His, Glu nebo Asp, pricemZz R3 Je His, kdyZ Rl
je neutréalni nebo negativné nabita aminokyselin, nebo plati,
e v pripadé, kdy Z je atom vodiku, R14 je His, Asp nebo Glu,

a dale plati, Ze analog inzulinu nebo Jjeho fyziologicky

]

prijatelnd sul s neodli3uje od humanniho inzulinu (viz

sekvence id. &. 1 a sekvence id. &. 2) pouze diky zménam
aminokyselinovych zbytkt v pozici R3 nebo spoleCné v pozicich

R3 a R21 nebo spolelné v pozicich R3 a R4 ve vzorci I.
Vyhodné analogy inzulinu nebo Jjejich fyziologicky

pfijatelné soli‘jsou ty, kde

2. R8 je Thr, R9 je Ser a R10 je Ile,

3. Rl je Phe, His, Asn, Asp nebo Gly,

4. R30 je Thr, Ala nebo Ser,

5. R21 je Asn a R1 je Phe.



6. Dal3im vyhodnym provedenim predklédaného vyndlezu Je
analog inzulinu nebo jeho fyziologicky prijatelnd sul, podle
vzorce I, ktery se vyznaduje tim, Ze R2 je Val, R3 Jje Asn

a R4 je Gln.

Dale je vyhodny analog jnzulinu nebo Jjeho fyziologicky

pfijatelna sul, podle vzorce I, kde R14 Je
7. Tyr,

8. His,

9. Asp, nebo

10 Glu.

Dale je vvyhodny analog inzulinu nebo jeho fyziologicky

pFijatelnad sul, podle vzorce I, kde R30 je
11. Thr,

12. Ala,

13. Ser, nebo

14. -CH.

Zv14asté vyhodny je analog inzulinu, nebo jeho

fyziologicky pfijatelna sul, podle vzorce I, kde Z je

15. His,
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16. His-Ala- nebo
17. His-Ala-Ala-.

K pfikladim vyhodnych provedeni analogi inzulinu podle

predklédaného vynalezu dale patii:

18. Analog inzulinu, nebo jeho fyziologicky prijatelnd sul,

podle vzorce I, kde Fetdzec B mé& sekvenci (sekvence id. &. 3)

His Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Vel
Cys Gly Glu Arg Gly Pnhe Phe Tyr Thr Pro Lys

napft. His (BO),des (B30)-humé&nni inzulin.

19. Analog inzulinu, nebo jeho fyziologicky pfijatelnd sul,

podle vzorce I, kde Fetd&zec B ma sekvenci (sekvence id. ¢&. 4)

His Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Vel
Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

napf. His(B0)-hum&nni inzulin.

20. Analog inzulinu, nebo Jjeho fyziologicky pfijatelnad sil,

podle vzorce I, kde fetézec B ma sekvenci (sekvence id. C. 5)

His Ala Phe Vzl Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

napt. His (B-1),Ala (B0O)-huménni inzulin nebo

21. Analog inzulinu, nebo Jjeho fyziologicky prijatelnéd sul,

podle vzorce I, kde fetézec B ma sekvenci (sekvence id. &. 6)

LXX X ]
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His Ala Ala Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

napt. His(B—Z),Ala(B—l),Ala(BO)—huménni inzulin.

pfedkladany vynalez se dale tyka zpusobu pfipravy
analogt inzulinu nebo jejich fyziolegicky ptijatelnych soll
podle vynélezu, kteryzito zpUsob obsahuje konstrukci
replikovatelného expresniho vektoru, ktery obsahuje sekvenci
DNA, kterd kbéduje prekurzor analogu inzulinu s obecnou

aminokyselinovou sekvenci podle vzorce II:

Met-sz-(Arg)p-Z-m-R2—RB-R4-Hi_s-Leu-Cys-(88-B18)-Cys-(820-829)-R3O-X1n-Arg-

(A1-A5)-Cys-Cys-R8-R8-R1 0-Cys-Ser-Leu-R14-(A15-A18)-Cys-R21 )

kde

X!, je peptidovy Ffetézec obsahujici n aminokyselinovych
zbytk, pficemZ n Jje celé &islo 0 aZ 34,

X%, peptidovy Ietézec obsahujici m aminokyselinovych zbytkl,
ptiéemZ n je celé ¢islo 0 az 20,

p je 0, 1 nebo 2,

R30 je libovolnd geneticky kédovatelnd aminokyselina nebo
neni ptitomen, a

7 budto chybi nebo je to peptidovy zbytek obsahujici 1 aZ 4
geneticky ké6dovatelné aminokyseliny obsahujici 1 aZ 4
histidinovych zbytkd (His) a zbyvajici proménné maji stejny
vyznam jako Vv ptedchozim vzorci I, stejné tak jako plati
pfedchozi pravidla,

a dale zplsob obsahuje expresi Vv hostitelskych buikach
a uvolnéni analogi inzulinu 2 jejich prekurzoru chemickymi

a/nebo enzymatickymi metodami.

-

ase e
sows

LR X}



Vyhodné hostitelské bunky Jsou baktérie, zejména pak
baktérie E. coli.
Vyhodnymi hostitelskymi bufikami jsou take kvasinky,

2v143td vyhodné jsou buiiky Saccharomyces cerevisiae.

PFi expresi v E. coli vytvareji tzv. fizni proteiny
(sekvence 1id. ¢&. 7 az 9) zpravidla nerozpustné komplexy,
tzv. inkluzni téliska, kterd se po rozruSeni buné&k mohou
izolovat centrifugaci a pomoci chaotropnich pfisad (jako Je
napt. 8M mocovina nebo 6M guanidiniumchlorid) dale
rozpoudtét. Rozpudténé fuzni proteiny se pak mohou podrobit
sulfitolyze, ©pEi které jsou skupiny SH ptevedeny na
s-sulfonatové skupiny (viz napf. B.R.C. Marshall, A.S. Iglis,
Practical Protein Chemistry - A Handbook, A. Darbre, 1986,
str. 49-53). Tim se zlep3i rozpustnost fuznich proteint
a usnadni dal3i <&isténi, napf. pomoci aniontové vyménné
chromatografieinebo gelové permeaclni chromatografie.

K prtevedeni derivatizovanych  fuznich protein na
preproinzulin s nativni prostorovou strukturou a sSpravné
vytvofenymi disulfidickymi mustky (sestaveni proteinu,
"folding") dojde ve zfedéném vodném roztoku pfidénim
vymezeného mnoistvi SH-&inidla jako Je naprt. merkaptoetanol,
cystein nebo glutathion, a néasledn& vzdu3nou oxidaci.
Alternativnd mdZe byt rozpudtény, nederivatizovany £fuazni
protein za podobnych podminek také sestaven pfimo (viz
Evropské patenty EP A 0 600372, EP A 0 668292).

