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- ‘ , ?3‘,, - . “poslednich 1etech byla. navrhovéna

Y

Vyndlez se tyk4 specificky glykosylo—‘
vanych insulinovych derivdtl, které je moZno zpracovat na

farmaceutlcké prostfedky, aakoé i zpﬁsobu jejich vyroby.

fada insulinovych analogh pro 1¢&bu cukrovky. UZelem navr-
| hovanych derivdtld bylo zlepSeni 1éZby, p¥i nif je nutno

nahradit insulin tek, Ze by bylo pouZito dostupn&jsich in-

sulinovych analogt s‘rychlejéim nebo protrahovanéjéim udine

. kem ve srovnédni s ﬁéinkem lidského insulinu.

Problém, ktery je spojen:s vyvojem
insulinovych analogl substituci Jjedné nebo véiéiho podtu
zbytkd aminokyselin v nativnim insulinﬁ spoéivd v tom, te
vznikajfct ldtky mohou vyvolat imunologickou reakci. Mimoto

gasto dochdz{ také k problémim, které souvisi s neolekdva=-

-,hj‘nodrrozpustnoéti‘nebo nestdlost{ ziskané létky. .

Insulin m4 pomdrné krdtky pololas

" v krevnim obéhu, neni v3ak moZno vyloudit, Ze dochdz{ in

vivo ke glykosylaci malého podflu insulinu nejen u diabeti-

%, jak je uvdd¥no v publikaci Nakayame a dald{, Nonenzyma-

tic glycosylation of insulin, "Current topics in clinical

and experimental aspects of diabetes mellitusj (1985), 201

aZ 204, Sakamoto, Min and Baba,'Eds., Elsevier Science
' Publishers B.V., nybr¥ také u lid{, kter{ t{mto onemocndnim
" netrpi. Je tedy moZno, Ze organismus Jji% vyv1nu1 mechanismus

'k potla¥eni tvorby protllétek proti glykosylovanému insulinu.




‘Je ddle moZné, %e by bylo moZno provést nékteré zmény na.
sacharidové ¥4sti k zakryti pritomnosti antigenu.

o | Vazba glukosy, manosy a nékterjch
ollgosacharidﬁ na insulin byla podrobens ‘velkému poétu stu-
di{ in vitro, aby bylo mo¥no prokdzat, zda tvorba glykosy-
loveného insulinu in vivo miZe byt pri¥inou pozdnich kowpli-
kaci{ u diabetikd. V publlkaci Anzenbacher a dal3i, Biochemi-
ca et Biophysica Acta‘;__ (19753, 603 a% 607 se uvdd{ vysled-
- ky studif s vazbou D-glukosy na insulin pri. pouit{ dialyzy
X doéaienim rovnové¥ného. stavu. Vazba ﬁebyla prili§ speci-
fick4d a prGmérné se na molekulu insulinu vézalo osm molekul

glukosy.

Interakce mezi insulinema glukosou
a mannosou ae popséna v publ1kac1 Dolhofer a dal31, Febs
 Letters 100 (1979) 133 aZ 136 Vysledky uxazugi, Ze obd-

hexosy se mohou vézat kovalentné na molekulu insulinu v pr&-

b&hu 1nkubace in v1tro pri teplot® 37 °C. Za zvolenjch reaké--
nich podminek se primdrné& vézala 3,6 + 0,39 zbytkld glukosy

a 5,0 + 0,43 zbytkd mannosj na molekulu insulinu.

Systém, v n¥m¥ bylo uvolnovén{ insuli-"
nu ri{zeno glukosou byl navrhovén v publikaci Brownlee a Cerami,
Science 206 (1979), 1190 a¥ 1191, a Dlabetes }2 (1983),

499 aZ 505, 8lo o syntézu glykosylovanych derivdtd 1nsu11nu,
“schopnjch kompetice s glukosou pri vezb® na lectiny. S in-

sulinem byly uvédény.do reakce maltosa a jiné oligosacharidy.




