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Re¥enti se tyk4 nerozpustnych kompozic, obsahujicich protein
zvoleny ze souboru, zahrnujiciho inzulin, inzulinové analogy
a proinzuliny; derivatizovany protein zvoleny ze souboru,
zahrnujiciho derivatizovany inzulin, derivatizovany
inzulinovy analog a derivatizovany proinzulin; komplexujici
sloueninu; hexamer-stabilizujici slougeninu; a divalentni
kationt kovu. P¥ipravky s obsahem nerozpustné kompozice
jsou vhodné pro parenterdlni i neparenteralni podévani pro
1ééeni hyperglykémie a diabetu. Mikrokrystalicka forma
nerozpustného precipitatu je farmaceuticky analogicka
neutralni protaminové Hagedornov& (NPH) form& krystalti
inzulinu. P¥ekvapive bylo zji§t&no, Ze suspenzni p¥ipravky s
obsahem takovych nerozpustny kompozic maji jedinetné a
kontrolovatelné vlastnosti rozpousténi, které umoZiiuji
terapeuticky vyhodnou glukodynamiku ve srovnani s
inzulinovymi NPH ptipravky.
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Nerozpustné kompozice na ovliviiovani glukézy v krvi

Oblast techniky

Vynalez se tykd nerozpustnych kompozic na ovliviiovani
glukézy v krvi. Obecnéji se vyndlez tyka oblasti

farmaceutického 1é&eni onemocnéni diabetu a hyperglykémie.

Dosavadni stav techniky

Po dlouhou dobu bylo cilem inzulinové terapie napodobovani
zpisobu endogenni sekrece inzulinu u norm&lnich osob. Denni
fyziologickd potfeba inzulinu se mé&ni a maze byt rozdé&lena
na dvé faze:

1) absorpéni faze, vyzZadujici priliv inzulinu pro
zpracovani davky glukéza v krvi, vztahujici se k prijmu
potravy, a

2) post-absorpéni faze, vyzZadujici udrZované dodavani
inzulinu pro regulaci vystupu hepatické glukdézy pro
udrzovani optimdlni hladiny glukézy v krvi v obdobi bez
pfijmu potravy. V souladu s tim u&inna terapie pro osoby
trpici diabetem obvykle zahrnuje kombinované pouzZzivani dvou
typd exogennich inzulinovych pfipravki: rychle plsobici
inzulin pro podavani v dobé& jidla, podavany jednorazovou
injekci a dlouhodob& pasobici, tak zvany baz&lni inzulin,
podavany injekci jednou nebo dvakrat denné pro Ffizeni
hladiny glukbézy v krvi mezi jidly. Idedlni bazalni inzulin
by m&€l poskytnout prodlouZenou a "plochou" dobu ptsobeni -
to znamena, Ze bude fidit hladinu glukézy v krvi po alespon

12 hodin a vyhodné& po 24 hodin nebo vice, ani by dochazelo
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k riziku hypoglykémie. Krom& toho by mé&€l byt idedlni bazalni

inzulin misitelny s rozpustnym inzulinem podavanym v dobé

jidla a nemé&l by zptsobovat podrazdéni nebo reakci v misté
podavani. Nakonec by mélo byt pro pacienta moZné bazalni

inzulin snadno a stejnomé&rné resuspendovat pfed podavanim.

Odbornikim v tomto oboru je z¥ejmé, Ze inzulinové pfipravky
s dlouhym plsobenim se ziskaji upravenim norm&lniho inzulinu
ve formé& mikrokrystalickych suspenzi pro podkozZni injekce.
Priklady komercnich bazalnich inzulinovych pfipravka
zahrnuje NPH (Neutral Protamine Hagedorn) inzulin,

protaminovy zinkovy inzulin (PZI) a ultralente (UL) .

Casné verze souCasnych komer&nich NPH inzulint, které
obsahovaly velké mnoZstvi protamin byly vyvinuty v t¥icatych
letech Scottem a kol. (J. Pharmacol. Exp. Ther. 58:78 a
nasledujici (1936)] a Hagedornem a kol. [J. Am. Med. Assoc.
106:177-180 (1936)]. V roce 1946 byl vyvinut NPH inzulin,
ktery mé&l isofanovy pom&r inzulinu a protaminu, spolu se
zinkem, Krayenbuhl a kol. (Rep. Steno Mam. Hosp. Nord.
Inzulinlab. 1:60 a n&asledujici (1946)]. Tito vyzkumnici
zjistili, Ze pokud inzulin a protamin byly kombinovany v tak
zvaném isofanovém pom&ru p¥i neutralnim PH, v pritomnosti
zinku a fenolové slouceniny, vytvoril se amorfni precipitat
a v klidu se amorfni precipitat pfeménil na podlouhlé
tetragondlni krystaly, které mély pyramidové tvarované
konce. Tyto krystaly byly popsany Jjako ty&inkovité (rod-
like). Bylo pozorovano, ze isofanovy pomé&r inzulinu a

protaminsulfatu je zhruba 0,09 mg protaminsulfdtu na jeden
mg inzulinu. Zinek je t¥eba v mnoZstvi alespon zhruba 3,5 pg

na jeden mg inzulinu a fenolovd slou&enina v koncentraci




[*)

vy531 neZ zhruba 0,1 $.

Inzulin NPH je nejéasté&ji pouzivany inzulinovy ptipravek,
ktery predstavuje 50 aZz 70 procent svétovéd pouzivaného
inzulinu. Jednd se o suspenzi mikrokrystalického koﬁplexu
inzulinu, zinku, protaminu a jednoho nebo vice fenolovych
konzervaé¢nich ¢&inidel. NPH inzulinové pfipravky, které dsou
komeréné& dostupné, obsahuji lidsky inzulin, prase¢i inzulin,
hovézi inzulin nebo jejich smé&si. Pfipravku NPH podobné
pfipravky obsahujici monomerni inzulinovy analog,
LysB298, ProB29-analog lidského inzulinu, jsou také v oboru
znamy [a jsou dale ozna&ovany jako "NPL"; De Felippis, M.
R., U.S. patent &. 5,461,031, vydany 24. ¥ijna 1995; De
Felippis, M. R., U.S. patent &. 5,650,486, vydany 22.
Cervence 1997; a De Felippis, M. R., U.S. patent ¢&.
5,747,642, vydany 5. kvé&tna 1998]. Obecné& se uznava, Ze
inzulin NPH p?¥ina3i prodlouZenou kontrolu glukdzy v krvi ve
srovnani s obvyklym inzulinem, nebot inzulin se nejprve musi
rozpustit z NPH mikrokrystal®® inzulinu predtim, neZ je
absorbovan. V pfipadé obvyklého inzulinu neni pred absorpci
potfeba Z&dného rozpoudténi. U inzulinu NPH je rozpoudténi
faktor, fidici rychlost p¥i uréovani farmakodynamiky a

farmakokinetiky.

Mikrokrystaly NPH inzulinu maji vyraznou ty&inkovou
morfologii s typickymi rozméry zhruba 5 mikront délka, 1
mikron tloudtka a 1 mikron &ifka. K prodlouZenému trvani
pusobeni mikrokrystal®i NPH inzulinu dochazi v disledku

jejich pomalé absorpce z mista podkoZni injekce.

Terapie, kterd vyuZivd sou&asné NPH inzulinové pfipravky ale




neumozZiuje dosdhnout idedlni "plochou" farmakokinetiku,

nutnou k udrZovani optimdlni hladiny glukéza v krvi béhemﬁ‘

hladovéni po prodlouZenou dobu mezi jidly. Nasledkem toho
miZe 1léCeni pomoci NPH inzulinu vést k neZadoucim vysokym
hladinam inzulinu v krvi, coZ miZe zplUsobit Zivot ohroZujici

hypoglykémii.

Kromé toho, Ze némﬁze dos&hnout idedlni plochy
farmakokineticky profil, trvani plisobeni NPH inzulinu také
neni idea&lni. Konkrétné nejvét3i problém spojeny s NPH
terapii je tak zvany "dawn phenomenon", coz je
hyperglykémie, kterd vede ke ztraté u&inné kontroly glukézy
ptes noc, kdy pacient spi. Tyto nedostatky glykemické
kontroly prispivaji k védZnym dlouhodobym léka¥skym
komplikacim diabetu a prind3i zna&né nevyhody a sniZeni

kvality Zivota pacient.

Protaminovy zinkovy inzulin (PZI) m& sloZeni podobné jako
NPH, ale obsahuje vy$5i1i mnoZstvi protaminu a zinku neZ NPH.
PZI ptipravky mohou byt vytvofeny jako amorfni precipitéaty
se stfedni dobou plsobeni nebo krystalicky material
s dlouhodobym pusobenim. PZI v3ak neni idedlni bazalni
inzulin, protoZe neni misitelny s rozpustnym inzulinem
urcenym pro dobu jidla a vysoky obsah zinku a protaminu

mohou zpusobovat podrdzdéni nebo reakce v misté& podavani.

Lidsky inzulin wultralente je mikrokrystalicky inzulinovy
ptipravek, ktery obsahuje vy33i hladinu zinku ne? NPH a
neobsahuje ani protamin ani fenolové konzervaéni ¢&inidlo
zabudované do mikrokrystalu. Lidské wultralente ptipravky

pfindseji stredni dobu pusobeni, kterd neni vhodné& ploch& a




nevytvareji stabilni smé&si s inzulinem. Kromé& toho je

obtiZné je resuspendovat.

Byly ¢inény pokusy odstranit ptetrvavajici nedostatky
znamych inzulinovych suspenzi. Mastnou kyselinou acyiované
inzuliny byly zkoumdny pro bazdlni kontrolu glukdézy v krvi
[Havelund, S. a kol., WIPO publikovand p¥ihlaska W095/07931,
23. bfezen 1995]. Jejich prodlouZenad doba pusobeni je
zpusobena vazbou &&sti té&chto molekul, tvo¥ené mastnou
kyselinou, k sérovému albuminu. Délka mastného acylového
Fetézce téchto molekul je takova, aby byla vyuZita vyhoda
vazby mastné kyseliny k sérovému albuminu. Reté&zce mastnych
kyselin, pouZité v mastnou kyselinou acylovanych inzulinech
jsou typicky delsSi neZ zhruba deset atom uhliku a délka
fetézce rovnajici se &trndcti aZ Sestnacti atomim uhliku je
optimalni pro vazbu mastné kyseliny k sérovému albuminu a

k prodlouZené dobé& plsobeni.

Na rozdil od NPH inzulinu, ktery nerozpustny, vySe uvedené
mastnou kyselinou acylované inzuliny jsou rozpustné pri
obvyklych terapeutickych koncentracich inzulinu. Av3ak doba
pusobeni téchto pfipravkll miZe byt nedostatedn& kratka a
nebo neni dostateéné plocha, pro zajisténi idedlni bazalni
kontroly a jsou slab3i neZ inzulin, coZ vyZaduje podavani
vétSich mnozZzstvi 1é&iva [Radziuk, J. a kol., Diabetologia
41:116-120, 489-490 (1998)].

Whittingham, J. L. a kol. [Biochemistry 36:2826-2831 (1997) ]
krystalizovali B29-Ne-tetradekanoyl-des (B30)-analog lidského
inzulinu jako hexamerovy komplex se zinkem a fenolem pro

GCely strukturdlnich studii rentgenovou krystalografii. Bylo




zjisténo, Ze hexamer m& R6 konformace a Ze ma jisté

vlastnosti, kterymi se odli%uje od hexamerd lidského

inzulinu. Whittingham a kol. nepopisuji #&dné farmaceutické
nebo farmakologické vlastnosti krystald, které byly
vytvofeny, ani nenaznacuji, Ze by krystaly mély v&hodné
vlastnosti pro 1léc¢eni diabetu nebo hyperglykémie. % préace
Whittinghama a kol. neni moZné ptredpovidat, ze protamin
obsahujici krystaly NPH typu by mohly byt vytvoreny =z
derivatizovanych inzulinl a inzulinovych analogd nebo jaka
by mohla byt farmakokinetickd nebo farmakodynamickd odezva

takovych krystala.

Pretrvava tedy potfeba identifikovat inzulinové pfipravky,
které by m&€ly plos$si a del3i dobu ptsobeni neZ NPH inzulin,
které by byly misitelné s vodou rozpustnymi inzuliny pro
dobu jidla, které by bylo moZno snadno resuspendovat a které
by neprinasSely nebezpeli podraZdé&ni nebo reakce v misté

podavani. PrihlaSovatel zcela neolekavan& zjistil, Ze tyto

vlastnosti je mozZno zajistit pouzitim nerozpustnych
kompozice, které obsahuji derivatizovany protein,
nederivatizovany protein, zinek, protamin a fenolové

konzerva¢ni ¢&inidlo. Kromé& vyde uvedenych vlastnosti maji
nerozpustny kompozice podle vyndlezu flexibilitu trvani
kontroly a tvaru profilu glukodynamické odezvy. Jsou
povaZovany za kompozice, které pracuji s fizenym uvolAovanim

a u kterych je rychlost uvolfiovdni fizena pomérem a povahou

derivatizovaného proteinu. Jednim predm&tem predloZeného
vynalezu je tedy nerozpustna kompozice, obsahujici
nederivatizovany protein, derivatizovany protein,

komplexujici slouceninu, hexamer-stabilizujici slou&eninu a

divalentni kationt kovu. Dalsimi predméty predloZeného




vynalezu, které budou dale diskutoviny, jsou pfiprava,

vytvateni farmaceutickych p#ipravkad a pouziti takonchi

kompozic.

PfihlaSovateli nejsou znadmy ptiklady smési derivatizo&anYch
a nederivatizovanych inzulind, jak Jjsou uvedené vyrazy
chapany v pfedloZeném textu. Jsou zndmy krystaly skladdajici
se z proinzulinu a inzulinu [Steiner, D. F., Nature 243:528-
530 (1973); Low, B. W. a kol., Nature 248:339-340 (1974)] a
krystaly sklédajici se z inzulinu nebo inzulinového analogu
o pribliZné& stejném isoelektrickém bodu jako inzulin a
inzulinovy analog, obsahujici dodatecéné zakladni
aminokyseliny [Dbrschug, M. a kol., U.S. patent c.
5,028,587, vydany 2. Cervence 1991].