Preproinzulin Jje pak pfeveden omezenym proteolytickym
St&penim na biologicky aktivni inzulin. K tomu se miZe vyuzit
trypsin, ktery ze slouZeniny podle vzorce II odstranuje
presekvenci Met-X%,— (Arg)p, a Stépil peptidovy Efetézec X',-Arg,

&im? odd&luje Fetézce A a B. zpravidla sekvence X! za&ina

Arg, Arg: nebo vibec neni (n=0), takZe po Stépeni Je~
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k dispozici derivat inzulinu, ktery je na C-konci fetézce B
prodlouZen o Arg nebo Arg:. Tyto aminokyseliny' mohou byt
odstran&ny karboxypeptidazou B. Tryptické 3tépeni lze provést
zvy3enim koncentrace trypsinu nebo prodlouZenim reak&ni doby,
takZe Jje navic 3tépen Lysin(B29). V tomto pripadé vznikne
derivat (B30)-inzulin. Inzulinové analogy ziskané 3tépenim je
pak moZné purifikovat standardnimi chromatqgraficky'mi postupy
(iontova vyménna chromatografie nebo chromatografie
s reverzni fé&zi) a nakonec izolovat vysréazZenim, krystalizaci

nebo jednoduse lyofilizaci.

Prekurzor analogu inzulinu ma vyhodné sekvencil (sekvence

id. &. 7)

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg

His Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Vel Cys
Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr ' |
Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gin Val Gly GIn Vel Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala
Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu GIn Lys Arg

Gly lle Val Glu GIn Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys
Asn

napt. sekvenci His (BO)-preproinzulin, nebo sekvenci

(sekvence id. &. 8)

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg
His Ala Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val

Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gln Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala

Gly Ser Leu GIn Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu GIn Lys Arg |
Gly lle Val Glu GIn Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys

Asn
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napf. sekvenci desHis(Bl),Ala(BO)—preproinzulin, nebo

sekxvenci (sekvence id. C. g)

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg

His Ala Ala Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
A@A@GwAmGMAmevaaGWvaaGmUwGWGWGWPmGWNa
Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg

Gly lle Val Glu GlIn Cys Cys Thr Ser lle Cys

Ser Leu Tyr GIn Leu Glu Asn Tyr Cys Asn

napf. sekvenci desHis(B—Z),Ala(B—l),Ala(BO)—preproinzulin.

pfedkladany vynalez se dale tykd prekurzoru inzulinovych
anzlogl podle vynélezu, zejména preproinzulinu, sekvence DNZR,
kterid koéduje prekurzor analogu inzulinu podle vynélezu,
expresniho vektoru, ktery obsahuje sekvenci DNA kédujici

rekurzor analogu inzulinu podle vynalezu, a také se tyka

'o

nostitelskvch  bunék, které Jsou transformované takovym

expresnim vektorem.

Dale se predkladdany vynalez tyka farmaceutického
pfipravku, ktery obsahuje alespoil jeden inzulinovy analog
podle vynalezu a/nebo alespofi Jjednu jeho fyziologicky
pfijatelnou sul.

Farmaceuticky ptipravek podle vynalezu obsahuje analog
inzulinu podle wvynalezu a/nebo jeho fyziologicky ptijatelnou
sil v rozpudténé, amorfni nebo krystalické formé.

Farmaceuticky pripravek podle vynalezu obsahuje piipadné
pomocné depotni latky, nap?. protaminsulfat, pficemZ analog
inzulinu a/nebo jeho fyziologicky prijatelna sul je ve formé

spole&né krystalizované napf. s protaminsulfatem.

Farmaceuticky pripravek podle vynalezu pfipadné obsahuje



navic nemodifikovany huménni ijnzulin a/nebo dal3i analogy

inzulinu, napf. Gly(AZl)—Arg(BBl)—Arg(BBZ)—huménni inzulin.

Predkladany vynalez se dale tykéa injikovatelného roztoku

s inzulinovou aktivitou, ktery obsahuje farmaceuticky
pripravek podle vynédlezu Vv rozpudténé formé&, s obsahem 1 ug
a7 2 mg zinku na 1 ml, zv1astéd vyhodné& s obsahem 5 Hg az

200 pg zinku na 1 ml.

Vynalez se dale tyka pouziti analogul inzulinu a/nebo
jejich fyziologicky prijatelnych soli podle vynalezu DIo
vyrobu farmaceutického pripravku, ktery projevuje inzulinovou

aktivitu s opoZdénym nastupem ucinku.

Cil vynalezu byl déale splnén tim, Ze vynélez poskytuje
komplex inzulin-zinek, obsahujici hexamer inzulinu a 4 a2z 10
ionta zinku na Jeden hexamer, pticemi inzulinovy hexamer

obsahuje 3Zest molekul analogi inzulinu podle vzorce I

S S

(A1-A5)-Cys-Cys-R8-Rg-R10-Cys-Ser-Leu-R14-(AT 5-A19)-Cys-R21

S

;\
\ o

Cys-(820-B29)-R30

7.R1-R2-R3-R4-His-Leu-Cys— (B8-B18)

kde

-

(A1-AS5) znamena aminokyselinové zbytky v pozicich Al az AS
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v fetdzci A humanniho (viz sekvence id. C. 1) nebo zvifeciho
inzulinu,

(A15-A19) znamena aminokyselinové zbytky Vv pozicich Al5 azZ
219 v Fetd&zci A huménniho (viz sekvence id. &. 1) nebo
zviteciho inzulinu,

(B8-B18) znamena aminokyselinové zbytky v pozicich B8 az B18
v Pet&zci B huménniho (viz sekvence id. &. 2) nebo zvireciho
inzulinu,

(B20-B29) znamena aminokyselinové zbytky Vv pozicich B20 azZ
B29 v fPetdézci B huménniho (viz sekvence id. &. 2) nebo
zvifeciho inzulinu,

R8 je Thr nebo Ala,

R9 je Ser nebo Gly,

R10 je Ile nebo Val,

R14 je Tyr, His, Asp nebo Glu,

R21 je Asn, Asp, Gly, Ser, Thr, Ala, Glu nebo Gln,

R1 je libovolny geneticky k6dovatelny aminokyselinovy zbytek,
nebo neni pfitomen, nebo je to atom vodiku,

R2 je VAL, Alavnebo Gly,

R3 je Asn, His, Glu nebo Asp,

R4 je Ala, Ser, Thr, Asn, AsSp, Gln, Gly nebo Glu,

R30 je libovolny geneticky kédovatelny aminokyselinovy zbytek
nebo -0H,

Z je atom vodiku nebo peptidovy zbytek obsahujici 1 azi 4
geneticky kdédovatelné aminokyselinové zbytky, z nichz 1 aZ 4

jsou histidinové zbytky (His).

Vyhodné komplex inzulin-zinek obsahuje 5 aZ 8 iontld
zinku na jeden inzulinovy hexamer.

Vyhodné komplex inzulin-zinek obsahuje inzulinovy
hexamer, ktery se skladd z Sesti molekul analogu inzulinu

podle vy3e uvedeného vzorce I podle vynalezu. ~
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Komplex inzulin-zinek podle prfedkladaného vynalezu
vyhodné obsahuje feté&zec B analogu inzulinu podle vzorce I,

ktery m& sekvenci (sekvence id. &. 10)

Phe Val His Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

nap¥. His(B3)-huménni inzulin, nebo obsahuje Ffetézec B
analogu inzulinu podle vzorce I, ktera mad sekvenci (sekvence

id. &. 11)

Phe Val Asp GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

napf?. Asp(B3)-huménni inzulin.