" Nakayama a dal3i ve svrchu uvedendr %
publikaci sledovali neenzymat ickou glykosylaci insulinu in |
V1tro a in. vivo u dlabetickYCh nemocnych a do8li k zdvéru,
***—“w*ieﬂglukosa— e*vélenuje—d0+moleku1y*1nsu1inu in_vivo za pa=- _;wmwﬁF
thologickych podminek. Pri pokusech in visto 'dochézelo k

vezb® t&{ molekul. glukosy na jednu molekulu insulinu.

V publikaci Lapolla & dal81, Disbe-
tes 37 (1988) 787 &% 791 se popisuje sniZend biologickd
G&innost in vdvo pro 1nsu11n, glykosylovany in V1tro. Insulin
byl glykosylovén za pritomnosti vysoké koncentrace glukosy
podle svrchu uvedené publikace Dolhoferovy ve vodném pro-
stred{ 17 hodin p?i'teploté 37 O a pH 7,4. Vézalo se pri-

mérné mno¥stvi 2 moly glukosy na 1 mol insulinu.

. Vzhledem k tomu, %e natyvni insulin
" mé tFi volné prlmérni aminoskuplny v poloze Bl (Phe), Al
(Gly) a B29 (Lys), Jje zrejmé, Ze svrchu popsané glykosylo-
ﬁ'vané insulinové'derivét&'byly nehomogenni sm&s{ glykosylova-

nfch molekul insulinu.

A% dosud nebyly podniknuty %4dné po-
usy s frakcionaci svrchu uvedenych smisi na jejich jednotli-
vé sloZky.

o Glykosylované insulinové derivaty
pro saﬁoregulujici systém& uvolﬁbvéni insulinu'byiy popsény
v publikaci Kim a daldf, Journal of Controlled Release 1,




(1984), 57 a% 66 a v US patentovych spisech &. 4 483 792,

4 478 830, 4 478 746 a 4 489 063. V tZchto glykosylovanych

insulinovych derivdtech byla glukosa nebo mannosa vézéna na
insulin pies‘skﬂpinu,-odvozenou od dikafboxylovjch kxyselin,
anhydridu kyselin nebo fenylaminu nebo kombinaci téchto

skupin.

V evropské patentové prihléSce &.
84200328, uverejnéné pod &islem 119 650 se popisuji galsk-

~ tosyl insulinové derlvéty, které stejné Jsko glykosylované
1nsuliny, popsané v Klmové svrchu uvedené publlkaci obsahu-
ji wezi galaktosylovym zbytkem ‘a’ molekulou 1nsulinu skupinu,

pres kterou jsou tyto zbytky vézény.

| Vyndlez si klade za ukol navrhnout .
insulinové derlvéty s dokonalej8imi vlastnostmi. Zejména: by
" m8lo jit o insulinové derivéty, které by nevyvoldvaly imuno-
 logickou reakci. Ddle by m&ly tyto derivédty zajistit rychlej-

~

o

81 nédstup d&inku nef u nativnfho insulinu a zlep3it rozpust-

.nost méné rozpustnych insulind a umoﬁnii 1ak pouzitf{ vysoce
kéncennrovanjch roztokd, napriklad u tak zvanfch osmotickycn
insulinovych &erpadel. Nové derivéty by také nemély mit sklon
k tvorbE £ibril.

7 ' Predmétem vynélezu jsou tedy speci-
1f1cky glykosylované - 1nsu11nové derivédty. Pod timto pojmen
se rozum{ derivéty, v nich¥ se uhlohydrdtovd skupina nachdéz{

ve specifické poloze v molekule insulinu. Jak nebylo moZno




moéekévat,mtakto»specifickyéglykoaylované~insulinové-deri-
véty poskytujl pro lé&ebné ¥ely cenné vyhody, jak bude
patrné z daldfho popisu 8 z prikladové ¥4sti.