Steiner vytvafel krystaly, skladdajici se =z proinzulinu a
inzulinu s molarnimi poméry zhruba 1:11, 1:5, 1:2 a 1:1 (to
znamena 0,5, 1, 2 a 3 moly proinzulinu na 6 moll celkového
souhrnu inzulinu a proinzulinu) v 0,095 M citratu sodném, pH
6,0, 0,03 M NaCl, 0,012 M ZnCl, a 16% acetonu. Mno¥stvi
proinzulinu silné ovlivnovalo rychlost krystalizace.
Krystaly se velmi 1i3ily od krystalld <&istého inzulinu za
stejnych podminek a byly charakterizovany jako rhomboedralni
krystaly se zaoblenymi okraji. Uvnit?# a mezi jednotlivymi
pripravky dochédzelo k velkym rozdilim. UZitecnost,
pripisovand krystalizaci proinzulinu a inzulinu spod&ivala
v tom, Ze usnadnovala izolaci malych mnoZstvi proinzulinu a
k nému se vztahujicich struktura z extraktd slinivky b#idni.
Autor uvazZoval o tom, zda miZe dojit ke krystalizaci mezi
prekurzory a vyslednymi peptidy a mezi dal3imi Gzce

pfibuznymi proteiny.
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Low, B. W. a kol. wvytvorili velmi velké krystaly,\

sestavajici z ekvimolarnich podild hové&ziho nebo praseciho
inzulin a jejich  odpovidajicich proinzulint, pricemz
proinzulin a inzulin byly pfed krystalizaci tvarovény do
homogennich  hexameru. RTG krystalografickd analyza a
kvantitativni elektroforéza podpo¥ily zavé&r, 3Ze jednotkové
bunky v krystalech byly vytvofeny dvandcti inzulinovymi
hexamery a dvandcti proinzulinovymi hexamery. Specificky
bylo konstatovano, Ze nebyly znamy 24&dné studie, které byl
naznaCovaly, Ze inzulin a proinzulin vytvareji smi3ené

dimery a hexamery v roztoku.

Dérschug, M. a kol. popsali krystaly, sestavajici =z
inzulinu, des(PheBl) inzulinu, des(ThrB30) lidského inzulinu
nebo des(AlaB30) hovéziho inzulinu a alespoll jednoho
inzulinu, ktery mé& bézickou modifikaci na C-terminalnim
konci B retézce ("modifikovany inzulin"). Takové
modifikované inzuliny jsou popsany napfiklad v evropské
patentové prihladSce ¢&. 132,765. Globin nebo protaminsulfat
byly uvedeny Jjako pomocné slou&eniny, které mohou byt
pouzity v krystalickych p#ipravcich. Nejsou uvedeny Zadné
pfiklady pouZiti protaminu ani Zadny naznak toho, Ze by
vynalezci uvaZovali ucéinek p¥idani takovych sloudenin. Kromé
toho jsou modifikované inzuliny, pouZivané v Ddérschug a
kol., odlisné od derivdtd pouZivanych podle ptedloZeného

vynalezu.

Jak bylo uvedeno vy8e, pfihla3ovatel neo&ekavané pozoroval,
Zze pokud protein, zvoleny ze souboru, zahrnujiciho inzulin,

inzulinovy analog a proinzulin se udini méné& rozpustny ve

seve




vodném rozpoudtédle nebo vice lipofilni derivatizaci skupiny

v Jjednom nebo vice jeho reaktivnich mist, derivatizovany |

protein a nederivatizovany protein zvolené ze souboru,
zahrnujiciho inzulin, inzulinovy analog a proinzulin_mohou
byt vloZeny do nerozpustnych precipitatd a do krystaln
podobnych NPH, s obsahem protaminu. Pokud jsou takové
proteiny spoleé¢né precipitovadny nebo krystalizovany pro
vytvofeni nerozpustnych kompozic, rychlost rozpousténi,
kterou se proteiny rozpoudt&ji =z nerozpustnych kompozic je

z

znacné sniZena ve srovnani s rychlosti, kterou se

rozpoustéji fyzicky podobné nerozpustné kompozice,

obsahujici nederivatizovany protein.

PrihlaSovatel také objevil, Ze jak amorfni precipitéaty, tak
i mikrokrystaly s obsahem derivatizovaného proteinu,
proteinu, komplexujici slouceniny, divalentniho kationtu
kovu a hexamer-stabilizujici sloudeniny prind3eji plos$si a
delsi dobu plsobeni, neZ k jaké dochazi u fyzikalné
podobnych mikrokrystal, tvofenych vyhradné
nederivatizovanym proteinem. Navic prihladovatel neo&ekavané
zjistil, Ze vyhoda plo$3i a deldi doby ptsobeni maZe byt
dosaZena dokonce i u amorfnich precipitatq, obsahujicich

jeden z proteinll a derivatizovany protein.

Podstata vynalezu

PfedloZeny vyndlez se ve svém nej3ir3dim rozsahu tyka
nerozpustnych kompozic, obsahujicich derivatizovany protein,
zvolen ze souboru, zahrnujiciho inzulinovy derivat, derivat
inzulinového analogu a proinzulinovy derivat, protein

zvoleny ze souboru, zahrnujiciho inzulin, inzulinové analogy




a proinzuliny, komplexujici slouceninu, hexamer-
stabilizujici slouc¢eninu a divalentni kationt kovu.
Derivatizovany protein je bud méné rozpustny ve vodném
rozpoustédle nez nederivatizovany protein, je vice
lipofilni, neZ nederivatizovany inzulin, nebo v&tvéfi
komplex se zinkem a protaminem, ktery je méné rozpustny nez
odpovidajici komplex s nederivatizovanym proteinem.
Nerozpustné kompozice podle pfedloZeného vynalezu mohou byt
ve formé& amorfnich precipitdtl nebo vyhodn&ji ve form&
mikrokrystali. Mikrokrystaly mohou mit ty€inkovy tvar nebo
mit nepravidelnou morfologii. Tyto nerozpustné kompozice
jsou pouZitelné pro lé&eni diabetu a hyperglykémie a prinasi
vyhodu plossi a del3i doby ptsobeni ne? NPH inzulin.
Nerozpustneé kompozice Jjsou misitelné do ptipravku s
rozpustnym proteinem nebo s rozpustnym derivatizovanym
proteinem nebo obéma. Zmé&nou pom&ru mezi proteinem a
derivatizovanym proteinem miZe byt hodnota prodlouzZzeni doby
pisobeni jemné fizena ve velmi 3irokém rozmezi dob plsobeni
od pfibliZné stejné jako u NPH inzulinu do daleko vice ne? u

NPH inzulin.

Konkrétnéji pfedloZeny vyndlez p¥ind3i nerozpustné kompozice
proteini a mastnou kyselinou acylovanych protein®i,, které
jsou pouZitelné pro 1é&eni diabetu a hyperglykémie. Tyto
kompozice sestavaiji z mastnou kyselinou acylovaného
proteinu, zvoleného ze souboru, zahrnujiciho mastnou
kyselinou acylovany inzulin, mastnou kyselinou acylovany
inzulinovy analog a mastnou kyselinou acylovany proinzulin,
protein zvoleny ze souboru, zahrnujiciho inzulin, inzulinové
analogy a proinzulin, protamin, fenolové konzerva&ni &inidlo

a zinek. PredloZeny vyndlez se odliSuje od pfedchozich




technik mastnou kyselinou acylovanych inzuling tim, Ze

prodlouZena doba plsobeni podle piredloZeného vynalezu se

nevaZe nutné na vazbu albuminu, ad&koliv vazba k albuminu
miZe dale prodlouZit dobu plsobeni jistych kompozic podle

pfedloZeného vynalezu.

PfedloZeny vyndlez se tykd mikrokrystalt obsahujicich
protein zvoleny ze souboru, zahrnujiciho inzulin, inzulinovy
analog a proinzulin, derivatizovany protein zvoleny ze
souboru, zahrnujiciho derivatizovany inzulin, derivatizovany
inzulinovy analog a derivatizovany proinzulin, komplexujici
slou¢eninu, divalentni kationt kovu a hexamer-stabilizujici
slouCeninu. Mikrokrystaly podle p¥redloZeného vynalezu jsou
pouZitelné pro lé&eni diabetu a pro fizeni hladiny glukézy v

krvi u pacienta, ktery ma& jejich pot¥ebu.

PredlozZeny vynadlez se tyka amorfniho precipitéatu
obsahujiciho protein =zvoleny =ze souboru, zahrnujiciho
inzulin, inzulinovy analog a proinzulin; derivatizovany
protein zvoleny =ze souboru, zahrnujiciho derivatizovany
inzulin, derivatizovany inzulinovy analog a derivatizovany
proinzulin, komplexujici sloudeninu, divalentni kationt kovu
a hexamer-stabilizujici slou&eninu. Amorfni precipitaty
podle pfedloZeného vyndlezu jsou pouZitelné pro lé&eni
diabetu a pro fizeni hladiny glukézy v krvi u pacienta,
ktery mé& Jjejich potfebu. Jsou také pouzZitelné jako
meziprodukty pro vytvafeni mikrokrystald podle pfedloZeného

vynédlezu.

PfedloZeny vyndlez se tykd vodnych suspenznich p#ipravka,

obsahujicich nerozpustnou kompozici a vodné rozpousdté&dlo.




Jeden takovy vodny suspenzni pfipravek sestava z
mikrokrystalické kompozice podle predloZeného vynalezu a-
vodného rozpouSté&dla. Jiny takovy vodny suspenzni pripravek
sestava z amorfniho precipitdtu podle p#edloZeného vynalezu
a vodného rozpoudtédla. Rozpustna vodnd fé&ze popisovanych
suspenznich pripravkd miZe popfipadé sestadvat z proteinu
jako je 1lidsky inzulin nebo rozpustny analog lidského
inzulinu, jako je monomerni inzulinovy analog, které ridi
hladinu glukézy v krvi okamZit& po jidle a mohou dodatedné
nebo alternativné obsahovat derivatizovany protein.
Pripravky podle pfedloZeného vyndlezu maji vyrazné lep$i
farmakodynamiku ve srovnani s lidskym inzulinem NPH a jejich
doba pusobeni miZe byt z&mérné volena v Sirokém rozmezi, od
malého prodlouZeni ve srovndni s lidskym inzulinem NPH po

velmi prodlouZené ve srovndni s lidskym inzulinem NPH.

PfedloZeny vynalez se také tyka zplsobdl pripravy hybridnich
hexamer, smiSenych hexamert, amorfnich precipitatad a

kokrystald podle pfedloZeného vynalezu,

PfedloZeny vyndlez se tykad zplsob 1é&eni diabetu nebo
hyperglykémie ktery zahrnuje podavani pacientovi, ktery ma
jeho potrebu, dostatedného mnoZstvi nerozpustné kompozice
podle predloZeného vyndlezu pro regulaci hladiny glukézy v

krvi pacienta.

PfedloZeny vyndlez zahrnuje hybridni hexamerové kompozice
sestavajici z proteinu zvoleného =ze souboru, zahrnujiciho
inzulin, 1inzulinovy analog a proinzulin; derivatizovany
protein zvoleny ze souboru, zahrnujiciho derivatizovany

inzulin, derivatizované inzulinové analogy a derivatizované




proinzuliny a =zinek. Hybridni hexamery podle pfedloZeného
vynalezu jsou pouZitelné pro 1lé&eni diabetu a pro fizeni
hladiny glukézy v krvi u pacienta, ktery ma jejich potfebu.
Jsou také pouZitelné Jjako meziprodukty p#i vytvafeni
nerozpustnych kompozice podle p¥edloZeného vynadlezu, které
jsou samy o sobé& pouZitelné pro lé&eni diabetu a pro frizeni
hladiny glukézy v krvi u pacienta, ktery ma jejich potfebu.
Pfedpokladd se, Ze hybridni hexamery se vytvareji kdyz
protein a derivatizovany protein se nejprve smichaji spolu
za podminek, které silné& napomahaji rozpoudténi v niZ&ich
stavech agregace neZ je hexamerni stav a potom se podminky

zméni pro napomdhéni hexamerniho agregaéniho stavu.

PfedloZeny vyndlez zahrnuje smiSené hexamerové kompozice,
obsahujici zinkové hexamery proteinu, zvoleného ze souboru,
zahrnujiciho inzulin, inzulinovy analog nebo proinzulin a
zinkové hexamery derivatizovaného proteinu, zvoleného ze
souboru, zahrnujiciho derivatizovany inzulin, derivatizovany
inzulinovy analog nebo derivatizovany proinzulin. Smigené
hexamery podle predloZeného vyndlezu jsou pouZitelné pro
léceni diabetu a pro #izeni hladiny glukézy v krvi u
pacienta, ktery m& jejich potfebu. Jsou také pouZitelné jako
meziprodukty pfi vytvafeni nerozpustnych kompozice podle
predloZeného vynalezu, které jsou samy o sobé& pouZitelné pro
léceni diabetu a pro F¥izeni hladiny glukdézy v krvi u
pacienta, ktery m& jejich potfebu. Predpoklddd se, Ze
smiSené hexamery se vytvofi, pokud protein a derivatizovany
protein se nejprve oddé&€lené& rozpusti za podminek které
napomdhaji hexamernimu agregac&nimu stavu a potom se spolu
smichaji za podminek nadéale napomahaji hexamernimu

agregacnimu stavu.
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PfedloZeny vyndlez zahrnuje pouZiti nerozpustnych kompozice
podle predloZeného vyndlezu pro piripravu lé&iva pro léceni

diabetu nebo hyperglykémie.