Predkladany vynélez se dale také tvkd farmaceutického
pfipravku, ktery cbsahuje alesponl jeden komplex inzulin-zineX
podle vynadlezu a take farmaceutického pripravku, ktery
obsahuje kysely roztok alespoii jednoho analogu inzulinu
a/nebo jeho fyziologicky pfijatelné soli s odpovidajicim
mno¥stvim ionth zinku, které umoini vytvofeni komplexu
inzulin-zinek podle vynélezu, ptilemZ analog inzulinu a/nebo
jeho fyziologicky pEijatelnd sl jsou vyhodneé vyde uvedeny
analog podle vzorce I podle vynalezu nebo analog podle vzorce
I, jehoZ fetdzec B ma sekvenci odpovidajici sekvence id. c.
3, 4, 5, 10 nebo 11.

Farmaceuticky pfipravek podle vynalezu obsahuje komplex
inzulin-zinek v rozpu3té&né, amorfni a/nebo krystalické formé.

Predkladany vyndlez se dale tyka injikovatelného roztoku

s inzulinovou aktivitou, ktery obsahuje farmaceuticky

pripravek podle vynalezu Vv rozpu3téné formé&, s obsahem 1 pg

aZ 2 mg zinku na 1 ml, zvlasté vyhodné s obsahem 5 pg ai

200 pg zinku na 1 ml.
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Vynadlez se dale tyka pouZiti analogu inzulinu a/nebo
jejich fyziologicky pfijatelnych soli podle vynalezu pro
vyrobu farmaceutického pripravku, ktery projevuje inzulinovou

aktivitu se zpozdé&nym nastupem ulinku.

Analogy inzulinu podle predklédaného vynélezu jsou
biologicky aktivni a pfi subkutanni aplikaci slabé& kyseleho,
&irého roztoku obsahujiciho 80 upg 2n""/ml (zinek/ml) psum
projevuji silné opozdény ﬁéinek. U analogt, kde je N-konec
Fetdzce B prodlouZen o histidin, tj. His(BO), napf. des (B30) -
humanni inzulin (sekvence id. &. 3), Je u&inny profil silné
zavisly napf. na mnoZstvi pfidanych zinelnatych iontu.
Pfipravek neobsahujici zinek nema Zadny depotni ucinek
(celkovy ulinek po 6 aZ 8 hodin, viz priklad 8) a sotva se
farmakodynamikou 1i3i od bé&zZného humanniho inzulinu, pficemZ
po pridani zinenatych iontd (80 pg/ml) dochédzi k silnému
opo?déni/prodlouZeni ucinku (celkovy u&inek po 16 hodin, viz
pfiklad 8). Pozorovany depotni u&inek Je také mnohem
vyraznéj3i neZ u NPH-inzulina. Tytc analogy maji tudiz
vyhodu, Ze farmakodynamika Je prostfednictvim obsahu zinku
Ziroce regulovatelnd, coZ u normédlniho huménniho inzulinu
neni moiné. Je moZné také ziskat ptipravky s rychlym nastupem
aZinku stejné tak Jjako pfipravky se st¥ednd nebo silné
opoZdénym ucinkem prostfednictvim zmén v obsahu zinku. Tim je
také moZné udinny profil pIipravku uzptsobit individuédlnim
pot¥ebém pacienta, a to bud pouZitim pfipravku
s odpcvidajicim, pfedem nastavenym obsahem zinku, nebo
smichanim pripravku s vysokym a nizkym obsahem zinku, které

provede budto lékaf nebo sam pacient.

Analogy inzulinu podle vyndlezu maji ve srovnani

s humannim inzulinem zvy%enou afinitu k iontim zinku.

XXX
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Humanni inzulin ve vodném neutralnim roztoku vytvari
hexamery, které prost¥ednictvim His (B10)-postranniho fetézce
komplexuji dva sine&naté ionty. Tyto dva 1lonty nelze
odstranit dialyzou proti vodnému neutralnimu pufru. Za
stejnych podminek vazi analogy podle vynalezu vice neZ 4
zinednaté ionty. V pfipadé His (BO)-des (B30)- a His (B3) -
inzulinu je to 7 iontu zinku/hexamer a v pfipad& Asp(B3)-
inzulinu bylo nam&feno 4,2 iontd zinku/hexamer (viz pfiklad
9).

Je  znamo, 5e v neutralnim roztoku zinek vytvari
vysokomolekuldrni shluky a vede k vysraZeni inzulinu. PO
injekci slabé& kyselého pfipravku obsahujiciho zinek, ktery
obsahuje Eiry rozpustény inzulin, dojde v dusledku
neutralizace v podkoini tkéani k vytvoreni komplexl
inzulin-zinek a nésledné k precipitaci inzulinu. 2 tohoto

a

(BN
=N

(D

potu se inzulin zase postupnd uveliuje do roztoku a dochaz
k

t

W)

ke zpozZdéni ucinku. Takové zpomaleni ucinku Jje u

humanniho inzulinu velmi slabé, aviak u analogi inzulinu

(OB

podle vynélezu k nému dochazi na zaklad®d jejich zvysen
afinity % zinku. ZvySenad vazba zinku je tudiZ =zakladem vySe

popsaného opoZdéni ulinku zavislého na zinku.

Pfedkladany vyndlez se tudiz netykad Jje vyse popsanych

analogl inzulinu, ale také pEisludnych komplexl
inzulin-zinek. Tyto komplexy se odliduji od komplexu
humanniho inzulinu se zinkem v tom, Ze maji vy38i podil
pevné véazaného zinku. Je tedy nasnadeg, e je moZné

k vytvofeni komplexu krom& zinku uZit také Jjiné 1ionty

pfechodnych kovd jako Jje napt. kobalt nebo méd.
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Priklady provedeni vynalezu
PFiklad 1
Konstrukce plazmidu pINT345d, ktery kbéduje variantu

His (B3)-preproinzulinu

patent USA &. 5358857 popisuje plazmid pINT90d. DNA
tohoto plazmidu slouZila Jako vychozi material ke konstrukci
plazmidu pINT345d, ktery m& proti plvodnimu plazmidu pINTSOd
dvd nové vlastnosti. za prvé koéduje analog preproinzulinu,
tery v pozici 3 fetézce B obsahuje aminokyselinu histidin
misto asparaginu a bezprostfedné pfed poCatkem kédujicl
sekvence nese sekvenci rozpoznavanou restrikénim enzymen
BssHZ, +akfe sekvence koé6dujici 19 aminokyselin N-xonce
preproinzulinu maZe byt snadno pouZita pro genové
manipulace, kdyzZ se pfihlédne k 3tépnému mistu Dra3
v sekvenci preproinzulinu.

Pro konstrukci plazmidu pINT345d byla DNA zZ plazmidu
pINT90d po dvojitém na3tdpeni v pozici 284 bp a pozici 351 bp
restrik®nimi enzymy NcoI a Dra3 rozdélena, takZe byly ziskéany
2 fragmenty. Po elektroforetickém rozdéleni Stépné smési byl
izolovan velky DNA fragment zbytkového plazmidu.