.Vynéiezwsewtedywxjké+specifieky4gly-ﬂw-~#w

| '1 vevsrqvnéni s dérivéty podle uvedené publikace je zachovdni

kosylovapych insulinovych derivdtd, v uZ3im smyslu derivatd,
které jsou ﬁonoglykosylovény v polohéch Al, Bl nebo B29,
diglykosylofény v polohdch Al a Bl, Al a B29 nebo Bl a B29
nebo triglykosylovény v polohdch Al, El a B29.

Glykosylované insuliny, které byly
popsény ve svrchu uvedené publikaci Kima a dal¥ich, jégu
0dli%né od insulinovych deriv4td. podle vyndlezu, v nicii'
se vyuiiva vlastni aldehydové funkce cukru pro tvorbu ko-
valentni vazby s insulinem bez pou¥it{ jinjch pomocngch v

skupin. Dal3{ vyhodou=insulinovydh derivétd podle vyndlezu

nativa{ distribuce ndboje insulinové molekuly. Aﬁinoskupi—
ny, které se dﬁéstni glykosylaéni reskce jsou pfevédény nsa
sekunddrni aminoskupiny & jsou naddle schopné protonace

Jako v b&Zném insulinu,

Nové insulinové derivdty mohou v
ka%dé z uvedenfch poloh obsahovét monosacharid nebo oligo-
sacharid s obsapem aZ t#i zbytkd cukru. Vhodnymi mﬁnosa-
charidy jsou élukosé,.mannOSa'a galaktosa, vhodnymi oligo-
sacharidy maltosa, isomaltosa, laktosa, maltotriosa, weli~

biosa a cellobiosa.




_ Specificky glykosylované insulinové
derivéiy podle vyndlezu je moZno poufit k 14¥b& cukrovky.
Pri dpravé ihsulinqvé 168by je také moZno pouZit zvléétnich
smési'jednotlivfch séecificky glykosylo&anych sloudenin. o

Pod pojmem insuliny se rozumi nativ-
n{ forma insulinu, nep¥fklad insulin Zlovéka, skotu a vepre,
aviak také derivéty t&chto 14tek, v nichZ bylo nahrazeno,
pridéno nebo vypusténo nkolik aminokyselin nebo alespon
jedna aminokyselina ve srovndni s prircanim insulinem, jak
bylo popséno v evropskych ??t&nﬁCVYCh‘SPiS?Ch éf 194 8644 &
214 826A, S

| Jaek jiZ bylo uvedeno; nativn{ in-
suliny obsahuji't5i mista potencidln{ glykosylace, a to
dva N-termindlni zﬁytky'aminokyselin v retdzci A a_B a
 zbytek lysinu v .poloze B29. Je z¥ejmé, %e poZet potenciél-

nich misfxpro‘glykosylaci u analogu insulinu svrchu popsa=-

ného typu se mite pohybovaf 0d dvou (dva N-termindln{ zbyt-
ky) a% do vétéihé_poétu v zévislosti na tbm, kolik zbytkd

lyéinu se naﬁhéﬁi vnmodifikované molekule insulinu vzhledenm
k tomu, e lysin je jedind prirodn¥ se vyskytujic{ aminoky-

selina s volnou primérni aminoskupinou v postrannim ret&zci.

leykosylace schematicky probihéd
pod1e~nésledujiéihb schematu, byla ﬁouiité‘D—glukosa.‘




D-glukosa ~ D-glukosa

pyranosovd struktura . ' retézec

Reaktivni slofkou je struktura ve formé ret¥zce.

CH,,OH
OH
—H20
OH + HyN-insulin =
HO , +H20
OH
CH,OH |
) o
‘NH~insulin
HO
. —r HO . .
HO OH : CH2-NH-1nsu11n
OH HO

glukosoinsulin Je mo%no vyjddrit také pojmem l-deoxy-
. =D-fruktosylinsulin, ve schematu se pod pojmem insulin

rozumi desaminoinsulin.