Prehled obrazkd na vykresech

Vynalez bude bliZe vysvétlen prostfednictvim konkrétnich

pfikladl provedeni zndzorné&nych na vykresech, na kterych

Obr. 1 znazorfhuje rozpoudténi v prabé&hu periody péti hodin
pro kokrystaly podle predloZeného vyndlezu, které maji pomér
lidského inzulinu k B29-Ng-oktanoyl-lidskému inzulinu rovny
3:1 (pferuSovana c¢ara), 1:1 (plnid &ara) a 1:3 (silnéa plnéa
Cara), ve srovnani s rozpousSténim pripravku krystall

lidskeého inzulinu a protaminu (te&kovana &ara).

Obr. 2 znazornuje rozpousdtéci data u stejnych pokust jako na
Obr. 1, ale s cCasovou osou prodlouZenou pro znazorn&ni dat
pro 1:3 kokrystaly aZ na zhruba 13,5 hodin. Rozpoudténi
kokrystald podle predloZeného vynalezu, které maji pomér
lidského inzulinu k B29-Ng-oktanoyl-lidskému inzulinu 3:1
(pferuSovana Cdara), 1:1 (plnad &ara) a 1:3 (silnad pln& &ara)
je srovnavano s rozpoudté&nim pFipravku krystalt lidského

inzulinu a protaminu (teckovana &ara).

Obr. 3 znadzoriuje rozpousténi kokrystald podle piredloZeného
vynalezu, které maji pomér lidského inzulinu k B29-Ng-
oktanoyl-lidskému inzulinu 1:1 (tenkd plnd &ara) a 1:3
(silnéjsi plna cara), ve srovnani S rozpou$ténim

mikrokrystald sestavajicich pouze z B29-Ne-oktanoyl-lidského

o0




inzulinu (tlustd plnad ¢&ra) nebo pripravku krystald lidského

inzulinu a protaminu (teckovanad &ara).

Obr. 4 zndzornuje rozpoudté&ni kokrystald podle predloZeného
vynalezu, které maji pomé&r 1:3 1lidského inzulinu k B29-Ng-
oktanoyl-lidskému inzulinu (tlusta plnd &ara), ve srovnani s
pripravky krystald lidského inzulinu a protaminu (te&kovana
Cara), lidského inzulinu ultralente (slaba plna c¢ara) a

hovéziho ultralente (plnd &ara).
Podrobny popis predloZeného vynalezu

Vyraz "smiSené hexamery" se vztahuje k sm&si hexamert
proteint a hexamerli derivatizovanych proteint, ve kterych
hexamery proteinli sestdvaji ze zinku a z proteinu, zvoleného
ze souboru, zahrnujiciho inzulin, inzulinové analogy a
proinzuliny a ve kterych hexamery derivatizovanych proteinu
sestavajl ze zinku a derivatizovaného proteinu, zvoleného ze
souboru, zahrnujiciho derivatizovany inzulin, derivatizované
inzulinové analogy a derivatizované proinzuliny. OUroven
zinku, skutecné& zabudovaného do hexameru je v rozmezi mezi

zhruba 2 a zhruba 4 atomy zinku na jeden hexamer.

Vyraz "hybridni hexamer" se vztahuje k hexameru
sestavajiciho ze Sesti monomerd a =zinku, kde alespoi jeden
monomer je zvolen ze souboru, zahrnujiciho inzulin,
inzulinové analogy a proinzuliny a alespoil jeden monomer je
zvolen ze souboru, zahrnujiciho derivatizovany inzulin,
derivatizované inzulinové analogy a derivatizované
proinzuliny. Urovef zinku, skuteéné& zabudovaného do hexameru

je obvykle v rozmezi mezi zhruba 2 a zhruba 4 atomy zinku na




jeden hexamer.

Jak je zde pouZivan, vyraz "kokrystal" znamena mikrokrystal

podle predloZeného vynalezu.

Vyraz "nerozpustnd kompozice" se vztahuje k latce bud v
mikrokrystalickém stavu nebo ve stavu amorfniho precipitéatu.
Pfritomnost mikrokrystal® nebo amorfniho precipitatu maZe byt
zjisténa vizudlné& prazkumem pod mikroskopem. Rozpustnost
zavisi na rozpoustédle a danad kompozice miZe byt nerozpustna

v jednom rozpoustédle, ale byt rozpustnid v jiném.

Vyraz "mikrokrystal" znamend pevnou l&tku, kterd sestava
predev3im z latky v krystalickém stavu, pficemZ jednotlivé
krystaly maji prevaZzné jediné krystalografické sloZeni a
mikroskopickou velikost, typicky S nejvétsim rozmeérem
v rozmezi od 1 mikronu do 100 mikront. Vyraz
"mikrokrystalicky" se vztahuje ke stavu nachéazeni se jako

mikrokrystal.

Vyraz "tyCinkovity" znamena urc¢itou mikrokrystalickou
morfologii, kterou je také moZno popsat jako pyramidovité
zakonCené tetragondlni ty&inky. Morfologii mikrokrystali
podle predloZeného vyndlezu je moZno snadno urdit pruzkumem

pod mikroskopem.

Vyraz "nepravidelna morfologie" je charakterizace
mikrokrystall, jejichZ morfologie, jak se urdi prlizkumem pod
mikroskopem, neni snadno klasifikovatelna Zadnym dobfe
znamym typem krystalll, nepfedstavuije jediny typ krystalové

morfologie nebo neni snadno urc¢itelnd vzhledem k tomu, Ze
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krystaly jsou prilis malé pro urditou klasifikaci.
Vyraz "amorfni precipitat" se vztahuje k nerozpustnému

materidlu, ktery neni v krystalické podobé&. BéZné 3Skolena
osoba miZe odlisit krystaly od amorfniho precipitétu.
Amorfni precipitaty podle p¥edloZeného vynadlezu maji samy o
sob& vyhodné farmakologické vlastnosti a pfedstavuiji také
meziprodukty p¥i vytvafeni mikrokrystalfl podle pfedloZeného

vynalezu.

Vyraz ‘"protein" miZe mit svij obvykly wvyznam, to jest
polymer aminokyselin. Vyraz "protein" jak je zde pouzZivan,
ma také uZsi vyznam, to jest protein zvoleny ze souboru,
zahrnujiciho inzulin, 1inzulinové analogy a proinzuliny.
Vyraz '"nederivatizovany protein" se také se vztahuje
k proteinu, zvolenému =ze souboru, zahrnujiciho inzulin,

inzulinové analogy a proinzuliny.

Jak je pouZivan v patentovych narocich a i v3ude jinde, kde
to vyplyva z kontextu, vyraz "celkovy protein" se vztahuje k
souhrnnému mnoZstvi proteinu (inzulin, inzulinovy analog
nebo proinzulin) a derivatizovaného proteinu (derivatizovany
inzulin, derivatizovany inzulinovy analog, nebo
derivatizovany proinzulin). A&koliv protamin a daldi znamé
komplexujici sloucCeniny Jjsou také proteiny v nejsirsim

vyznamu, vyraz "celkovy protein" je nezahrnuje.

Vyraz ‘"derivatizovany protein" se vztahuje k proteinu
zvolenému ze souboru, =zahrnujiciho derivatizovany inzulin,
derivatizované inzulinové analogy a derivatizovany

proinzulin, které jsou derivatizovany funkéni skupinou tak,

e
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Ze derivatizovany protein je bud méné rozpustny ve vodném

rozpoustédle neZ je nederivatizovany protein nebo Jje vice‘.

lipofilni neZ nederivatizovany inzulin nebo vytvari komplex
se zinkem a protaminem, ktery je mén& rozpustny ne?Z
odpovidajici komplex s nederivatizovanym proteinem. ﬁréeni
rozpustnosti nebo lipofilnosti proteint a derivatizovanych
protein je dobfe =zndmo odbornikovi v oboru. Rozpustnost
derivatizovanych proteinll a proteind v komplexech se zinkem
a protaminem miZe byt snadno urena dobfe znamymi zplsoby
[Graham a Pomeroy, v Pharm. Pharmacol. 36:427-430 (1983),
jak bylo modifikovadna v DeFelippis, M. R. a Frank, B., EP
735,048] nebo procedury zde popsané.

Mnoho pFfikladd takovych derivatizovanych proteind je znamo

ze stavu techniky, vcetné benzoylovych, p-tolyl-
sulfonamidovych, karbonylovych a indolylovych  derivata
inzulinu a inzulinovych analogd [Havelund, S. a kol.,
W095/07931, publikovano 23. bfezna 1995];

alkyloxykarbonylovych derivatd inzulinu [Geiger, R. a kol.,
U.S. patent c. 3,684,791, vydany 15. srpna 1972;
Brandenberg, D. a kol., U.S. 3,907,763, vydany 23. z&ari
1975]); aryloxykarbonylovych derivatd inzulinu (Brandenberg,
D. a kol., U.S. 3,907,763, wvydany 23. zari 1975];
alkylkarbamylovych derivatd [Smyth, D. G., U.S. patent ¢&.
3,864,325, vydany 4. Unora 1975; Lindsay, D. G. a kol., U.S.
patent ¢. 3,950,517, vydany 13. dubna 1976]; karbamylovych,
O-acetylovych derivatd inzulinu [Smyth, D. G., U.S. patent
c. 3,864,325 vydany 4. tnora 1975]; zesitovanych
alkyldikarboxylovych derivatd ([Brandenberg, D. a kol., U.S.
patent <. 3,907,763, vydany 23. zAari 1975]; N-carbamylovych,
O-acetylovanych inzulinovych derivat® ([Smyth, D. G., U.S.
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patent ¢&. 3,868,356, vydany 25. ftnora 1975]; raznych O-

alkylovych esterl [Markussen, J., U.S. patent &. 4,343,898,-

vydany 10. srpna 1982; Morihara, K. a kol., U.S. patent ¢.
4,400,465, vydany 23. srpna 1983; Morihara, K. a kol., U.S.

o

patent ¢. 4,401,757, vydany 30. srpna 1983; Markusseﬁ, J.,
U.S. patent ¢. 4,489,159, vydany 18. prosince 1984;
Obermeier, R. a kol., U.S. patent &. 4,601,852, vydany 22.
Cervence 1986; a Andresen, F. H. a kol., U.S. patent ¢.
4,601,979, vydany 22. cervence 1986]; alkylamidovych
derivatd inzulinu [Balschmidt, P. a kol., U.S. patent ¢&.
5,430,016, vydany 4. <Cervence 1995]; r@iznych dal3ich
derivatd inzulinu [Lindsay, D. G., U.S. patent &. 3,869,437,
vydany 4. brfezna 1975]; a mastnou kyselinou acylovanych

proteind které jsou popsany v této prihlasce.

Vyraz "acylovany protein", jak je zde pouZivan, se vztahuje
k derivatizovanému proteinu, zvolenému ze souboru,
zahrnujiciho inzulin, inzulinové analogy a proinzulin, ktery
je acylovany organickou kyselinou, ktera je vazana
k proteinu prostfednictvim amidové vazby, vytvofené mezi
kyselou skupinou organické kyseliny a aminovou skupinou
proteinu. Obecné& aminovou skupinou miZe byt o-aminova
skupina N-termindlni aminokyseliny proteinu protein nebo
miZe byt e€-aminovou skupinou zbytku Lys proteinu. Acylovany
protein miZe byt acylovany v Jjedné nebo vice ze tii
aminovych skupin, které jsou pfritomny v inzulinu a vétdiné
inzulinovych analogli. Monoacylované proteiny jsou acylované
v jediné aminové  skupiné. Diacylované proteiny jsou
acylované ve dvou aminovych skupindch. Triacylované proteiny
jsou acylovany ve tfech aminovych skupinadch. Organickou

kyselou sloueninou mlZe byt napfiklad mastnad kyselina,
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aromaticka kyselina nebo libovolné jiné organické
sloucenina, kterd nese karboxylovou kyselou funké&ni skupinu,
ktera miZe vytvofit amidovou vazbu s aminovou skupinou
proteinu a kterd sniZi rozpustnost ve vod§, zvy3i lipofilitu
nebo snizi rozpustnost zinko-protaminovych koﬁplexﬁ
derivatizovaného proteinu ve srovnani s nederivatizovanym

proteinem.

Vyraz "mastnou kyselinou acylovany protein" se vztahuje k
acylovanému proteinu, zvolenému ze souboru, zahrnujiciho
inzulin, inzulinové analogy a proinzuliny, ktery je
acylovany mastnd kyselina, kterd Jje k proteinu vazana
prostfednictvim amidové vazby, vytvofené mezi kyselou
skupinou mastné kyseliny a aminovou skupinou proteinu.
Obecné aminovad skupina miZe byt o-aminova skupina N-
terminalni aminokyseliny proteinu nebo ji mZe byt g-aminova
skupina zbytku Lys proteinu. Mastnou kyselinou acylovany
protein miZe byt acylovany v jedné nebo vice ze tFi
aminovych skupin, které Jjsou pFitomny v inzulinu a ve
vétsiné inzulinovych analogl. Monoacylované proteiny 3jsou
acylovanany v jediné aminové skupina. Diacylované proteiny
jsou acylované ve dvou aminovych skupindch. Triacylované
proteiny jsou acylované ve tfech aminovych skupinéach.
Mastnou kyselinou acylovany inzulin je popsadn v japonské
patentové prihlasce 1-254,699. Viz také Hashimoto, M. a
kol., Pharmaceuticcal Research, 6:171-176 (1989) a Lindsay,
D. G. a kol., Biochemical J. 121:737-745 (1971). Dalsi
objevy mastnou kyselinou acylovanych inzulind a mastnou
kyselinou acylovanych inzulinovych analogld a zptsobli jejich
syntézy mohou byt nalezeny v Baker, J. C. a kol., U.S.
08/342,931, podand 17. listopadu 1994 a vydand jako U.S.
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patent ¢. 5,693,609, 2. prosinec 1997; Havelund, S. a kol.,

W095/07931, publikovand 23. bfezna 1995 a odpovidajici U.S.ﬁ,

patent ¢. 5,750,497, 12. kvé&ten 1998; a Jonassen, I. a kol.,
W096/29342, publikovanad 26. zafi 1996. Tyto objevy jsou zde
vyslovné& uvedeny jako reference popisujici mastnou kysélinou
acylované inzuliny a mastnou kyselinou acylované inzulinové

analogy a umoZiujici syntézu téchto léatek.