Tento DNA fragment byl pak v reakci s T4-DNA-ligédzou
spojen s nésledujicim DNA fragmentem

& Ncol | BssH2 31 32 His B4 BS B6

S - C ATG GCA ACA ACA TCA ACA GGA AAT TCG GCG CGC TTT GIG CAC CAG CAC CTG

37°- CGT TGT TGT AGT TGT CCT TTA AGC CGC GCG AMA CAC GTG GTIC GIG GAC

B7 B8 39 4 Dra3
TGC GGC TCC CAC CTA - 3°

ACG CCG AGG GTG -5°

esed



Liga&dni smési byly transformovany kompetentni bunky
E. coli K12 a transformované bunky byly vysety na NA-plotny
obsahujici 20 mg/l ampicilinu. Plotny byly inkubovany ptes
noc pfi 37 °C. Ze vzniklych kolonii byla izolovéna plazmidova
DNA a na3tépena restrikénim enzymem BssH2. PoZadovand DNA tim
byla linearizovéana a tim se odliZila od DNA plazmidu pINT90d,
ktera neobsahuje Zadné 3tépné misti pro BssH2 a tudiZ neni
Stépena.

Odpovidajici plazmidova DNA ze spravného klonu byla
oznalena pINT345d.

Tato DNA byla pouzZita jako - vychozi material pro
wonstrukci variant preproinzulinu popsanych Vv nésledujicich

prikladech.

P¥iklad 2

Konstrukce plazmidu pINT3424d, ktery kéduje variantu

His (BO)-preproinzulinu

DNA z plazmidu pINT345d byla dvojité nastépena
restrikénimi enzymy NcoI a Dra3 a pPo elektroforetickém
rozddleni 3tépné sm&si byl izolovan velky DNA fragment
zbytkového plazmidu. Tento DNA fragment byl pak Vv reakci

s T4-DNA-ligédzou spojen s nasledujicim DNA fragmentem

His Bl B2 B3 B4 35 BS& B7 B8 B39 BlO

5°= CG CGC CAC TTT GTT AAC CAG CAC CIG TGC GGC TCC CAC CTA - 3°
3°- G GTG RAAA CAA TTG GTC GTG GAC ACG CCG AGG GTG - 57
4 BgsH2 Hpal % Dral

Vznikl tak plazmid pINT324d, ktery se od vychoziho
plazmidu 1i3i 3tépnym mistem Hpal. Tento plazmid “kéduje”
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variantu preproinzulinu, ktera obsahuje v pozici BO
histidin.
Priklad 3
Konstrukce plazmidu pINT343d, ktery kéduje variantu

His(Bl),Ala(BO)—preproinzulinub

DNA fragment zbytkového plazmidu z pfedchoziho piikladu
byl v reakci s T4-DNA-ligdzou spojen s nasledujicim DNA

fragmentem

¥is Ala 31 32 B3 B4 B3 BS 87 28 3% Bl0 311

S°- CG CGC CAC GCT TTT GTT AAC CAG CAC CTIG TGC GGC TCC CAC cTa - 37
37- G GTG CGA ARA C3A TTG GTC GIG GAC ACG CCG AGG GTG - 57
3 3ssH2 Hpal Y Dral

vznikl tak plazmid pINT343d, ktery se, stejné Jako
plazmid pINT342d, 1i5i od vychoziho  plazmidu dodateacnym

Stépnym mistem Hpal.

P¥iklad 4

Konstrukce plazmidu pINT344d, ktery kéduje variantu
His (B-2),Ala(B-1), Ala(B0)-preproinzulinu

DNA fragment zbytkového plazmidu 2 prikladu 2 Dbyl
v reakci s T4-DNA-ligazou spojen s nasledujicim DNA

fragmentem

Eis Ala Ala 31 82 B3 B4 B5 B6 B87 B8 B39 B1l0 311
5°- CG CGC CAC GCT GCT TTT GTT AAC CAG CAC CTIG TGC GGC TCC CAC CTA.- 37
3°- G GTG CGA CGA A3A CAA TTG GTC GTG GAC ACG CCG AGG GTG - 57

¥ BssH2 Hpal 3 Dra3

XXX
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vznikl tak plazmid pINT344d, ktery se 1isi od vychoziho

vektoru dodate&nym 3tépnym mistem Hpal.

P¥iklad 5
Exprese konstruktid kédujicich varianty inzulinu

Plazmidy pINT342d, 343d a 344d byly transformovany do
bundk E. coli K12 W3110. Rekombinantni baktérie, které byly
ziskany pro kaidou variantu, byly fermentovany podle prikladu
4 z patentu USA C. 5227293 a byla tak ziskéna poZadovana

vychozi surovina pro kaidou z inzulinovych variant.

Priklad 6
Priprava His (BO),des (B30)-inzulinu

Varianty proinzulinu byly exprimovany v E. coli podle
prikladu 5 a pak izolovény ve formé inkluznich télisek
centrifugaci po rozruSeni pun&k. Inkluzni té&liska Dbyla
rozpudté&na v moloviné (8 mol/l), podrobena sulfitolyze a pak
pfecisténa pomoci aniontové vyménné chromatografie (na
Q-Sepharose) a geldvé permeacni chromatografie (na Sephacryl
s 200). Pufr pouZity pro chromatografii obsahoval 4M mecovinu
a 50mM Tris/HCl (Tris(hydroxymethyl)aminomethan/HCl), pH 8,5.
Nésledovala frakcionovana eluce z iontoménice pomoci
gradientu 0 aZ 0,5 M NaCl. Koncentrace moloviny byla nakonec
ultrafiltraci a tedénim sniZena na hodnotu niZ3i neZ 1M

a preproinzulin—s-sulfonét byl izolovan vysraZenim pfi pH 4, -
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a nakonec byl precipitéat vysuSen.

Pro vytvofeni spravnych disulfidickych mistku, které
existuji v pfirodnim inzulinu, byl preproinzulin—s—sulfonét
v koncentraci 0,3 g/l rozpudtén Vv pufru obsahujicim 20mM
glycin pfi pH 10,8, doplnén merkaptoetanolem (asi 25 aiZ
50 mol/mol preproinzulinu) a michén po celou noc pri 4 °C.
Vzorek byl nakonec peomoci kyseliny fosforelné upraven na
pH 3,5 a centrifugovéan. Preproinzulin obsaZeny v supernatantu
byl pak upravou PpH na 8,2 ptridavkem Tris (25mM) a poté
pfidanim trypsinu (1,5 mg/g preproinzulinu) pfeveden na
inzulin. Pribdh proteolytického Stépeni byl sledovédn pomoci
HPLC s reverzni fazi. Asi po 6 hodinach obsahoval viorek
vysoky podil His (B0),des (B30)-inzulinu. Reakce byla ukoncCena
okyselenim na PpH 3,5. pPak pokradovalo ¢isténi analogl

inzulinu pomoci iontové vyménné chromatografie (S-hyper-D,

(JI)
®

epracor) a chromatografie s reverzni fazi (PLRP-S RP300,
Poclymer Laboratories). Iontova vyménna chromatografie se
provadéla v pufru, ktery obsahoval 30% 2-proanol a 50mM
kyselinu mlécnou (pH 3,5). Eluce navazaného inzulinu byla
provedena pomoci linearniho gradientu 0 aZ 0,5M NaCl.
Chromatografie S reverzni fazi probihala v 0,1%
trifluoroctové kyseling, kterd se pro eluci michala
s rostoucim mnoZstvim acetonitrilu. Produkt byl izolovéan

vysraZenim pfi pH 5,4 a pak lyofilizovan.

p¥iklad 7

Formulace analogl inzulinu pro parenterdlni podavani

Pripravek podle vynalezu obsahuje 40, poptipadé 100 IE
inzulinu (1 IE odpovida ptibliZné 6,2 nmol), 20 mg 85%-
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glycerinu, 2,7 mg m-kresolu a ptipadné zinek™ (jako chlorid

zine&naty) ve vodném sterilnim roztoku s pH 4.