Svrchu uvedend reakce bude analogic-

kym Zp&sobem probihat také s pouZitim jinych monosachar idd




nebo oligosacharidd, které budou obsahovet volnou éldehydb—
- vou skupinu. ‘ X r
Déle budou uvedeny specifické prikla— v

dy glykosylovanych insulind; jde vidy 0 derlvéty lldského |

1nsu11nu..

Phe (B1) glukosoinsulin,

Phe(Bl) mannosoinsuiin,

Phe(Bl), lys(B29) digalaktosainsulin,

Gly(Al) Lys(B29), digaiaktoéainsulin,

Phe(Bl), Gly(Al) diisomaltosqinsuiin,b

Phe(Bl), Lys(B29) aiisomaltosoinsulin,

Gly (41}, Lys(BéQ) diisomaltosbinsulih, o
Gly(41), Phe(Bl), Lys(B29) triglukosoinsulin,
Gly(Al), Phe(Bl), Lys(B29) trimaltosoinsulin,
Gly(Al),.Phe(Bl), Lys(B29) ffiléktosoinsuiin;:
Gly(Al), Phe(Bl), Lys(B29) trimaltotriosoinsulin,

Gly (A1), Phe(Bl), Lys(Eé@) {rimennosoinsulin,
Gly(Al), Phe(Bl), Lyé(3295 trigalaktosoinsulin,
Gly(Al), Phe(Bl),‘Lys{BZ9) triisomaltosoinsulin,
" Phe(Bl) glukoso [Asp B0} insulin, |
Gly(Al), Phe(Bl) diglukoso [Asp 10] insulin.

o . Zeaimavé jsou také speciflcxy gly~
kosylované insuliny ainych ilvoélénych druh& naprlklad

1nsu11n_vepre.
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7" Specificky giykosylovand insulinové
derivédty je moZno ziskat reskc{ insulinu nebo jeho analogi

s prebytkem zvoieného monosacharidu nebo oligosacharidu ve

vhodnémworganickém+nebowvodném*prostieﬁiw~meplo¢é—se;mﬁ£e
nénit v rozmezi 20 az 60 °C, 2 organickych rozpoudtédel je
moZno ufit ni*%{ kerboxylové kyseliny, néﬁ?iklad‘kyselinu |
octovou & propionovou, niZ8{ alifatické alkoholy, Jako
methsnol, ethanol a 2-propanol, ethylenglykol a propylen-
giykbi, je vBek moZno uzZit teké fenoly.

| Reak®n{ doba a sloZen{ reakdn{ sm&si
bude zdviset na tom, .zda je poZadovén mdnoglykosylovanj,
diglykosylovany nebo triglykééylované produkt. Reakeci Jje
moZne sledovat vysokotlakou kapalinovou chromatografi{ v
reversni fdzi (d4le RP HPIC) ke stanoveni okam¥iku maxim4l-
o ﬁI tvorb& ﬁednoﬂlivych glykosy10vanjch produktd. -

Reakce se zastav{ zchlazenfm, napfi=-
klad na--20 °C,'reak5hi smés se pak odpar{ do sucha, hlav-
ni sloZky reakdni smési se pak izolujf a ¥ist{ preparativn{
RP HPILC. Po odstranéni soli je moZno charakterizovat vysled-
ny produkt hmotovou spekirometrif{ s pouZiti{m bombardovédni
rychlymi atomy (déie FAB-MS), kvantitativni analyzou amino-
_kyéelin po redukci borohydridem a biologickymi zkou3kemi.