Vyraz "mastnou kyselinou acylovany protein" zahrnuje
farmaceuticky pfijatelné soli a komplexy mastnou kyselinou
acylovanych proteind. Vyraz "mastnou kyselinou acylovany
protein" také =zahrnuje pripravky acylovanych proteind, ve
kterych je populace molekul acylovanych proteind homogenni
vzhledem k mistu nebo mistim acylace. Napfiklad  Ng-
monoacylovany protein, Bl-Na-monoacylovany protein, Al-Na-
monoacylovany protein, Al,Bl-Noa-diacylovany protein, Ng,Al-
Na,diacylovany protein, Ne, B1-Na,diacylovany protein a
Ne,Al,Bl-Na,triacylovany protein jsou v8echny =zahrnuty pod
vyraz "mastnou kyselinou acylovany protein" pro u&ely popisu

predloZeného vyndlezu. Vyraz se také vztahuje k p¥ipravkim,

ve kterych populace molekul acylovanych proteind ma

heterogenni acylaci. V posledné uvedeném p#ipadu vyraz
"mastnou kyselinou acylovany protein" zahrnuje smési
monoacylovanych a diacylovanych proteint, smési
monoacylovanych a triacylovanych protein, smeési
diacylovanych a triacylovanych proteint a smési

monoacylovanych, diacylovanych a triacylovanych proteint.

Vyraz "inzulin" jak je zde pouZivan, se vztahuje k lidskému
inzulinu, jehoZ sekvence aminokyselin a specidlni struktura

jsou dobfe znamy. Lidsky inzulin sestdvd z dvaceti jedné
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aminokyseliny A-fetézce a tFiceti aminokyselin B-retézce,

které jsou zesitovany disulfidovymi  vazbami. Spravné |

zesitovany inzulin obsahuje t¥i disulfidové mistky: jeden
mezi polohou 7 A-fet&zce a polohou 7 B-fetézce, druhy mezi
polohou 20 A-feté&€zce a polohou 19 B-fetézce a treti mezi

polohami 6 a 11 A-fet&zce.

Vyraz "inzulinovy analog" =znamend proteiny, které maji A-
fetézec a B-fetézec, které maji v zasadd stejné sekvence
aminokyselin jako A-fet&zec a B-Feté&zec 1lidského inzulinu,
ale odlisuji se od A-fetézce a B-Fet&zce lidského inzulinu
tim Ze =zahrnuji jednu nebo vice aminokyselinovych deleci,
jednu nebo vice aminokyselinovych nahrad, a/nebo jednu nebo
vice aminokyselinovych adici, které nenidi inzulinovou

aktivitu inzulinového analogu.

"Zvifeci inzuliny" Jsou analogy lidského inzulinu a proto
jsou inzulinovymi analogy, jak bylo definovéno vyge. Ctyti
takové zvireci inzuliny jsou krali&i, prasedi, hovézi a ovéi
inzulin. Aminokyselinové substituce, které odlisuji tyto
zvifeci inzuliny od 1lidského inzulinu jsou pro pohodli

¢tendfe uvedeny dale.
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Poloha aminokyseliny

A8 A9 AlO B30
lidsky inzulin Thr Ser Ile Thr
krali¢i inzulin Thr Ser Ile Ser
prase¢i inzulin Thr Ser Ile Ala
hovézi inzulin Ala Ser Val Ala
ovci inzulin Ala Gly Val Ala

Jiny typ inzulinového analogu, "monomerni inzulinovy analog"
je dobfe znadm v oboru. Monomerni inzulinové analogy jsou
strukturdlné podobné 1lidskému inzulinu a maji aktivitu,
ktera je podobnd nebo stejnd lidskému inzulinu, ale obsahuji
jednu nebo vice aminokyselinovych deleci, nahrad nebo adici,
které zpusobuji uvolnéni kontaktu zahrnutého p#i dimerizaci
a hexamerizaci, coZ vede k tomu, Ze maji men3i tendenci
vytvaret vy$si agregované stavy. Monomerni  inzulinové
analogy jsou rychle plUsobici analogy lidského inzulinu a
jsou popsany napfiklad v Chance, R. E. a kol., U.S. patent
¢. 5,514,646, 7. kvé&ten 1996; Brems, D. N. a kol. Protein
Engineering, 5:527-533 (1992); Brange, J. J. V. a kol., EPO
publikace ¢&. 214,826, publikovand 18. bfezna 1987; Brange,
J. J. V. a kol., U.S. patent &. 5,618,913, 8. duben 1997; a
Brange, J. a kol., Current Opinion in Structural Biology
1:934-940 (1991). Pfiklad monomerniho inzulinového analogu
je popsan jako lidsky inzulin, ve kterém Pro v poloze B28 je
nahrazen zbytkem Asp, Lys, Leu, Val nebo Ala a kde Lys v
poloze B29 Jje Lys nebo je nahrazen zbytkem Pro a dale
AlaB26-1lidsky inzulin, des (B28-B30) ~1lidsky inzulin a
des (B27) ~1lidsky inzulin. Monomerni inzulinové analogy

pouZzivané jako derivaty v  krystalech nebo pouzivané
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nederivatizované v roztokové fazi suspenznich formulaci jsou

spravné zesitované ve stejnych polohach jako lidsky inzulin.

Jind skupina inzulinovych analogd pro pouziti podle

predloZeného vyndlezu jsou analogy, u kterych isoelektricky
bod inzulinového analogu je v rozmezi mezi zhruba 7,0 a
zhruba 8,0.
inzulinové analogy." Priklady takovych inzulinovych analogt
zahrnuje ArgB31,ArgB32-lidsky inzulin, GlyA21,ArgB31,ArgB32-
lidsky ArgAQ,ArgB31,ArgB32-lidsky
ArgA0,GlyA21,ArgB31,ArgB32-1lidsky inzulin.

Tyto analogy Jjsou ozna&ovany jako "pI-posunuté

inzulin,

inzulin a

Dalsi skupina inzulinovych analogli je tvoFena inzulinovymi

analogy, které maji jednu nebo vice aminokyselinovych
deleci, které vyznamné neporuduji aktivitu molekuly. Tato
skupina inzulinovych analogli je dale ozna&ovana jako
"dele¢ni analogy." Napfiklad inzulinové analogy s deleci

jedné nebo vice aminokyselin v polohdch B1-B3 jsou aktivni.

Podobné inzulinové analogy s deleci jedné nebo vice
aminokyselin v polohach B28-B30 Jjsou aktivni. Priklady
"deleC¢nich analogh" =zahrnujici des(B30)-lidsky inzulin,
desPhe (Bl)~-1lidsky inzulin, des (B27)~1lidsky inzulin, des(B28-
B30)~-lidsky dinzulin a des (B1-B3)-1lidsky inzulin. Deleé&ni

analogy pouZivané jako derivat v soudasnych krystalech nebo

pouzivané nederivatizované v roztokové fazi suspenznich

pfipravkd jsou spradvné zesitované ve stejnych polohach jako
lidsky inzulin.

Amidované aminokyseliny a obzvlaité& asparaginové zbytky v
inzulinu jsou zndmy jako chemicky nestabilni
H. a kol. U.S. 5,008,241,

{Jorgensen, K.

patent ¢&. vydany 16. dubna 1991;
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Dorschug, M., U.S. patent ¢&. 5,656,722, vydany 12. srpna

1997]. Jsou obzvlaité nachylné k deamidaci a raznym reakcimﬁ

zmény uspofadadni za jistych podminek, které jsou dobtre
znamy. Z tohoto davodu miZe poptripadé inzulinovym analogem
byt inzulin nebo inzulinovy analog, ktery mad jeden nebé vice
amidovanych zbytkd nahrazen dalsimi aminokyselinami s cilem
dosazeni chemické stability. Napfriklad Asn nebo Gln mohou
byt nahrazeny neamidovanymi aminokyselinami. Vyhodné
aminokyselinové ndhrady jsou pro Asn nebo Gln jsou Gly, Ser,
Thr, Asp nebo Glu. Je vyhodné nahradit jeden nebo vice Asn
zbytka.

Obzvlasté AsnAl8, AsnA2l nebo AsnB3 nebo libovolna kombinace
téchto zbytkd mGZe byt nahrazen naptriklad zbytkem Gly, Asp,
nebo Glu. Také GlnAl5 nebo GlnB4 nebo oba mohou byt
nahrazeny bud Asp nebo Glu. Vyhodné nahrady jsou Asp v B21 a
Asp v B3. Vyhodny jsou také nahrady, které neméni naboj
proteinové molekuly, takZe ndhrada Asn nebo Gln neutrdlnimi

aminokyselinami je také vyhodna.

Vyraz "proinzulin" znamend peptidovou molekulu s jedinym
fetézcem, kterd je prekurzor inzulinu. Proinzulin miZe byt
preménén na inzulin nebo na inzulinovy analog chemickymi
nebo vyhodné& enzymové katalyzovanymi reakcemi. V proinzulin
se vytvori spravné disulfidové vazby, jak bylo popsano vyse.
Proinzulin obsahuje inzulin nebo inzulinovy analog a
spojovaci vazbu nebo spojovaci peptid. Spojovaci peptid ma
mezi 1 a zhruba 35 aminokyselinami. Spojovaci vazba nebo
spojovaci peptid se pfipojuji k termindlni aminokyselin& A-
retézce a k termindlni aminokyselin& B-fetézce a-amidovou

vazbou nebo dvéma a-amidovymi vazbami. Vyhodn& neni 24dna
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z aminokyselin ve spojovacim peptidu cystein. Vyhodné& je C-

termindlni aminokyselina spojovaciho peptidu Lys nebo Arg.\

Proinzulin miZe mit obecny vzorec X-B-C-A-Y nebo miZe mit
obecny vzorec X-A-C-B-Y, kde X predstavuje atom vodiku nebo
je to peptid s od 1 do zhruba 100 aminokyselin, ktery ﬁé Lys
nebo Arg jako C-termindlni aminokyselinu, Y pfedstavuje
hydroxy nebo je to peptid, kterd md& od 1 do zhruba 100
aminokyselin, ktery m& bud Lys nebo Arg jako N-termindlni
aminokyselinu, A Jje A-fet&zec inzulinu nebo A-Fetdzec
inzulinového analogu, C je peptid s od 1 do zhruba 35
aminokyselin, =z nichZ Z&dnd neni cystein, kde C-termindlni
aminokyselina je Lys nebo Arg a B je B-fet&zec inzulinu nebo

B-fetézec inzulinového analogu.

"Farmaceuticky p¥ijatelnd sul" znamend sGl vytvofenou mezi
libovolnou jednou nebo vice nabitymi skupinami v proteinu a
libovolnym jednim nebo vice farmaceuticky prijatelnymi
netoxickymi kationty nebo anionty. Organické a anorganické
soli zahrnuji napfiklad soli pripravené na zaklad& kyselin
jako jsou kyselina chlorovodikova, sirova, sulfonova, vinna,
fumarova, bromovodikova, glykolova, citronovd, maleinova,
fosforecna, jantarovéd, octovd, dusicénd, benzoova, askorbovs,
p-toluensulfonovsa, benzensulfonovi, naftalensulfonova,
propionova, uhlicéitd a podobné nebo napriklad soli amonné,

sodné, draselné, vapenaté nebo horednaté.

Sloveso "acylovat" znamend vytvafet amidovou vazbu mezi
mastnou kyselinou a aminovou skupinou proteinu. Protein je
"acylovany" pokud jedna nebo vice jeho aminovych skupin je
kombinovana amidovou vazbou s kyselou skupinou mastné

kyseliny.
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Vyraz "mastnd kyselina" znamen& mastnou kyselinu s nasycenym
nebo nenasycenym pfimym Fetézcem nebo rozvé&tvenym fretézcem,

ktery obsahuje od jednoho do osmnacti atom® uhliku.

Vyraz "Cl aZ Cl18 mastnd kyselina" se vztahuje k mastné
kyseliné s nasycenym nebo nenasycenym p¥imym fet&zcem nebo
rozvetvenym feté&zcem, ktery obsahuje od jednoho do osmnacti

atomit uhliku.

Vyraz "divalentni kationt kovu" se vztahuje k iontu nebo
iontdim, které se podileji na vytvafeni komplexu s mnoZstvim
proteinovych molekul. Prechodové kovy, alkalické kovy a kovy
alkalickych zemin jsou priklady kovl, které jsou znamy tim,
Ze vytvareji komplexy s inzulinem. P¥echodové kovy jsou
vyhodny. Zinek je obzvlasté vyhodny. Dal3i p¥echodové kovy,
které mohou byt farmaceuticky ptijatelné pro vytvareni
komplexi s inzulinovymi proteiny zahrnuji méd, kobalt a

Zelezo.

Vyraz "komplex" ma& v pfedloZeném vyndlezu dva vyznanmy.
V prvnim se vyraz se vztahuje ke komplexu vytvofenému mezi
jednim nebo vice atomy v proteinech, které vytvareji komplex
a jednim nebo vice divalentnimi kationty kovlh. Atomy v
proteinech slouzi jako elektronové donorové ligandy.
Proteiny typicky vytvareji hexamerové komplexy S
divalentnimi kationty prechodovych kovd. Druhy vyznam vyrazu
"komplex" \% predloZeném vynalezu je asociace mezi
komplexujici slouceninou a hexamery. "Komplexujici
slouCenina" je organicka molekula, kterd m& typicky vétsi

mnozstvi kladnych nabojd, které se vaZi nebo komplexuji s
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hexamery v nerozpustné kompozici,
Priklady

¢imZz je stabilizuji proti

rozpousténi. komplexujicich sloulenin,
podle predloZeného vyndlezu zahrnuji protamin, surfen, rlizné
J., of

Heidelberg

Galenics
(1987) ]

o kterych je =znémo,

globinové proteiny [Brange, Inzulin,

Springer-Verlag, Berlin a razné
polykationtové polymerické sloudeniny,

Ze komplexuji s inzulinem.

ke

rybiho spermatu.