P¥iklad 8
Ué¢innny profil His (B0),des (B30)-inzulinu u pstu

Kazdy ze 3esti psi (Beagl) dostal subkuténni injekci
pfipravku se 40 U/ml (pfipravek =z piikladu 7) a udanym
mno3stvim zinku. Davka byla 0,3 IE/kg. V dal3im prabéhu
pokusu byla v danych tasovych okamZicich méfena hladina
glukézy v krvi. Hodnoty byly normovany Vv procentech ke kaidé

vychozi hodnoté& a vyneseny do nésledujici tabulky.

o
N
(D
1>
n
N
3
(s 03
(\e)
-
¢
—
o

CAs 0
(hod.)
bez Zn 100 |59 |50 61 75 84 89 |98 103 197 104 1100

80 ug 100 |97 83 75 65 56 51 58 68 72 78 82

Zn++/ml

Priklad 9
Vazba zinku analogy inzulinu

Inzulinovy ptipravek (0,3mM inzulin, 0,13M NacCl, 0,1%
Fenol, 100 pg/ml zinek™ (jako chlorid zine&naty), 25mM
Tris/HCl, pH 7,4) byl extenzivné dialyzovan proti neutralnimu

pufru bez zinku (3 hodin proti 0,15M NaCl, 10mM Tris/HC1

pH 7,4 pfi teploté mistnosti, 72 hodin proti 10mM Tris/HCl

pH 7,4 pEi 15 °C a je3tée 16 hodin proti 10mM Tris/HCl pH 7,4
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pfi 15 °C. Poté by dialyzat odsat a analyzovan. Koncentrace
inzulinu byla stanovena pomoci HPLC s reverzni  fazi
a koncentrace zinku byla stanovena atomovou absorpéni
spektroskopii. Hodnoty pro zinek byly korigovény podle obsahu

zinku kontrolnich vzorkl, které neobsahovaly Zadny inzulin.

Vazani zinku variantami inzulinu

Inzulin mol Zn/mol hexamerl
huménni inzulin 2,5
His (B3)-inzulin 6,9
Asp(B3)-inzulin 4,2
His (BO),des (B30)-inzulin 6,8
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SEZNAM SEKVENCI

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 1:

(1) CHARAKIERISTIKA SEXKVENCE:
(A) DELKA: 21 aminokyselin
(B) TYP: aminokyseliny

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: lineérni

(ii) TYP MOLEKULY: protein
(ix) DALSI ZNAKY:
(A) JMENO/OZNPCENI protein
(B) POZICE: 1...21
(xi) POPIS SEKVENCE: SEXVENCE S ID. C. 1:

Gly Ile Val Glu Gla Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu

1 5 10 13
Glu Asn Tyzr Cys Asn
20
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:

(1) CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 zminokyselin
(B) TYP: amlnokysellny
(C) TYP VLAKXNA: jednoduch
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(ix) DALSI ZNAKY:
(A) JMHNO/OZNACENI protein
(B POZICE: .30

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. C. 2:

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser Eis Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 1s

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Pne Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 aminokyselin
(B) TYP: aminokyseliny
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineédrni 3

(ii) TYP MOLEKULY: protein

T R ERE N T RNL PETIT e



(XXX ]
L

XXX NJ
e

- 25 -

(ix) DALSI zZNAKY: |
(A) JMENO/OZNACENI: protein
(B) POZICE: 1...30

(@
w

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID.

His Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu  Val Glu Ala Leu
1 . 5 10 15

r Pro Lys

Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe ®he Tyr Th
30

20 . 25

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:
(1) CHARAKIERISTIKA SEKVENCE:

(A) DzLKA: 31 aminokyselin

(B) TYP: aminokyseliny

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: lineérni

(ii) TYP MOLEKULY: vrotein

(A) JMENO/OZNACENI: protein
) k)
J SRR

¥is Phe Val Asn Gln His Leu CYs Gly Ser His Leu val Glu ala Leu
5 10 15

1

i~

e Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

Tyr Leu Val Cys Gly Gla Arg Gly Pn
3 30

20

[ 8]

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI 3 IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:
(i) CHARAXTERISTIKA SEKVENCE:
(AR) DELKA: 32 aminokyselin
B) TYP: aminockyseliny
) TYP VLAKNA: jednoduche

(
( . ’,
(D) TOPOLOGIE: lineé&rni

(e X @

(ii) TYP MOLEKULY: protein

-

(ix) DALSI ZNAKY: o
(A) JMENO/OZNACENI: protein
(B) POZICE: 1...32

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE § ID. C. 5:

se
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His Ala Phe Val Asn Gln Eis Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala
1. 5 - 10 15

Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 33 aminokyselin
(B) TYP: aminokyseliny
(C) TYP VLAKNA: jednoduche
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(1x) DALSI ZNAKY:
(R) JMVNO/OZNACENI protein
(B) POZICE: 1...33

~

(xi) POPIS SEXVENCE:" SEKVENCE S 1ID. c. 6:

£is Ala Ala Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu

1 5 10 g

Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Pne Phe Tyz Thr PI0 Lys
20 z3 30

Thr

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIXACNIM CISLEM 7:

(1) CHPRAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 98 aminokyselin
B) TYP: amlnokysellny
) TYP VLAKNA: jednoduch
) TOPOLOGIE: linearni

,\,\,\

C
D
(ii) TYP MOLEKULY: protein

(ix) DALSI ZNAKY:

() JMENO/OZNACENI: protein
(B) POZICE: 1...°98

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE s ID. C. 7:

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg His Phe Val Asn Gln
1 5 10 i3

H

His Leu Cys Gly Ser His Leu val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
20 25 30
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Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp
35 - : 40 45
Pro Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser
50 g5
Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lvs Arg Gly Ile Val
85 70 73 80
Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr
gs E10) 95
Cys Asn
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIXKACNIM CISLEM 3:
(1) CHARRKTERISTIKA SEXVENCE:
(A) DELXA: 29 zaminokyselin
{B) TYP: aminokyseliny
(C) TYP VLAKNA: jedncduché
(D) TOPOLOGIE: lineédrni
(1i) T¥P MOLEXKULY: protein
(ix) DALSI ZNAKY: ,
(A) JMENO/OZNECENI: protein
(B) POZICE: 1...89
(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. C. 8:
Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asa Ser Ala Arg His Ala Phe Val Asn
1 5 10 13
Gln His Leu Cys Gly Ser #is Leu Val Glu Ala Leu Tyx Leu Val Cys
20 25 30
Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr A-g Arg Glu Ala Glu
35 40 45
Asp Pro Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly
50 5 60
Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ile
65 - 70 75 80
Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ila Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn
g5 S0 g5
Tyr Cys Asn
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 9:

(1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 100 aminokyselin
(B) TYP: aminokyseliny

(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: protein
(ix) DALSI ZNAKY: ey
(A) JMENO/OZNACENIL: protein
(B) POZICE: 1...100
(xi) POPIS SEXVENCE: SEKVENCE S ID. C. 9:
2la Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg His Ala Ala Phe Val
5 10 15
Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val
20 25 30

(1)

(ii)

(1ix)

Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tvr Thr Pro Lys Thr Arg arg Glu Ala
33 40 3
Asp Pro Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gl Ala
50 SE g0
Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys AZg Gly
70 73 80
val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Giln Leu Glu
g5 50 ¢35
y Tyz Cys Asn
100
INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 10

CHARARKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 30 aminockyselin
(B) TYP: aminokyseliny
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

TYP MOLEKULY: protein
DALST ZNAKY:

(AR) JMENO/OZNACENI: protein
(B) POZICE: 1...30

[ X 24
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ip. ¢. 10:

Phe Val His Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu TyT
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro LYs Thr
20 5 30

N

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 11:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 aminokyselin
(B) TYP: aminokyseliny
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(1i) TYP MOLEKULY: protein

(ix) DALSI ZNAKY:

(A) JMENO/OZNACENI: protein
(B) POZICE: 1...30
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. &. 11:

s Glv Ser His Leu Val Glu Ala Leu TyrC

Phe Val Asp Gln His Leu Cy b

1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Pre Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 23 30
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PATENTO VE NAROKY

1. 2Analog inzulinu, nebo jeho fyziologicky prijatelnd sual,

ktervy m& vzorec I

(A1-A5)-Cys-Cys-R8~R9—R10-Cys-8er-Leu-R14-(A15-A19)-Cys-R21
|
I
S S
(1)
[
s S
o |
Z-R1-R2-R3-R4-His-Leu-Cys ————— (B3-818) ————— Cys-(B20-228)-R30

(B8-313)

{B2C-329)

RS
R9
R10
R14
R21
R1

S S

snamena aminokyselinové zbytky v pozicich Al aZ A5

inoky
A huménniho nebo svifeciho inzulinu,

¢
}_A-

v fetézc
znamenéd aminokyselinove zbytky v pozicich AlS ai

219 v Fetdzci A humdnniho nebo zvifeciho inzulinu,

snamena aminokyselinové zbytky Vv pozicich B8 aZ B1S

v fetdzci B humé&nniho nebo zvifeciho inzulinu,
znamena aminokyselinové zbytky Vv pozicich B20 ai
R29 v Fetd&zci B humanniho nebo zvifeciho inzulinu,
je Thr nebo Ala,

je Ser nebo Gly,

je Ile nebo Val,

je Tyr, His, Asp nebo Glu,

je Asn, Asp, Gly, Ser, Thr, Ala, Glu nebko qu/

je libovolny geneticky k6dovatelny aminokyselinovy
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zbytek, nebo neni pfitomen, nebo je to atom vodiku,

R2 je Val, Ala nebo Gly,

R3 je Asn, His, Glu nebo AsSp,

R4 je Ala, Ser, Thr, Asn, Asp, Gln, Gly nebo Glu,

R30 je libovolny geneticky k6dovatelny aminokyselinovy

zbytek nebo -OH,

N

Z je atom vodiku nebo peptidovy zbytek s 1 a 4
geneticky kdébdovatelnymi aminokyselinovymi zbytky,
obszhujici 1 aZ 4 histidinové zbytky (His),

pfi¢emZ plati podminky, e v ptipad®&, kdy 2 Jje atom vodikuy,

R1 nebo R3 jsou His, Glu nebo ASD, pfiZemZ R3 je His, kdyZ R1

je neutralni nebo negativné nabita aminokyselina,

nebo plati, Ze v p¥ipadd, kdy Z Je atem vodiku, R14 je His,

Asp nebo Glu, |

a dale plati podminka, 5 analog inzulinu nebo jeho

fyziologicky p¥ijateina sOl podle vzorce I se neodliduie cd

humanniho inzulinu pouze samotnymi sm&nami aminokyselinovych

zbytkll v pozici R3 nebo spolecné v pozicich R3 a Rzl neko

spole&né& v pozicich R3 a R4 podle vzorce I.

—

2. RAnalog inzulinu nebo jeho fyziologicky pFijatelnd su

podle naroku 1, kde R8 je Thr, R9 je Ser a R10 je Ile.

3. Analog inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelnd sul
podle naroku 1 nebo 2, kde R1 je Phe, His, Asn, Asp nebo
Gly.

4. Analcg inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelnd sul
podle kteréhokoliv z niaroka 1 aZ 3, kde R30 je Thr, Ala

nebo Ser.

S. Analog inzulinu nebo jeho fyziologicky pfijatelnd sul-



podle kteréhokoliv z narokua 1 aZ 4,
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Phe.

6. Analog inzulinu nebo jeho
podle kteréhokoliv z naroku
Asn ‘a R4 je Gln.

7. Analog inzulinu nebo jeho
podle kteréhokoliv z nérokl 1

8. Analog inzulinu nebo jeho
podle kteréhokoliv z narokla 1

9. Analog inzulinu nebo jeho
podle kteréhokoliv z ndroku 1

10. Analog inzulinu nebo jeho

podle kteréhokoliv z naroku

11. Bnalog inzulinu nebo jeho

podle kteréhokoliv z nérokl

12. Analog inzulinu nebo jeho

podle kteréhokoliv z néaroku

13. BAnalog inzulinu nebo jeho

podle kteréhokoliv z naroku

14. Analog inzulinu nebo jeho

podle kteréhokoliv z naroku

15. Analog inzulinu nebo jeho

(X R RJ
X R R
ees e
.
XXX
L]
.

kde R21 je Asn a Rl jJe

fyziologicky prijatelnd sul
1 a? 5, kde R2 Je val, R3 Jje
fyziologicky pfijatelpé stul
az 6, kde R14 je Tyr.
fyziologicky prijatelnd 'sul
a? 6, kde R14 je His.
fyziologicky prijatelnd sul
a7 6, kde R14 je Asp.
fyziologicky pfijatelnd sul
1 a? 6, kde R14 je Glu.
fyziologicky prijatelnad sul
1 a% 10, kde R30 je Thr.
fyzioclogicky pfijatelnd sul
1 a7 10, kde R30 je Ala.
fyziologicky pfijatelnd sul
1 a? 10, kde R30 Je Ser.
fyziologicky prijatelnd sul
1 a% 10, kde R30 je -OH.
fyziologicky prijatelnd sul-

XXX
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podle kteréhokoliv z naroka 1 aZ 14, kde Z je His.