Glykosylované insulinové derivéty
a jejich sm&si je moZno pou¥it misto insulinu 8lovdka nebo

vepre ve zndmych farmaceutickych prostredcich s obsahen
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insulinu za vzniku novych farmaceutickych prost¥edkd. Tyto
farmaéeutické prostredky budou obsehovat glykosylovany in-
sulih nepo,jeho'éﬁi,_vhodnou z farmaceutického hlediska ve “
AMVOdnéﬁ rozﬁdkﬁ;;s vyhodou s néutrélni hodnotou pH. Vodné
prostred! miZe obsahovat létku, zajisfujfel isotonicitu,

jeko chlorid sodny, octan sodny nebo glycerol. Mimoto midZe
vodné prostredi obsahovat zinefnaté ionty, pufry, jako ace-
tdtovy nebo fosfétovy pufr ? konzervadni prostredky, Jjako

n-kresol, methylparaben nebo fenol., Hodnole pH se upravi

‘na vhodnou hodnotu‘a vysledny prostredek je moZno sterili-
zovat filtraci. | |
Nové prostredky s obsahem insulinu
podle vyndlezu je moZno uZit obdobnym zplsoben jako 2zndmé
prostredky s obsahem. insulinu.. B
Praktické provedeni iynéiézu bude

osvEtleno ndsledujfcimi priklady.

Priklad 1
Phe(Bl) glukoseinsylin
0,1 mmol lidského insulinu se uvede

do suspenze ve 30 ml methanolu a pri teplotd mistnosti se

prid4 5 ml ledové kyseliny octové. Smés se opatrné michd
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—-a% do rozpudténi insulinu. Pak sewpfidé-daléi-mnoistvi
35 ml methanolu a po priddni 2,2 mmol D-glukosy se smis

"
opatrnd michd 8 nodin pr1 teploté 40 °C po této: dobé se

| stéva vyslednj produkt hlavni sloikou reakéni smé31.

| Roztok se zahust{ téméf do sucha na
rﬁtaénim odparovadi. Pak se odparek rozpusti ve vod& a po-
drob{ se frakcionaci pomoc{ preparativn{ RP HPLC. UZije se
sloupec o rpzméru 16 x 250 mm se T/um 100 & 018 gdstic.,
Teplota je 30 °C, mobilni féze. A: 0,04 M kyseliny fosfo=
‘ reéné, 0,2 M sirasnu sodného, 10 % acetonitrilu, pH 2,5 po

Upravé ethanolaminem., B: 50% acetonitril.

Frakce, odpovidaaici centrdln{ &4sti
hlavniho vrcholu se zbav{i solf a lyofilizuje. Vytéﬁek Je
0,02 mmol. Produkt byl charakterizovén FAB-MS a kvantita-

tivn{ énaiyzph aminOkyselih po redukei iydrobordtem. Analy-

. za aminokyseiin prokdzala dva zbytky fenylalaninu, to Jest

o jeden zbytek fenylalaninu mén® neZ v lidském insulinu,

patrné v dﬁslgdku substituce na Phe(Bl). Molekulové hmotnost

byla 5970, teoretickd hodnota je 5970.

. S e
Lo v RT3~ IS : .
PRETH: X AL S PR 'u“;-ﬂéﬁé&i-.f: s x
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Pr{klad 2

t

Phe(Bl),G1 A1) diglukosoinsulin - ' e

Svrchu uvedend sloulenina byla zfské~
na ipﬁsobem podle ﬁ?ikladu 1 s t{m rozdilem, Ze reakénf{ doba
byla 16 hodin m{sto 8 hodin, ¥fm% se'vysledhj_produkt stal
hlavni sloZkou reakéni smési..Vyiéﬁek byl 0,06 mmol.

| Analyza aminokyselin prokédzala o Jje-
den zbytek Phe a o jeden, zbytek Gly mén¥ vzhledem k substi- |
tuci v poloze'Al a Bl, |
. Moleku}ové hmotnost byla 6132, teore- -
tick4 hodnots je 6132. .
Absorpce po podkoinim podéni byla

stanovena u veprﬁ prl inaekﬁnim podéni 12 51 znaéeného Phe(Bl),
Gly(al) dlgluk0501nSLlinu, z1skaného zplisobem podle publikace .