Vyraz ‘"protamin" se vztahuje smési silné& béazickych

Stfedni molekulova
J.
1:127-133

relativné

proteind, ziskanych =z
hmotnost protein® v protaminu je zhruba 4,200
A. a kol.,
(1990)].

prostych p¥ipravki

[Hoffmann,
Protein Expression and Purification,

"Protamine" se mGZe vztahovat k soli

proteind, <¢asto nazyvané "protaminové

badze." Protamin se také vztahuje k pfipravkim obsahujicim

soli proteinli. Komer&ni p¥ipravky se silné 1isi svym

obsahem soli.

Protaminy jsou dob¥e znamy odborniktm v oboru inzulinu a

jsou béZné vkladdany do NPH inzulinovych produkt. &ista
protaminova frakce je pouzitelna podle predloZeného
vynalezu, stejné tak jako smé&si protaminu. Komercni

protaminové pfipravky v3ak nejsou typicky homogenni vzhledem

Ty
Protamin

k podavanymi proteiny. jsou nicméné pouZitelné podle

pfedloZeného vynéalezu. sestavajici s protaminové

baze je pouZitelny podle ptfedloZeného vynalezu, stejné tak

jako jsou pouZitelné protaminové piFipravky obsahujici soli

protaminu a pripravky, které jsou sm&smi protaminové baze a

protaminovych soli. Protaminsulfdt Jje <&asto pouzivanou

protaminovou soli. VSechny hmotnostni poméry, vztahujici se

k protaminu jsou stanoveny vzhledem k protaminové volna

vhodnychﬁ




baze. Odbornik v oboru miZe urcit mnozstvi dal3ich
protaminonch ptipravki, které majl konkrétni pomér

hmotnosti vzhledem k protaminu.

vyraz "suspenze" se vztahuje ke smési kapalné faze a pevneé
faze, ktera obsahuje nerozpustné nebo m&lo rozpustné
tastice, které jsou vdt8i nez koloidni velikost. Smési NPH
mikrokrystald a vodného rozpoustédla vytvateji suspenze.
sm&si amorfniho precipitatu a vodného rozpoudtédla také
vytvateji suspenze. vyraz "suspenzni pripravek" znamena
farmaceutickou kompozici, Ve které ucinné ginidlo Jje
pfitomno V pevne fazi, napfiklad mikrokrystalicka pevna
latka, amorfni precipitat nebo oba, ktera je  jemné
dispergovana Ve vodném rozpoustédle. Jemnd dispergovana
pevna latka Je takova, Ze muZe byt suspendovana velmi
stejnomérnym zplsobem Ve vodném rozpoustédle plsobenim
jemného michani  smési, cosr vede Kk vytvofeni rozumné
stejnom&rné SUSpenze, ze které muZe byt odebran objem
1é&ebné davky. priklady komercné dostupnych inzulinovych
suspenznich pfipravkﬁ zahrnuji napfiklad NPH, pzZzI a
ultralente. Maly podil pevné l4tky Vv mikrokrystalickém
suspenznim pripravku maze byt amorfni. Vyhodné je podil
amorfniho materidlu méné nez 10% a nejv?hodnéji néné nez 1%
pevné latky V mikrokrystalickeé suspenzi. Podobné& mize byt
malé mnoZstvi 1latky Vv amorfni precipitétové suspenzi

mikrokrystalické.

"NPH inzulin" se vztahuje Kk "Neutral Protamine Hagedorn"
inzulinovému pripravku. Synonyma zahrnuji mezi mnoha
ostatnimi lidsky inzulin NPH a inzulin NPH. Humulin N je

komeréni pripravek NPH inzulinu. souvisejicil vyraz je "NPL",
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ktery se vztahuje k NPH podobnému ptipravku LysB28,ProB29-
analogu lidského inzulinu. Vyznam téchto vyrazu a zpusoby
uvedenych inzulinovych pripravkda Jjsou dobre znamy odbornikim

v oboru inzulinovych pripravka.

vyraz "vodné rozpoudtédlo"  se vztahuje ke kapalnému
rozpoustédlu, které obsahuje vodu. Systém vodného
rozpoustédla mize byt predstavovan vyhradné& vodou, mazZe
obsahovat vodu a Jedno nebo vice s vodou misitelnych
rozpoudtédel a muiZe obsahovat rozpudténé latky. NejCastéji
pouZivana misitelna rozpoudtédla Jsou organické alkoholy
s kratkym fretézcem, jako je methanol, ethanol, propanol,
ketony s kratkym fet&zcem jako je aceton a polyalkoholy jako

je glycerol.

"Isotonické <&inidlo" jJe slouc¢enina, kterad je fyziologicky
tolerovana a dodava vhodnou tonicitu p¥ipravku pro zabranéni
toku vody bunéénymi membranami, které Jjsou v kontaktu
s podavanym pripravkem. Glycerol, ktery Je také znam jako
glycerin, Je p&¥né& pouzivan jako isotonické ¢&inidlo. Dalsi
isotonicka ¢&inidla zahrnuji soli, naptriklad chlorid sodny a

monosacharidy, napfiklad dextrézu a laktédzu.

Nerozpustné kompozice podle predlozeného vynadlezu obsahujil
hexamer-stabilizujicl slouceninu. vyraz "hexamer-
stabilizujici sloucenina® se vztahuje k neproteinovynm
sloud¢enindm o male nolekulové hmotnosti, které stabilizujil
protein nebo derivatizovany protein Vv hexamernim agregacnim
stavu. Fenolové slouceniny, obzvlasté fenolova konzervacni
¢inidla, jsou nejlepsimi znamymi stabilizujicimi

sloudeninami pro inzulin a inzulinové derivaty. Hexamer-
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stabilizujici slouceniny stabilizuji hexamer tim, Ze se
k ndmu vaZi prostfednictvim specifickych intermolekularnich
kontakt@. Priklady hexamer-stabilizujicich &inidel zahrnuji:
riazné fenolové slouceniny, fenolova konzerva&ni &inidla,
resorcinol, 4'-hydroxyacetanilid, 4—hydroxybenzamid. a 2,7-
dihydroxynaftalen. Viceucelové pripravky nerozpustnych
kompozice podle predloZeného vynalezu obsahuji konzervacni
¢inidlo, navic k hexamer-stabilizujici slouceniné.
Konzervacni ¢inidlo pouzivané v ptipravcich podle
ptredloZeného vyndlezu miZe byt a fenolové konzervacni
dinidlo a maZe byt stejné nebo odlisné od hexamer-

stabilizujici slouceniny.

Vyraz "konzervaéni cinidlo" se vztahuje k slouceniné prfidané
k farmaceutickému pfipravku pro plisobeni jako
antimikrobidlni ¢inidlo. Parenterdlni ptipravek musi
vyhovovat poZadavkim na ucinnost konzervaénich ¢inidel
k tomu, aby mohlo byt pouzitelné jako komercné vyuZzitelny
produkt pro ruzné pouzZiti. Mezi konzervacénimi cinidly
znamymi v oboru jako u&inné a pfijatelné pro parenteralni
pripravky jsou benzalkoniumchlorid, benzethonium,
chlorhexidin, fenol, m-kresol, benzylalkohol, methylparaben,
chlorbutanol, o—-kresol, p-kresol, chlorkresol, dusié¢nan
fenylrtutny, thimerosal, benzoova kyselina a jejich ruzné
smési. Viz napfiklad Wallh&usser, K.-H., Develop. Biol.

Standard, 24:9-28 (1974) (S. Krager, Basel) .

Vyraz "fenolové konzervalni <inidlo" zahrnuje slouceniny
fenol, m-kresol, o-kresol, p-kresol, chlorkresol,
methylparaben a Jjejich smési. Jisté fenolové konzervacéni

¢inidla jako jsou fenol a m-kresol jsou znama tim, Ze se
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vazi k molekuldm inzulinového typu a tim  indukuji
konformac¢ni zmény, které zvy8uji bud fyzikdlni neBp
chemickou stabilitu nebo oboje ([Birnbaum, D. T. a kol.,
Pharmaceutical Res. 14:25-36 (1997); Rahuel-Clermont, S. a
kol., Biochemistry 36:5837-5845 (1997)]. '

Vyraz "pufr" nebo "farmaceuticky pfijatelny pufr" se
vztahuje ke sloucenindm, které jsou znadmy jako bezpeéné pro
pouziti v inzulinovych pfipravcich a které plasobi jako
kontrola pH pripravku a udrzZuje jej na pH poZadovaném pro
pripravek. pH pfipravku podle predloZeného vyndlezu je od
zhruba 6,0 do zhruba 8,0. Vyhodné maji pripravky podle
predloZeného vyndlezu pH v rozmezi mezi zhruba 6,8 a zhruba
7,8. Farmaceuticky prijatelny pufry pro udrZovdni pH na
hodnotdch od mirné kyselého pH do mirné bazického pH
zahrnuji slouceniny 3jako fosforeénany, octany, citronany,
arginin, TRIS a histidin. "TRIS" se vztahuje k 2-amino-2-
hydroxymethyl-1, 3-propandiolu a k jeho libovolné
farmakologicky pfijatelné soli. Volnad baze a hydrochloridové
forma jsou dvé bézZné formy TRIS. TRIS je také v oboru znam
jako trimethylolaminomethan, tromethamin a
tris(hydroxymethyl)aminomethan. Dalsi pufry, které jsou
farmaceuticky pfijatelny a které jsou vhodné pro kontrolu pH

na pozadované Urovni jsou zndmy bé&zZnym chemiklm.

Vyraz "podavat" znamend uvést piripravek podle predloZeného
vyndlezu do téla pacienta, ktery md& jeho potfebu, pro lécbu

onemocnéni nebo stavu.

Vyraz "lé&eni" se vztahuje k pé¢i o pacienta, ktery ma

diabetes nebo hyperglykémii nebo dalsi stav, u kterého je




—

eeee oe LXJ L]

seer
LR X 2]

.
$ .
- 33 - AP .o PN T NREY)

indikovadno poddvani inzulinu pro ucely zvladnuti nebo dlevu
symptomd a komplikaci spojenych s timto stavem. Léc&eni
zahrnuje podavani prfipravku podle predloZeného vyndlezu pro
prevenci vzniku symptomt nebo komplikaci, ulevu symptom
nebo komplikaci nebo eliminaci onemocnéni, stavu nebo

poruchy.

Jak bylo uvedeno vyse, pfedlozZeny vynalez se tyka
nerozpustnych  kompozic, které maji vlastnosti podobné
v jistych ohledech NPH inzulinu a pfed¢i NPH inzulin
v jinych ohledech. Jsou podobné NPH inzulinu v tom, Ze maji
obdobné fyzikadlni vlastnosti, Jjak je wuvedeno dale. Pro
zkoumani mikrokrystall obsahujicich B29-Ne-oktanoyl-lidsky
inzulin, inzulin, zinek, protamin a fenol, pripravenych
podle predloZeného vyndlezu byl pouZivdn svételny mikroskop
vybaveny objektivem s olejovou imerzi a kfriZovym
polarizatorem. Zkoumdni pri =zvétsSeni 1000x ukdzalo, Ze tyto
mikrokrystaly byly jednoduché a tyc¢inkovité a vykazovaly
stejnomérnou krystalovou morfologii. Velikosti téchto
mikrokrystalld obecné spadaly do rozmezi délky od pfibliZné& 2

mikronit do 8 mikronu. Primé srovnani pouzZitim tohoto

mikroskopu ukazalo, Ze morfologie téchto mikrokrystald se
zddla byt podobnd jako u mikrokrystalt komeréné& vyrdbéného
praseciho NPH, ktery byl Jjinde popsdn jako tyc¢inkovity.
Rozmezi velikosti téchto mikrokrystald bylo také podobné
velikosti komerc¢né vyrabénych NPH mikrokrystall, které maji
obecné stredni délku zhruba 5 mikronli. Komerc¢ni vyrobni
specifikace pro stredni délku NPH mikrokrystald je od 1

mikronu do 40 mikronu.

Mikrokrystaly podle predloZeného vynadlezu jsou vSak
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neoCekavané a nepredvidatelné odlidné od krystald NPH
inzulinu svymi vlastnostmi, tykajicimi se rozpoudté&ni a ‘y
jejich dob& plsobeni. Konkrétn& se mikrokrystaly podle
predloZeného vyndlezu rozpoudté&ji mnohem pomaleji za
podminek, které simuluji fyziologické podminky, neihje tomu
u krystald NPH inzulinu a poskytuji delsi a plossi profil
kontroly glukézy v krvi, neZ je tomu u NPH inzulinu. To bylo

demonstrovano nasledujicimi pokusy.

Bylo zjisténo, Ze jisté derivatizované proteiny, v rozpustné
form&, maji doby pusobeni, které nejsou vyznamné& odli%né od
obvyklého 1lidského inzulinu. Byly pouZity t¥#i skupiny
zvifat. KaZdé =zvife v prvni skupin& dostalo davku (0,75
nmol/kg) Humulinu® (rozpustny lidsky inzulin), kazdé zvife v
druhé skupiné dostalo davku (0,75 nmol/kg) rozpustného B29-
Ng-oktanoyl-lidského inzulinu ("C8-hI") a kaZdé zvite ve
treti skupiné dostalo davku (0,75 nmol/kg) rozpustného B29-
Ne-dekanoyl-lidského inzulinu ("C10-h1I"). Pokusy byly
provaddény v zasadé jak je popsdno v Prikladu 5, s péti psy
ve skupin&. Proteiny byly podavany podkoZn&. Koncentrace
glukéza v krvi byly urCovadny a jsou uvedeny v tabulce

uvedené nize.