16. Pnalog inzulinu nebo jeho fyziologicky prijatelnd sil

podle kteréhokoliv z naroka 1 aZ 14, kde Z je His-Ala.

17. Analog inzulinu nebo jeho fyziologicky prijatelnd sul
podle kteréhokoliv z narokl 1 az 14, kde Z Je His-Ala-
Ala.

18. Analog inzulinu nebo Jjeho fyziologicky ptrijatelnad sul
podle néaroku 15, kde Fetdzec B ma sekvenci (sekvence id.
c. 3):

His Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys

Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys

.

19. Analog inzulinu neoo jeho fyziologicky P

3¢

ijatelnd sil
podle néaroku 15, kde fetdzec B mé sekvenci (sekvence 1id.
c. 4):

His Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys

Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

20. Rnalog inzulinu nebo jeho fyziologicky prijatelnd sul
podle néroku 16, xde fetézec B ma sekvenci (sekvence id.
c. 5):
His Ala Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Vel
Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr -
21. Analog inzulinu nebo Jeho fyziologicky pEijatelnd stl
podle naroku 17, kde fetdzec B ma sekvenci (sekvence id.
. 6):
His Ala Ala Phe Val Asn Glin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr ProLys Thr ~ - '

seee
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22.Zpusob pripravy analogu inzulinu nebo jeho fyziologicxy
pfijatelné soli podle kteréhokoliv z nérokd 1 az - 21
vyznadujilc i s e t im, Ze obsahuje kfoky
xonstrukce replikovatelného expresniho vektoru, ktery
obszhuje sekvenci DNA, ktera koéduje prekurzor analogu
inzulinu s obecnou aminokyselinovou sekvenci podle vzorce

II:

Met-sz-(Arg)p-Z-R1-R2-R3-R4-His-Leu-Cys-(BB—B18)-Cys-(B20—B29)-R30-X’,-,-Arg-

(A1-A5)-Cys-Cys-R8-Ser-R10-Cys-Ser-Leu-R14-(A15-A19)-Cys-R21

(II)

kde

X', je peptidovy Ifetézec obsahujici n aminokyselinovych
zbytkd, pfilemZ n Jje celé &islo 0 aZ 34,

X peptidovy fetézec obsahujici m aminokyselinovych
zbytkld, pficemi n Je celé &islo 0 aZ 20,

il je 0, 1 nekbo 2,

R30 je libovolny, geneticky xédovatelny aminokyselinovy
zbytek, nekbo chybi, a

Z pudto chybi nebo je to peptidovy zbytek s 1 az 4

geneticky k6dovatelnymi aminokyselinami obszhujici 1
a3 4 histidinovych zbytkd (His)
a zbyvajici proménné maji stejny vyznam Jjako ¥ naroku 1,
pfifemZ plati i pravidla z naroku 1,
a dale zpusob obsahuje krok exprese V hostitelskych bunkach
a uvolnéni analogu inzulinu 2 jehc prekurzoru chemickymi

a/nebo enzymatickymi metodami.

23. Zptsob podle néroku 22 vy z n a gujici se tim

e hostitelska bufika je baktérie.

24. Zpusob podle naroku 23 vy z n a gujici se tim

e baktérie je E. coli.

XX I
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25.Zplsob podle néroku 22 vy z n a Eujici se tim
5a hostitelska bufika je kvasinka.

26.zZo0sob podle naroku 25 vyznacujilci se t 1im,

e kvasinka je Saccharomyces cerevisiae.

27.Zptsob podle néroku 22 ai 26 pripravy analogu inzulinu

podle néroku 19 v y z n a guijici s e t im, Ze
prekurzor analogu inzulinu m& sekvenci (sekvence 1d.
c. 1)

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg

His Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys
Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gin Val Gly Gl Val Giu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala
Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg

Gly lle Val Glu GIn Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr GIn Leu Glu Asn Tyr Cys

Asn

28.2ZpAsob podle nédroku 22 a3 26 pripravy analogu inzulinu
podle néaroku 20 vy znadcu 3 ici s e t im, Ze
prekurzor analogu inzulinu ma sekvenci - (sekvence 1id.
c. 8):

Met Ala Thr Thr Sar Thr Gly Asn Ser Ala Arg

His Ala Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Vel Glu Ala Leu Tyr Leu Val

Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gin Val Gly GIn Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala

Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg

Gly lle Val Glu Gin Cys Cys Tnr Ser lle Cys Ser Leu Tyr GIn Leu Glu Asn Tyr Cys

Asn



29.Zplsob podle n
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c. 9):

Met Ala Tnr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg
His Ala Ala Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
,MgNgGuNa@ukmPmevaGWvaaGmUmGWGWGWPmGWNa
Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg
Gly lle Val Glu GIn Cys Cys Thr Ser lle Cys
Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys Asn

30.

36.

37

prekurzor analogu inzulinu

_Prekurzor analcgu inzulinu

_Prekurzor analogu inzulinu

_prekurzor analogu inzulinu

_Sekvence DNA, ktera koéduje

naroku 30.

.Sekvence DNA, ktera koduje

naroku 31.

Sekvence DNBR, ktera koéduje

naroku 32.

_Sekvence DNA, kterd kéduje

naroku 33.

XXX}
XX R

e

podle néaroku 20 vy zn a gujiciti s

prekurzor analogu inzulinu ma sekvenci

podle néroku 22.

podle néroku 27.

podle naroku 28.

podle néroku 289.

prekuzor

prekuzor

prekuzor

prekuzor

analogu

analogu

analogu

analogu

[N N ]

Aroku 22 a? 26 ptipravy analogu inzulinu

e t im, Ze

(sekvence 1id.

inzulinu podle

inzulinu podle

inzulinu podle

inzulinu podle
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38.Expresni vektor obsahujici sekvenci DNA podle naroku 34.
39. Expresni vektor obsahujici sekvenci DNA podle nérokukBS.
40 .Expresni vektor obsahujici sekvenci DNA podle naroku 36.
41 .Expresni vektor obsahujici sekvenci DNA podle néaroku 37.

47 .Hostitelské Dbufika, kterd Jje transformovana expresnim
vektorem podle kteréhokoliv z naroka 38 aZ 41l.

43 .Farmaceuticky pfipravek v y z n a cujici se tim
Ze obsahuje alespon jeden analcg inzulinu podle
kteréhokoliv z naroka 1 aZ 21 a/nebo alespofi jednu Jjeho

fyziologicky pfijatelnou sual.

W

44 . Farmaceuticky ptipravek podle naroku 4
vyznadujlcil se t i m, Ze analog inzulinu nebo
jeho fyziologicky pFijatelnd sial je Vv rozpudténé, amorini

a/nekto krystalické formé.

45.Farmaceuticky pripravek  podle naroku 43 nebo 44
vyznacuiici s e t+ im, Ze dale obsahuje

depotni pomocné latky.

46.Farmaceuticky pripravek podle naroku 45
vyznadc¢ujicit s e t im, Ze depotni pcmocné
latka je protaminsulfat, pfic¢emZ analog inzulinu nebo jeho
fyziologicky prijatelnd sul tvori s protaminsulfatem

spole&ny krystalizat.