) Jdrgensen a daléi Diabetologia 19 (1980), 546 aZ. 554 Rych-
lost absorpce po podkoini injekci 12 5I-lidského-insulinu a
1251 phe(B1) ,G1y (A1) diglukosoinsulinu lidského pivodu je
uvedena v ndsledujic{ tabulce l.lHodnoty T75, 50 @ T25
tabulce 1 znamenaj{ éas v hodindch, ktery uplynul od okam-
Ziku inaek&niho podéni vzorku do zmdreni rad;oaktivity a

| fdo aejiho poklesu v mistd podéni na 75 %, 50 % a 25 % po-
d4tednihodnoty. 2 tabulky 1 Jje zrejmé %e glykosylovany
insulin se vstrebdvd xych1eji ne% lidsky ;psulin.
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" T-abulka -1

Trs  Tso  Tos

o o i + e e

lidsky insulin 1,12 2,33 3,69

lidsky diglukosoinsulin 0,65 1,47' 2,76

U&inek iidského insulinu (AétrapidTM) |
a lidského Gly(Al),Phe(Bl) diglukosoiﬁsulinu po podkoZnim
podéni u veprd (primér z p&ti zvirat) v mnoZstvi 0,1 jed-
notka/kg je uveden v nésledﬁjici tabulce 2, kterd uvad{
glukosu v mmol/l. |

TEabulka 2

%as v'h ‘*.ulidsky-ihsulin lidéki diglukosoinsulin

-0,33 ' 9,30 5,24
0 5,36 . o 5,32
0,33 4,78 4,76
0,67 4,72 | 4,06
1 4,12 3,34
1,5 3,60 | 2,98
2 3,2 2,88
25 - 3,28 . 2%
3 3,18 | 3,14

4 3,34 3,96
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Tabulka 2 prokazuje rychlejd{ uddinek

diglukoscinsulinu ve srovnén{ s lidskym insulinem.

~ Tmunologickd odpovéé’l u krélfkd
(prx‘mér z 10 krélikﬁ) pro lidsky insulin, insulin skotm a
lidsky Gly(Al),Phe(Bl) diglukosoinsulin je uvedena v tabul-
ce 3, kde jsou uvedeny hodnoty vazby v krd4liéfm seru v pro-
centech podle publikace Schlichtkrull a dal3i, Horm. Metab.
Res, 'Suppl'. ser. 5 (1974), 134 aZ 143. |

Tabulke 3

. -

gas, dny lidsky insulin 1idsky diglu-

insulin ~ skotu kosoinsulin
o - 1,9 0,4 1,2
13 . 2,3 .06 L3
27 3,0 28,5 - 1,5
a T3 T L
55 43 307 1,1 -
69 3,9 3,7 2,2
83 2,4 30,1 1,1
97 2,0 32,6 1,5

B - -Z tabulky 3 Je rejné, Ze 1idsky
dlglukosomsulm vyvol4vad neolekdvanZ nizkou 1munolog1ckou

odpovéd, srovnatelnou s odpovédi na lidsky insulin.




- 16 -

S PFLk lad -3

Analogickym zplsobem byly z{skény

také nésleduaici slouéenlny. Molekulové hmotnost byla

zglétpvéna FAB-MS nebo hmotovou spektrometrii s plasmatickou
desorped, tyfo hodnoiyljsddﬁébolu é‘vypééitandﬁ'ﬁoiékulovou

hmotnostf uvedeny v tabulce pro‘kéédou latku.