Tabulka 1. Koncentrace glukézy v krvi pfed a po podavani
Humulinu®, rozpustného B29-Ne-oktanoyl-lidského inzulinu
("C8-hI") nebo rozpustného B29-Ng-dekanoyl-lidského inzulinu
("Cl0-hI") u normalnich psh soucCasné S podavanim
somatostatin pro vytvofreni prfechodného diabetického stavu.

Jsou udavany stfedni hodnoty * standardni chyba.
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Glukdéza v krvi Koncentrace (mg/dl)
Doba (h) Humulin® Rozpustny Rozpustny Cldf
C8-hI hI
-0,5 110 + 2 115 + 4 108 + 2
0 101 * 2 101 + 7 96 + 4
0,5 83 £ 5 80 + 5 85 £ 6
1 54 + 6 52 + 4 70 £ 5
1,5 49 + 4 51 + 2 57 + 4
2 48 + 4 51 + 2 52 + 3
2,5 55 + 4 60 = 3 56 + 4
3 59 + 2 65 + 4 58 + 4
3,5 65 £ 2 73 £ 5 63 + 4
4 71 £ 2 85 + 6 68 + 4
5 87 + 2 110 + 8 79 £ 3
6 104 + 3 124 + 4 91 + 7
7 119 + 8 145 + 14 106 + 8
8 144 #+ 5 153 + 16 119 + 11

Tato data jasné ukazuji, Ze rozpustny B29-Ne-oktanoyl-lidsky
inzulin a B29-Ne-dekanoyl-lidsky inzulin, podavané podkoZné
normalnim psim v prechodném diabetickém stavu, p¥inddeji
snizeni hladiny glukézy zhruba srovnatelné se sniZenim,

které je moZno dosdhnout s rozpustnym lidskym inzulinem.
Pfedevsim vykazuje rozpustny B29-Ne-oktanoyl-lidsky inzulin

rychlejsi nastup a krats$i dobu plUsobeni neZ lidsky inzulin.

V druhém pokusu bylo =zjisténo, Ze rychlost rozpousténi

kokrystald inzulinu a B29-Ne-oktanoyl-lidského inzulinu,
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pfipravenych podle pf¥edloZeného vynalezu je znatelné& delsi
neZ u komeréné& vyrab&ného NPH-prase&iho inzulinu. Toto byio
nejpfekvapivéjsi ve svétle vyse uvedenych dat. Rychlost
rozpousténi miZe byt m&fena pouZitim dobie znamych procedur
[Graham a Pomeroy, v Pharm. Pharmacol. 36:427—430. (1983),
jak byla modifikovana v De Felippis, M. R. a Frank, B., EP

735,048] nebo pomoci zde popsanych procedur.

Rychlost rozpoust&ni mikrokrystald praseCiho NPH inzulinu
byla umisténa umisté&nim 5 mikrolitra U100 prase¢iho NPH
inzulinu do 3 ml Dulbecco  fosforenanem pufrovaného
fyziologického roztoku (bez vapniku nebo ho#&iku) v 1 cm
Ctvercové kremikové kyveté p#i teploté 22 °C. Tento roztok
byl michdn konstantni rychlosti pouZitim magnetického
michadla. M&feni absorbance na vlnové délce 320 nm byly
provddény v jednominutovych intervalech. Absorbance na
vlinové délce 320 nm odpovida svétlu rozptylenému
nerozpustnymi Casticemi pritomnymi ve vodné suspenzi.
V disledku toho jak se mikrokrystaly rozpoust&ji, absorbance
se bliZi nule. Mikrokrystaly prase&iho NPH inzulinu se Uplné&

rozpustily po zhruba 20 minutach.

Bylo zjisténo, Ze rychlost rozpousSténi protamin-zinkovych
krystalt lidského inzulinu, které neobsahovaly
kokrystalizovany acylovany lidsky inzulin, byla také zhruba
20 minut, jak bylo uré&eno vySe uvedenou procedurou. Tyto
krystaly NPH 1lidského inzulinu byly pripraveny v zasadé
zplsobem podle Pripravy &islo 1 uvedené nise S tou vyjimkou,
Zze nebyl pouZit acylovany protein a bylo pouZito 7 &&asti
lidského inzulinu. Data ziskana z tohoto pokusu jsou uvedena

na Obr. 1 jako pferuSovana &ara.
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Kokrystaly podle pfedloZeného vynalezu, sestavajici nz
lidského inzulinu a B29-Ne-oktanoyl-LysB29 lidského inzulinu
byly pripraveny jak je popsdno v Pfipravdch &islo 2, 4 a 5
uvedenych niZe. V té&chto pfipravach byly lidsky inzulin a
acylovany inzulin pouZity s prekrystaliza&nimi hmotnostnimi

poméry 3:1, 1:1 a 1:3.

Zpisob popsany vyse byl pouZit pro mé&reni rychlosti
rozpoudténi té&chto kokrystall. Stru&né& re&eno byl objem 12
mikrolitrd kazdé kokrystalické suspenze obsahujici protamin,
zinek, B29—N8—oktanoyl—LysB29 lidsky inzulin a lidsky
inzulin (s obsahem ne vice nes 50 U/ml) umisté&n do 3 ml
Dulbecco fosfore&nanem pufrovaného solného roztoku (bez
obsahu vapniku nebo hofciku) v 1 cm &tvercové kfemikové
kyveté. Tento roztok byl michan stejnou konstantni rychlosti
pfi stejné teploté& 22 °C. Data ziskand z tohoto pokusu Jsou
uvedena na Obr. 1 a ukazuji, Ze 3:1 kokrystaly vyZadovaly
vice neZ 100 minut pro rozpusténi, Ze 1:1 kokrystaly
vyZzadovaly vice neZ 150 minut pro rozpudténi a e 1:3

kokrystaly se Uplné& nerozpustily ani po 400 minutéch.

Doba potrebnd k tomu, aby absorbance v prib&hu rozpousténi
dosadhla poloviny hodnoty mezi vychozi absorbanci a konecnou
absorbanci je definovana jako hodnota ti/2. Hodnoty ti,, pro

tyto pfipravky jsou uvedeny ddle v Tabulce 2.

Tabulka 2. Hodnoty t;,, pPro rozpousténi pro Iletin NPH,
lidsky inzulin NPH a kokrystaly B29-oktanoyl-lidského

inzulinu a lidského inzulinu
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$B29- % lidsky|$ veprovy hodnoty
Latka oktanoyl- |inzulin inzulin ti/
lidsky (minuty)
inzulin
Iletin NPH 0 0 100 6
Lidsky NPH 0 100 0 7
3:1 kokrystal 25 75 0 38
1:1 kokrystal 50 50 0 117
1:3 kokrystal 75 25 0 >400

Tyto pokusy ukazuji,

solném

roztok,

tekutinu, je rychlost rozpousténi 3:1,
NPH

vyznamné

pokusy také dokazuji,
obsahujicich protamin,

podobnd rychlosti u praseCiho NPH

Tyto

kokrystalt protaminu,

lidského

inzulinu a
inzulinu k
pritomnému

rozpou$téni

roztoku

pomalejsi

vysledky

kokrystalt
LysB29 1lidského

(bez

nez

dale

obsahu

praseci

urcuiji,

inzulinu

vapniku

zavisi

a hofciku),

cozZ

Ze v Dulbecco fosfore&nanem pufrovaném

je

ktery v jistych aspektech napodobuje intersticidlni

1:1 a 1:3 kokrystalu

mikrokrys

na

B29-Ne-oktanoyl-LysB29-1idskému

kokrystalech a

inzulinu

protaminu,

a lidského

klesd podil lidského inzulinu.

Jiny zpUsob

rozpusténého

proteinu

rozpousténi,

a

zalozZeny

derivatizovaného

obzvl4isté

zinku,

inzulinu

na

poméru

ze

HPLC

proteinu,

taly.

Tyto

Ze rychlost rozpousténi mikrokrystald

zinek a lidsky inzulin je velmi
inzulinu (Iletin NPH) .
Ze rychlost rozpousténi

zinku, 829—N8-oktanoyl—LysB29—lidského
lidského

inzulinu,

rychlost

klesa,

B29-Ne-oktanoyl-
jak

urcovani

byl

pouzZzit pro srovnéni rychlosti rozpousténi 1:3 mikrokrystal®

R




popsanych vySe s komer&nimi pripravky lidského NPH inzulinu,
lidského inzulinu ultralente a hovéziho ultralente a také
pro studium G&inkd na rychlost rozpousténi pfri rlznych

zménach pomé&ru proteinu k derivatizovanému proteinu.

Objem (0,5 ml) U100 pripravku byl suspendovan v 200 ml
Dulbecco fosforednanem pufrovaného solného roztoku upraveny
na hodnotu pH 7,4 ve vodou oplasténém rozpoudté&cim zarizeni
udrzovaném na 25 °C. Rozpoudtéci pufr také obsahoval 1 mg/ml
lidského sérového albuminu pro zabranéni adsorpénich ztrat
rozpusténych inzulina. Rozpoustéci prostredi bylo michéno
konstantni rychlosti 180 otadek za minutu. V pravidelnych

intervalech bylo 3,5 ml tohoto roztoku odebirano a

filtrovano pres 0,22 um filtr ktery vazal nizkomolekulové
proteiny. Prvnich 0,5 ml filtrdtu bylo odstran&no a
nasledujicich 1,5 ml filtratu bylo okyseleno 4 ml 5 N HCl a
podrobeno HPLC analyze. Koncentrace rozpusténych inzulinu
byly uréeny na z&akladé ploch pikd HPLC a vysledky byly
vyjadfen Jjako procento rozpusSténé latky v z&vislosti na
Case, pficemZ 100% byla celkovd plocha inzulind v
nefiltrovanych vzorcich. Jestlize celkova plocha
nefiltrovanych vzorkll mirné poklesla v zavislosti na case,
byla 1linedrné korigovand hodnota pouzita jako 100% pro
vypoc¢et procenta rozpusténého v kaidy okamZik. Vysledky

téchto studii jsou uvedeny na Obr. 3 a 4.

Data na Obr. 3 ukazuji, Ze Cim je vatsi frakce
derivatizovaného proteinu vloZeného do mikrokrystalu, tim
pomalejsi je rychlost rozpousSténi. Data Obr. 4 ukazuji, ze
1:3 mikrokrystal lidského inzulinu a B29-oktanoyl-lidského

inzulinu se rozpoudti vyznamné pomaleji ne% jak lidsky
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inzulin NPH, tak i lidsky inzulin ultralente. Nejvyznamné&jsi
je, Ze 1:3 mikrokrystal ma rychlost rozpoudténi velﬁi
podobnou, jako je rychlost rozpousténi hové&ziho ultralente.
Hovézi wultralente byl po dlouhou dobu povaZovadn za takf¥ka
idedlni dlouho pusobici inzulinovy p#ipravek, jedﬁak pro
jeho velmi prodlouZenou biologickou aktivitu a také pro
plochost farmakodynamické odezvy po jeho podavani. Je tedy
mozno predpovédét, ze tyto mikrokrystaly se mohou priblizZit
nebo prekonat hovézi ultralente ve schopnosti p#inést
kontrolu hladiny bazalni glukézy po velmi dlouhé casové

intervaly.

Vzhledem k tomu, Ze profil doby pusobeni NPH pfipravkda Jje
velmi siln& vAazan s rychlosti rozpousténi mikrokrystald v
podkozZzni intersticidlni tekuting, je z vyse uvedenych pokust
vVyvozovano, Ze mikrokrystalické kompozice podle p#edloZeného
vyndlezu se vyznacujl vice prodlouZenou dobou  trvani
pUsobeni, pokud jsou podavany podkozZné diabetickym
pacientim, neZ je tomu u existujicich komer&nich NHP
inzulinovych p¥ipravkt. Je dileZité, Ze tyto vysledky také
ukazuji, Ze predloZeny vynalez umozZnuje kontrolovat a
dokonce optimalizovat trvani pisobeni u pacientt manipulaci

poméru proteinu k derivatizovanému proteinu.

Tato schopnost manipulovat dobou trvani plsobeni
jednoduchymi  zmé&nami pomérd proteinu a derivatizovaného
proteinu je nejvyznamnéjsi, pokud je nahliZena
s pfihlidnutim k historii problémd s inzulinovymi pfipravky.
Historicky spod&ivala hlavni ptekazka vyvoje inzulinovych
pfipravkd pro kontrolu bazalni glukdézy v tom, zZe jejich

casové plsobeni bylo neproménlivé vazano k vliastnim

.0




molekuldrnim vlastnostem proteinu, napfiklad afinité& vazby k
albuminu, isoelektrickému bodu nebo rozpustnosti. \Y d&sledku
toho byla u kaZdého pfipravku moZna pouze jedind doba
pisobeni pro kaZdou molekulu nebo pfipravek a jediny mozZny
pEistup pro zleps$eni farmakokinetiky spo&ival v dalsi

modifikaci molekuly.

Dlouho  hledanym cilem byl vyvin systémi s fizenym
uvolnovanim, jejichz farmakokinetika by mohla byt pfesn& g
snadno upravena manipulaci s matrici pfipravku. Mnoho
akademického a primyslového vyzkumu v této oblasti bylo
Vv poslednich 15 letech zaméfeno na inzulin, av3ak cil
kontrolovaného uvoliovani se ukdzal obzvlasté téZko
dosaZitelny v dasledku extrémné uzkého terapeutického indexu
inzulinu, poZadavku jeho chronického uzivani, stejné tak
jako v dlisledku ekonomickych dvah, které pusobi proti
sofistikovanym a drahym vyrobnim zpusoblm a pfipravkim.