47.Farmaceuticky pfipravek podle kteréhokoliv z nérokl- 43 az-



46 vyznadcujicit

nemodifikovany huménni

48 .Farmaceuticky piipr

47 vyznac¢cujilc i s e t 1 m,
analog inzulinu.

49.Farmaceuticky ptipravek podle
vyznadc¢ujicil se t i m, Ze analog

Gly (A21)-Arg(B31l)-Ar

50.Injikovatelny

roztok

33

s e t im, Ze

inzulin.

B32)-humanni inzulin.

s inzulinovou

XX K]
eves

navic

naroku

obsahuje

avek podle kteréhokoliv z narokld 43 ai

e navic obsahuje

48

inzulinu Jje

aktivitou

vyznac¢ujici s e t im, Ze cbsahuje
farmaceuticky pZipravek podle xteréhokoliv z néarokd 43 az
49 v rozpudténé forme.

51.Injikovatelny roztox podle naroku 50
vyznadujilciti s e + i m, Ze obsahuje 1 ug azZ
2 mg zinku na 1 ml.

52.Injikovatelny roztok podle naroku 51
vyznadcujicl s e t i m, Ze obsahuje 5 ug aiz
200 pg zinku na 1 ml.

53.Pouziti analogu  inzulinu a/nebo jeho fyziologicky
pfijatelné solil podle kteréhokoliv 2z naroka 1 aZi 21
k vyrobé farmaceutického ptipravkuy, ktery projevuje

inzulinovou aktivitu s opoZdé&nym nastupen ucinku.

54.Komplex inzulin-zinek,
a 4 aZ 10 zinelnatych

pticemZ

inzulinovy hexamer

ktery obsahuje inzulinovy hexamer

iontd na kazdy inzulinovy hexamer,

sestdva ze

Sesti

molekul

[ XXX J
sesse

(X

[ X RN J
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analogu inzulinu podle vzorce I

(A1-A35)-Cys-Cys-R3-R8-R1 0-Cys-Ser-Leu-R14-(A15-A1 g9)-Cys-R21

N S

\ (I)

S S
Z-R1-R2-R3-R4-His-Leu-Cys (28-B18) Cys-(B20-829)-R30
kde
(21-35) znamend amirokyselinové zbytky v pozicich Al a2 A3

¥etdzce A huménniho nebo zvifeciho inzulinu,
(A15-A19) znamena aminokyselinové zbytky v pozicich Al> ai

Al9 fetdzce A huménniho nebo zvifeciho inzulinu,
(B8-B18) znamena aminokyselinové zbytky Vv pozicich B8 ai 318

fetdzce B huménniho nebo zvifeciho inzulinu,
(B20-B29) znamené aminockyselinové zbytky Vv pozicich B20 az

R2% Fetdzce B huménniho nebo zvifeciho inzulinu,

R8" je Thr nebo Ala,

RS je Ser nebo Gly,

R10 je Ile nebo Val,

R14 je Tyr, His, Asp nebo Glu,

R21 je Asn, ‘Asp, Gly, Ser, Thr, Ala, Glu nebo Gln,

R1 je libovolny geneticky kédovatelny aminokyselinovy

zbytek, nebo neni pfitomen, nebo je to atom vodikuy,
R2 je Val, Ala nebo Gly,
R3 je Asn, His, Glu-nebo ASp, -
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R4 je Ala, Ser, Thr, Asn, Asp, Gln, Gly nebo Glu,
R30 je libovolny geneticky kbédovatelny aminockyselinovy

2zbytek nebo -OH,

~

je atom vodiku nebo peptidovy zbytek s 1 az 4

[\N]

geneticky kdédevatzlnymi aminokyselinovymi zbytky,

cbsahujici 1 aZ 4 histidinové zbytky (His).

55.Komplex inzulin-zinek podle néaroku 54, ktery obsahuje 5 aZ

8 zineCnatych icntd na kaZdy inzulinovy hexamer.

56.XKomplex inzulin-zinek ©podle néroxu 54 nebo 55, kde

inzulinovy hexamer sestédvd ze Sesti molekul analogu

inzulinu pedle vzerce I podle kteréhokoliv z narokd 1 aZ-

21.

wn
W

teé

¢
1))
D«
N
D
O

Komplex inzulin-zinek pcdle niroku 54 nebo 33, kde
B analogu inzulinu podle vzorce I m& sekvencl (sekvence
id.

Phe Val His Gin His Leu Cys Gly Ser His Lsu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly

Glu Arg Giy Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

¢
-
(@}

58.Komplex inzulin-zinek podle néroku 54 nebo 55, kde Zetézec
B analogu inzulinu podle vzorce I md& sekvenci (sekvence

: 2
~
1d

. C. 1)

Phe Val Asp GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

59.Farmaceuticky pfipravek vy znadcujicil se tim,
7e obsahuje alespoil jeden komplex inzulin-zinek podle

by

kteréhokoliv z narokl 54 aZ 58.

e
9]
in
n
(]
t
e
=t

60.Farmaceuticky pfipravek vy zn a € u j
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61.

63.

64.

sede
IX XX}
soes
L]

anece

obsahuje kysely roztok alesponi jednoho analogu inzulinu
podle kteréhokoliv z naroka 54 a? 58 a/nebo jeho
fyziologitky pfijatelné soli spolelné s odpovidajicim
mno?stvim zine&natych iontl, Kkteré umoZni wvznik komplexu
inzulin-zinek podle kteréhokoliv z narokd 54 az 58.
Farmaceuticky ptipravek podle naroku 60
vyznac¢cuijilci s e t i m, Ze obsahuje kysely

roztok alespoil jednoho analogu inzulinu pcdle kteréhokcliv

o

1

[

roklt 1 a% 21 a/nebo jeho fyziologicky prfijatelné so

s

i

™

spole&nd s odpovidajicim mnoZstvim zine&natych iontq,

které umozni vznik komplexu inzulin-zinek podle néroku 56.

roztok alespoil jedncho analogu inzulinu pedle narcka 57
nebo 58 a/nebo jeho fyziologicky pfijatelné soli spolelné
s odpovidajicim mnoZstvim zinelnatych iontu, které umoini

vznik komplexu inzulin-zinek podle naroku 57 nebo 58.

Farmaceuticky pPipravek podle kteréhokoliv z nérokd 59 ai
62 vyznadc¢uijici se tim Ze obsahuje komplex

inzulin-zinek v rozpu3téné, amorfni a/nebo krystalické

formé.
Injikovatelny roztok s inzulinovou aktivitou
vyznadcuijici s e tim, Ze obsazhuie
farmaceuticky .pFripravek podle naroku 63 v rozpudténé
formé.
Injikovatelny roztok podle naroku 64

vyznadcujici 5 e t i m, Ze obsahuje 1 pg az-
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2 mg zinku na 1 ml.
66.Injikovatelny roztoXx podle naroku 65

vyznacujici s e t i m, Ze obsahuje 5 ug aiZ

200 pg zinku na 1 ml.

67.Pouziti komplexu inzulin-zinek podle kteréhokoliv z néroki
54 a? 58 k vyrob& farmaceutického ptipravku, ktery
projevuje inzulinovou aktivitu s opoZdénym  nastupem

ucinku.
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