slouéeﬁina ' molekulovd hmotnost
vypoliténo nalezeno

Phe (B1) galaktosdinsulin 5956 5970
Phe(Bl) maltosoinsulin 6119 6132 :
Phe(B1) laktosoinsulin | 6125 = 6132
Phe(Bl) maltotrioseinsulin o 6288 . 6294
 Gly(Al),Phe(Bl) dimsltosoinsulin 6444 = = 6456
Gly(Al),Phe(Bl) dilaktosainsulin 6446 ' 6456 |
Gly(Al),Phe(Bi) dimaltotrioscinsulin 6771 6780

‘Gly(Al),Phe(B1),Lys(B29) triglukoso-
insulin - 6294 6294
Gly(Al),Phe(Bl) diglukoso'[AspBlo)

insulin 6112 6110

%10 vidy o derlvéty lldského 1nsu11nu.,
Uloéeni zbytkﬁ cukrd bylo potvrzeno redukcf hydroborétem s

ndslednou kvantltatlvni analyzou amlnokyselln.




- l.:Specificky glykosyio py insulin,

vyzpadujic{ se tim, se¢ obsahuje jeden nebo v&t3{ podet mono-
sacharidovych zbytkd nebo jeden nebo #étéi po&et oligosacha-

ridovych skupin s ai tpeni zbytky cukru.

2. Specificky glykosylovany insulin
podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze obsahuje jeden zbytek

monosacharidu nebe jednu oligosacharidovou skupinu s aZ tre-

mi zbytky cukru.

_ 3. Specificky glykosyloveny insulin
podle bodu 1, vyznalujici se tim,'Ze obsahuje dva zbytky
 monosacharidu nebo dvé oligosachariddvé skupiny s aZ tremi

zbytky cukru.'

4..Specifiéky‘élykosylovany—insulin———;___

podle bodu 1, vyznaéujici setim, %e obsahuje tri zbytky

monosacharidu nebo tri oligosachafidové skupiny s, eZ tremi

zbytky cukru.

5. Specificky glykosylovanj‘insulin

- podle boduil, vyznadujict se tim, Ze je monoglykosylovén

T ————
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_ 6, Specificky glykosylovany insulin.
podle bodu 3, vyznalujici{ se tim, Ee.je diglykosylovédn v

_polohéch Al a Bl, Al a B29 nebo Bl a B29.

s

7. Specificky glykosylovany insulin™
podle vodu 4, vyzna&ujic{ se tim, Ze je triglykosylovén ¥
polohdch A1, Bl a B29. '

. 8. Specificky glykosylovany insulin
podle bodu 1 ai 7, vyznaéuaici se tim, Ze v poloze B1lO obsa~
huje Asp. |

9. Specificky glykosylovany insulin
podle bodd 1 a%Z 8, vyznalujici se tim, Ze je odvozen od
1lidského insulinu.

10. Lidsky Phe(Bl) glukosoinsulin.

11. Lidsky Fhe(B1),Gly(Al) diglukoso-

insulin.

12. Prostredek, vyznafujfc{ se tim,
$e¢ obsahuje alespon 90 %, s vyhodou alespon 95 %, a zv143t&

‘alespon 99 % specificky glykosylovaného insulinu podle bodd

1 az 11,

13. Farmaceuticky prostredek, vyzna-
fujici se tim, Ze obsahuje specificky glykosyldvany insulin

podle bodd 1 a% 12, nebo jeho sil, prijatelnou z farmaceutic-
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kého hlediska, popripadé spolu s obvykljmi pomoenymi 14tke-

mi, prisademi a konzerva&nimi létkami.

14. Zpsob vyroby specificky glyko-
sylovaného insulinu podle bodd 1 a% 9, vyznatujici se tim,
Ye se odpovidajfc{ insulin uvede do reskce ve vodném nebo
organickém prostred{ s monosacharidem, ktery obsshuje vol-
nou aldehydovou skupinu nebo oligosacharidem, ktery. obsahu-
Je volnou aldehydovou skupinu, & a3 t¥i zbytky cukru, nalef

se. vysledny produkt z reskini smési izoluje.

Zastupuge:
7

y
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