Hlavni vyhoda ptedloZeného vynalezu spolivd v tom, Ze
pfedstavuje systém s kontrolovanym uvolfiovdnim, ve kterém
farmakokinetika uvolfiovani inzulinu mtze byt snadné&ji ?izena
neZ u daldich navrzenych systéma technologii #izeného
uvoliovadni. Nerozpustné kompozice sloZené z inzulinového
proteinu spolu s derivatizovanym proteinem pfedstavuiji
vyhodny prost#edek Pro upraveni rychlosti rozpousténi a
tudiZ umoZhAuji kontrolované uvolfiovdni. A&koliv neni Umyslem
situaci zjednodusovat a omezovat, pfedpokladd se, Ze
farmakologicka u¢innost nerozpustnych kompozice podle
pfedloZeného vynalezu je zaloZena na pomalém uvolfovani
konzistentniho pomé&ru proteinu a derivatizovaného proteinu z

kompozice. D&4le se pfedpoklada, anis by tim byl pfedlozZeny




vynalez jakkoli omezovan, Ze vyznamnym zdkladnim znakem
pfedloZeného vynalezu je Uplnad nebo takika Uplné homogenifé

nerozpustnych kompozic.

U mikrokrystaltl se pfedpoklads, Ze kazdy jednotlivy
mikrokrystal v Suspenzi sestava z tak¥ka stejného pomé&ru
proteinu a derivatizovaného proteinu. Tento pomér Azce

odradzi pomér proteinu k derivatizovanému proteinu,

kombinovanych v roztoku pred krystalizaci. Také se
predpoklads, zZe jak se mikrokrystaly rozpoustéji,
odpovidajici a predem uréend Cast proteinu a

derivatizovaného protein se uvoliiuje PO celou dobu trvani
rozpouSténi. Vyznam tohoto typu chovani Jje znacny, nebot
vede ke konstantni, ale snizené rychlosti uvolfovani dvou
u¢innych molekul z mista provedeni injekce do krevniho
obé&hu. Pro dosaZeni tohoto cile musi byt obzvlastni

pozornost vénovana zpusobu pfipravy kompozic.

Pfedklddany objev, 3e Je mozZno krystalizovat protein s
derivatizovanym proteinem a timto zplsobem ziskat homogenni

Zi-11i se

ah

kokrystaly, byl pfekvapujicim zjisténim, uv
sloZitost parametrl, ovliviiujicich krystalizaci proteinu:
specifické a nespecifické mezimolekuldrni interakce, jako
jsou vazba vodiku, elektrostatické interakce, hydrofobni
interakce, van der Waalsovy sily, efekt vylouc¢eného objemu,
rozpustnost a stéricka hmota. AcCkoliv ije zakladni chéapéani
procesu krystalizace malych molekula relativné pokroc¢ilé, u
komplexnich makromolekul se jednd stdle jedtd o kvalitativni
védu a soudasna praxe spoCivd v empirickém aplikovéani

velkého souboru krystalizac&nich receptu.
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Hydrofobni efekt byl navrZen jako hlavni prostrfedek pro
asociaci protein@ ([Chothia, C. a kol., Nature 256:705-708
(1975)1. Krom& toho byla pozorovdna silna korelace mezi
povrchovou hydrofobnosti a kontaktem protein-protein [Young,
L. a kol., Protein Science 3:717-729 (1994)). Kromé toho,
vzhledem ke sloZitosti krystalizace proteint, je objev, 3e
derivatizované inzuliny mohou kokrystalizovat s
nederivatizovanym proteinem zplUsobem izomorfnim nebo takrka

izomorfnim s normalnim inzulinem, prekvapujici.

Kokrystalizace dvou pribuznych terapeutickych proteing
s cilem modifikace terapeutického chovani je novy koncept.
Je tomu tak do znad&né miry proto, Ze wvelka vétSina préace
v oblasti krystalizace proteind je motivovava Eilem dosazZeni
jednotlivych velkych a homogennich krystald vhodnych pro
rentgenovou difraké&ni strukturdlni analyzu. Ackoliv
proteinové kokrystaly jsou  znamy, takové  kokrystalové
systémy jsou charakterizovany jako komplexy hostitel-
substrat, nap¥iklad protein a jeho receptor, komplexy
protein-DNA 4 komplexy protein receptorovd 1latka. Tyto
komplexy kokrystal® hostitel-substrat jsou zdsadné odlizné
od  kokrystald podle pfedloZeného vynalezu, protofe se
nevytvari Zadny komplex mezi proteinem a derivatizovanym

proteinem.

Predvidatelnost vlastnosti proteinu a derivatizovaného
proteinu a homogenity nerozpustnych kompozic podle
pfedloZeného vynalezu byly demonstrovany m&fenim (pomoci
HPLC) koncentraci proteinu a derivatizovaného proteinu bé&hem

studii rozpousté&ni pouzitim dvou preparatt mikrokrystalq,
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které byly pfipraveny ze znamych mnoZstvi lidského inzulinu
(protein) a B29-oktanoyl-lidského inzulinu (derivatizovaﬁy
protein). V prvnim preparadtu byl hmotnostni pomér proteinu
pridaného k derivatizovanému protein 1:3. V druhém prepardtu
byl tento pom&r 55:45. U 1:3 mikrokrystald pfedstavo§al B29-
oktanoyl-lidsky inzulin mezi zhruba 73% a 76% celkového
proteinu u 14 m&feni v prib&hu 10 hodin b&hem rozpousténi za
podminek, které byly popsany pro rozpousStéci test uvedeny
vySe. V datech nebyl pozorovéan Zadny trend. Vv pripadé 55:45
mikrokrystalli p#edstavoval B29-oktanoyl—lidsky inzulin mezi
zhruba 43% a 47% celkového proteinu pro 9 m&feni provadénych
béhem periody zhruba 3,75 hodin v prub&hu rozpousté&ni za
podminek, které byly popsany v rozpoustécim testu uvedeném

vySe. Opé&tné nebyl v datech pozorovan Za&dny trend.

Nerozpustné kompozice podle predlofeného vynalezu mohou
tvorit krystaly s tyc¢inkovitou morfologii nebo S
nepravidelnou morfologii nebo mohou byt pfedstavovany
amorfnimi precipitdty. Vyhodné nerozpustné kompozice jsou
sestavaji z acylovaného inzulinu nebo acylovaného
inzulinového analogu, iont@ =zinku, které jsou pritomny v
mnoZzstvi zhruba 0,3 aZ zhruba 0,7 moldh na jeden mol
celkového proteinu a fenolového konzervaéniho ¢inidla,
zvoleného ze souboru, zahrnujiciho fenol, m-kresol, o-
kresol, p-kresol, chlorkresol, methylparaben a jejich smési
a pritomného v dostatedném mnozstvi vzhledem k celkovému
proteinu pro stabilizaci T3R3 nebo R6 hexamerové konformace
& z protaminu, ktery dje pfitomen v mnoZstvi zhruba 0,15 az

zhruba 0,7 moll na jeden mol celkového proteinu.

Vyhodna skupina inzulinovych analogl pro pfipravu
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derivatizovanych inzulinovych analoguq, pouzivanych pro
vytvareni nerozpustnych kompozic sestava ze zvifeciéh
inzuling, deleénich analogu a  pl-posunutych analogu.
Vyhodnéj3i skupina sestava ze zvifecich inzulinu a deleénich

analogd. Deleé&ni analogy jsou jest& vyhodné&jsi.

Dalsi vyhodné skupina inzulinové analogy pro pouziti v
mikrokrystalech podle pfedloZeného vyndlezu zahrnuje
monomerni inzulinové analogy. Obzvlasts vyhodné jsou ty
monomerni inzulinové analogy, ve kterych aminokyselinovy
zbytek v poloze B28 je Asp, Lys, Leu, Val nebo Ala,
aminokyselinovy zbytek v poloze B29 je Lys nebo Pro,
aminokyselinovy zbytek v poloze B10 je His nebo Asp,
aminokyselinovy zbytek v poloze B1 je Phe, Asp nebo je
vynechan sadm nebo v kombinaci s deleci zbytku v poloze B2,
aminokyselinovy zbytek v poloze B30 je Thr, Ala, Ser nebo je
vynechan a aminokyselinovy zbytek v poloze B9 je Ser nebo

Asp; za predpokladu, %e bud poloha B28 nebo B29 je Lys.

Dalsi vyhodna skupina inzulinovych analogl pro pouZiti podle
pfedloZeného vynédlezu spoCivd v té&ch, u nichz isoelektricky
bod inzulinového analogu je v rozmezi mezi zhruba 7,0 a
zhruba 8,0. Tyto analogy jsou oznacovany jako "pI-posunuty
inzulinové analogy." Priklady pI-posunutych inzulinovych
analogl zahrnuji nap¥iklad ArgBBl,ArgBBZ—lidsky inzulin,
GlyA21,ArgBBl,ArgB32—lidsky inzulin, ArgAQ,ArgB31,ArgB32-
lidsky inzulin a ArgAO,GlyA21,ArgB31,ArgB32—lidsky inzulin.

Dalsi vyhodnéa skupina inzulinovych analogt zahrnuje
LysBZ8,ProB29—lidsky inzulin (B28 e Lys; B29 je Pro);
AspB28-1lidsky inzulin (B28 je Asp), AspBl-lidsky inzulin,
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ArgB31,ArgB32-lidsky inzulin, ArgAO0-lidsky inzulin,
AspBl,GluBl3-lidsky inzulin, AlaB26-lidsky inzulin, GlyA21-
lidsky inzulin, des (ThrB30) -lidsky inzulin a
GlyA21,ArgB31,ArgB32-lidsky inzulin.

Obzvlasté& vyhodné inzulinové analogy zahrnuji LysB28, ProB29-
lidsky inzulin, des (ThrB30) -lidsky inzulin, AspB28-lidsky
inzulin a AlaB26-~lidsky inzulin. Dalsi obzvlastsa vyhodny
inzulinovy analog e GlyA21,ArgB31,ArgB32—lidsky inzulin
[D6rschug, M., U. 8. patent ¢&. 5,656,722, 12. srpna 19977,
Nejvyhodné&jsi inzulinovy analog Jje LysBZ8,ProB29—lidsky

inzulin.

Vyhodné derivatizované proteiny jsou acylovany proteiny a
vyhodné acylované proteiny pro mikrokrystaly a ptipravky
podle pfedloZeného vynadlezu jsou mastnou kyselinou acylované
inzuliny a mastnou kyselinou acylované inzulinové analogy.
Mastnou kyselinou acylovany 1lidsky inzulin je vysoce
vyhodny. Mastnou kyselinou acylované inzulinové analogy jsou

stejné vysoce vyhodné.

Konkrétni skupina pouzivané pro derivatizaci inzulinu,
inzulinového analogu nebo proinzulinu (kolektivné ozna&ované
jako protein) maze byt libovoln& chemicka skupina, ktera
nesniZuje  vyznamnd biologickou aktivitu proteinu, je
netoxicka, pokud neni vazana k proteinu a nejvyznamné&iji
sniZuje vodnou rozpustnost, zvySuje lipofilitu nebo sniZuje
rozpustnost zinek—protaminonch komplext derivatizovaného

proteinu.

Jedna  vyhodna skupina acylaé&nich skupin  jsou mastné
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kyseliny, které maji primy fret&zec a jsou nasycené. Tato

skupina zahrnuje methanovou kyselinu (Cl), ethanovdu
kyselinu (C2), propanovou kyselinu (C3), n-butanovou
kyselinu (C4y, n-pentanovou kyselinu (C5), n-hexanovou
kyselinu (C6), n-heptanovou kyselinu (c7y, n—oktanovou
kyselinu (C8), n-nonanovou kyselinu (C9), n-dekanovou

kyselinu (C10), n-undekanovou kyselinu (Cl1), n-dodekanovou
kyselinu (Ci12), n-tridekanovou kyselinu (C13), n-
tetradekanovou kyselinu (Cl4), n-pentadekanovou kyselinu
(C15), n-hexadekanovou kyselinu (C16), n-heptadekanovou
kyselinu (C17) a n-oktadekanovou kyselinu (C18). Tomu
odpovidaji formyl (Cl), acetyl (c2), propionyl (C3), butyryl
(C4), pentanoyl (C5), hexanoyl (Ce6), heptanoyl (C7),
oktanoyl (cs), nonanoyl (C9), dekanoyl (C10), undekanoyl
» dodekanoyl (C12), tridekanoyl (C13), tetradekanoyl

( )

(C14) nebo myristoyl, pentadekanoyl (C15), hexadekanoyl
( )  nebo palmitoyl, heptadekanoyl (C17) a oktadekanoyl
(

C18) nebo stearoyl.

Vyhodna skupina mastnych kyselin pro vytvareni mastnou
kyselinou acylovanych proteina pouZivanych v mikrokrystalech
podle pfedloZeného vynalezu spodivd v mastnych kyselinéach,
které maiji sudy pocet atom® uhliku - to znamend C2, c4, Co,
Cc8, Cl0, Cl2, Ccl14, C16 a Cl8 nasycené mastné kyseliny.

Dalsi vyhodné skupina mastnych kyselin pro vytvareni mastnou
kyselinou acylovanych proteint pouZivanych v mikrokrystalech
podle predloZeného vynadlezu spo&iva v mastnych kyselinach,
které maji lichy po&et atomd uhliku - to znamena Cl, C3, cs5,
C7, €9, C11, C13, C15 a c17 nasycené mastné kyseliny.
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Dalsi vyhodna skupina mastnych kyselin pro vytvareni mastnou
kyselinou acylovanych proteint pouZivanych v mikrokrystaleéh
podle predloZeného vynalezu spodiva v mastnych kyseliné&ch,
které maji vice nes 5 atomi uhliku - to znamené C6,_C7, cs,
c9, C10, cC11, Clz, cC13, c14, Cl5, Cleé, c17 a c1is nasycené
mastné kyseliny.

Dalsi vyhodna skupina mastnych kyselin pro vytvareni mastnou
kyselinou acylovanych proteint pouzZivanych v mikrokrystalech
podle predloZeného vyndlezu spodiva v mastnych kyselinach,
které maji mén& nes 9 atoml uhliku - to znameni Cl, c2, c3,

C4, C5, C6, C7 a C8 nasycené mastné kyseliny.

Dalsi vyhodn4 skupina mastnych kyselin pro vytvareni mastnou
kyselinou acylovanych proteina pouzZivanych v mikrokrystalech
podle predloZeného vynalezu spo&iva v mastnych kyselin&ch,
které maji mezi 6 a 8 atomy uhliku - to znamena Cé, C7 a C8

nasycené mastné kyseliny.

Dalsi vyhodna skupina mastnych kyselin pro vytvareni mastnou
kyselinou acylovanych proteinn pouzZivanych v mikrokrystalech
podle predloZeného vynalezu spo&ivd v mastnych kyselinach,
které maji vice ne? mezi 4 a 6 atoml uhliku - to znameng

C4, C5 a C6 nasycené mastné kyseliny.

Dalsi vyhodna skupina mastnych kyselin pro vytvareni mastnou
kyselinou acylovanych proteina pouZivanych v mikrokrystalech
podle pfedloZeného vynalezu spodiva v mastnych kyselinach,
které maji vice ne? mezi 2 a 4 atomd uhliku - to znamena C2,

C3 a C4 nasycené mastné kyseliny.
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Dal3i vyhodna skupina mastnych kyselin pro vytvareni mastnou
kyselinou acylovanych proteing pouZivanych v mikrokrystaleéh
podle pfedloZeného vynalezu spodiva v mastnych kyselinéch,
které maji mén& nes ¢ atom uhliku - to znamena Cl,'CZ, C3,

C4 a C5 nasycené mastné kyseliny.

Dalsi vyhodna skupina mastnych kyselin pro vytvareni mastnou
kyselinou acylovanych proteint pouzZivanych v mikrokrystalech
podle predloZeného vynalezu spodivad v mastnych kyselinach,
které maji mén& nes 4 atom uhliku - to znamena Cl, C2 a C3

nasycené mastné kyseliny.

Dalsi vyhodn4 skupina mastnych kyselin pro vytvafeni mastnou
kyselinou acylovanych proteing pouZivanych v mikrokrystalech
podle predloZeného vynalezu spodiva v mastnych kyselinach,
které maji vice nes 9 atomi uhliku - to znamena C10, cC11,
Clz, C13, c14, Cl5, Cl6, C17 a C18 nasycené mastné kyseliny.

Dalsi vyhodna skupina mastnych kyselin pro vytvareni mastnou
kyselinou acylovanych proteina pouZivanych v mikrokrystalech
podle predloZeného vynalezu spodivd v mastnych kyselinach,
které maji sudy pocet atoml uhliku a vice nez 9 atom uhliku
- to znamenad C10, Cl2, Cl4, clé6 a cC1s8 nasycené mastné

kyseliny.

Dalsi vyhodnéa skupina mastnych kyselin pro vytvareni mastnou
kyselinou acylovanych proteing pouzZivanych v mikrokrystalech
podle ptredloZeného vynalezu spodiva v mastnych kyselinach,
které maji 12, 14 nebo 16 atomt uhliku, to zZznamend C1l2, C14

a Clé nasycené mastné kyseliny.

2008
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Dalsi vyhodnd skupina mastnych kyselin pro vytvareni mastnou
kyselinou acylovanych proteing pouZivanych v mikrokrystaleéh
podle ptedloZeného vynalezu spodivd v mastnych kyselinach,
které maji 14 nebo 16 atomd uhliku, to znamena Cl4 a Cie
nasycené mastné kyseliny. Mastna kyselina s 14 atomy uhliku
Jje obzvla3té& vyhodna. Mastnd kyselina s 16 atomy uhliku je

také obzvl1a3té& vyhodna.

Dal3i vyhodné skupina mastnych kyselin pro vytvareni mastnou
kyselinou acylovanych proteing pouzivanych v mikrokrystalech
podle predloZeného vyndlezu spodiva v nasycenych mastnych
kyselindch, které maji mezi 4 a 10 atomd uhliku, to jest c4,

C5, C6, C7, C8, C9 a C10 nasycené mastné kyseliny.

Dalsi vyhodnad skupina mastnych kyselin pro vytvareni mastnou
kyselinou acylovanych proteinn pouzZivanych v mikrokrystalech
podle ptedloZeného vynalezu spo&iva v nasycenych mastnych
kyselindch, které maji sudy po&et atomd uhlikuy mezi 4 a 10
atom uhliku, to jest C4, C6, Cc8 a Cl0 nasycené mastné

kyseliny.

Dalsi vyhodnad skupina mastnych kyselin pro vytva¥eni mastnou
kyselinou acylovanych proteinn pouZivanych v mikrokrystalech
podle predloZeného vynalezu spoliva v mastnych kyselinach,
které maji mezi 6, 8 nebo 10 atomd uhliku. Mastni kyselina s
6 atomy uhliku je obzvlastes vyhodnd. Mastna kyselina s 8
atomy uhliku je také obzvlastes vyhodn&. Mastna kyselina s 10

atomy uhliku je obzvlaste vyhodny.

Odbornikovi je zfejmé, Ze uz8i vyhodné skupiny jsou

vytvoreny kombinaci vyhodnych  skupin mastnych  kyselin
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popsanych vyse.

Dalsi vyhodnd skupina acylacnich skupin spo&iva v nasycenych
mastnych kyselinach, které jsou rozvétvené. Rozvétvena
mastna kyselina ma alesponl dvé vétve. Délka -"vétve"
rozvétvené mastné kyseliny mize byt popsdna poc&tem atoma
uhliku ve vétvi, poCinaje uhlikem karboxylové skupiny.
Napfiklad rozvétvena mastna kyselina 3-ethyl-5-
methylhexanovd kyselina ma tfi vétve, jejichz délka je jsou
pét, 3est a Sest atomd uhliku. V tomto pfipadé "nejdelsi™
vétev obsahuje Sest atomn uhliku. Jako Jiny priklad,
2,3,4,5-tetraethyloktanova kyselina ma& pét vétvi, jejichz
délka je 4, 5, 6, 7 a 8 atomu uhlikuy. "Nejdel3i" vétev
obsahuje osm atom@i uhliku. Vyhodn& skupina rozvétvenych
mastnych kyselin jsou kyseliny, které maji od t#¥i do deseti

atom uhliku v nejdeldi vétvi.

Bude podadn reprezentativni vyCet  takovych nasycenych
mastnych kyselin, aby byla vylou&ena moZnost nedorozumé&ni o
rozsahu mastnych kyselin, které mohou byt pouZity jako
acyla¢ni skupiny pro proteiny podle predloZeného vynalezu:
2-methyl-propionova kyselina, 2-methyl-méselna kyselina, 3-
methyl-maselné kyselina, 2,2-dimethyl-propionova kyselina,
2-methyl-pentanova kyselina, 3-methyl-pentanova kyselina, 4-
methyl-pentanova kyselina, 2,2-dimethyl-méselna kyselina,
2,3—dimethyl—méselné kyselina, 3,3—dimethyl—méselné
kyselina, 2-ethyl-médselna kyselina, 2-methyl-hexanova
kyselina, S-methyl-hexanova kyselina, 2,2-dimethyl-pentanova
kyselina, 2,4-dimethyl-pentanova kyselina, 2-ethyl-3-methyl-
maselnd kyselina, 2-ethyl-pentanova kyselina, 3-ethyl-

pentanova kyselina, 2,2—dimethyl—3—methyl—méselné
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kyselina,2—methyl—heptanové kyselina, 3-methyl-heptanova
kyselina, 4-methyl-heptanova kyselina, 5—methyl—heptano§é
kyselina, 6-methyl-heptanova kyselina, 2,2-dimethyl-hexanova
kyselina, 2,3—dimethyl—hexanové kyselina, 2,4—dimethyl—
hexanova kyselina, 2,5-dimethyl-hexanova kyseliné, 3,3-
dimethyl-hexanova kyselina, 3,4-dimethyl-hexanova kyselina,
3,5-dimethyl-hexanova kyselina, 4,4-dimethyl-hexanova
kyselina, 2-ethyl-hexanova kyselina, 3-ethyl-hexanova
kyselina, 4-ethyl-hexanova kyselina, 2-propyl-pentanova
kyselina, 2-ethyl-hexanova kyselina, 3-ethyl-hexanova
kyselina, 4-ethyl-hexanova kyselina, 2-(1l-propyl)pentanova
kyselina, 2-(2-propyl)pentanova kyselina, 2,2-diethyl-
méselna kyselina, 2,3,4—trimethyl—pentanové kyselina, 2-
methyl-oktanova kyselina, 4-methyl-oktanova kyselina, 7-
methyl-oktanova kyselina, 2,2—dimethyl—heptanové kyselina,
2,6—dimethyl—heptanové kyselina, 2—ethyl—2—methyl—hexanové
kyselina, 3—ethyl—S—methyl—hexanové kyselina, 3-(l-propyl) -
hexanova kyselina, 2-(2-butyl)-pentanova kyselina, 2-(2-(2-
methylpropyl))pentanova kyselina, 2-methyl-nonanova
kyselina, 8-methyl-nonanova kyselina, 6-ethyl-oktanova
kyselina, 4—(1—propyl)—heptanové kyselina, S5-(2-propyl) -
heptanova kyselina, 3-methyl-undekanova kyselina, 2-pentyl-
heptanova kyselina, 2,3,4,5,6—pentamethyl—heptanové
kyselina, 2,6-diethyl-oktanova kyselina, 2-hexyl-oktanova
kyselina, 2,3,4,5,6,7—hexamethyl—oktanové kyselina, 3,3-
diethyl—4,4—diethyl—hexanové kyselina, 2-heptyl-nonanova
kyselina, 2,3,4,5—tetraethyl—oktanové kyselina, 2-oktyl-
dekanovd kyselina a 2—(1—propyl)—3—(1—propyl)—4,5—diethyl—6—

methyl-heptanova kyselina.

Jesté dalsi vyhodnd skupina acylaénich skupin zahrnuje
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cyklické alkylové kyseliny, obsahujici od 5 do 24  atomB
uhliku, ve kterych cyklicka alkylova &ast nebo éésfi
obsahuji 5 a3 7 atoml uhliku. Bude podan reprezentativni
vylet takovych cyklickych alkylovych kyselin, aby byla
vylouCena moZnost nedorozuméni o rozsahu mastnych kyselin,
které mohou byt pouzity jako acylaéni skupiny pro proteiny
podle predloZeného vyndlezu: cyklopentyl-mraven&i kyselina,
cyklohexyl-mravend&si kyselina, l-cyklopentyl—octové kyselina,
2-cyklohexyl-octova kyselina, 1,2—dicyklopentyl—octové

kyselina a podobns.

Vyhodné skupina derivatizovanYch proteinl pro pouziti v
herozpustnych kompozicich podle pfedloZeného vyndlezu
zahrnuje monoacylované proteiny. Monoacylace v €-aminové
skupiné Se nejvyhodné&jsi. v pPfipadé inzulinu je monoacylace
v LysB29 vyvhodna. Podobné pro jisté inzulinové analogy, jako
jsou LysBZS,ProBZ9—analog lidského inzulinu, de monoacylace
vV g-aminové skupiné& LysB28 nejvyhodné&jsi. Monoacylace v gq-
aminové skupiné B-fetézce (B1) Je také vyhodna. Monoacylace

vV o-aminové skupiné A-fetézce (A1) je také vyhodna.

Dalsi wvyhodna skupina acylovanych proteing Pro pouziti v
nerozpustnych kompozicich podle predloZeného vynalezu

zahrnuje diacylované proteiny. Diacylace mu¥e byt napfiklad
vV g-aminové skupiné Lys a v a-aminové skupiné B-feté&zce nebo
miZe byt v €-aminové skupiné& Lys a v oa-aminové skupin& Aa-
fet&zce nebo mtse byt v a-aminové skupiné A-tetézce a v a-

aminové skupiné B-fetézce.

Dalsi vyhodna skupina acylovanych proteing Pro pouziti v




nerozpustnych kompozicich podle pfedloZeného vynalezu
zahrnuje triacylované proteiny. Triacylované proteiny jssu
proteiny, které jsou acylované v g€-aminové skupiné Lys, v a-

aminové skupiné B-feté&zce a v a-aminové skupiné A-*eté&zce.

Je také vyhodné pouzZivat acylované proteiny, které jsou smés

monoacylovanych a diacylovanych proteini.

Je také vyhodné pouZivat acylovany proteiny, které jsou smés

monoacylovanych a triacylovanych proteint.

Dalsi vyhodna skupina acylovanych proteing sestava ze smé&si

diacylovanych a triacylovanych protein.

Také je wvyhodné pouZzivat acylované proteiny, které jsou
smési monoacylovanych, diacylovanych a triacylovanych

proteint.

Jisté mastnou kyselinou acylované proteiny pouZivané
v mikrokrystalech podle predloZeného vynalezu budou uvedeny
pro zajisténi porozuméni rozsahu p#edloZeného vynalezu.
Tento seznam je ilustrativni a fakt, Ze Jisté mastnou
kyselinou acylované proteiny nejsou uvedeny v tomto seznamu
neznamena, Ze by mikrokrystal takovy protein obsahujici

nebyl v rozsahu pfedloZeného vynalezu.

B29—N8—formyl—lidsky inzulin.
Bl—Na—formyl—lidsky inzulin.
Al-Na—formyl—lidsky inzulin.

BZ9—N8—formyl—,Bl—Na—formyl—lidsky inzulin.
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BZQ—Na—formyl-,Al—Na—formyl-lidsky inzulin,
Al—Na—formyl—,Bl—Na—formyl-lidsky inzulin,
B29—N8—formyl—,Al-Na—formyl—,Bl—Na—formyl~lidsky inzulin.
829—Ns~acetyl—lidsky inzulin.

Bl—Na—acetyl—lidsky inzulin.

Al—Na—acetyl—lidsky inzulin.
BZ9—N8—acetyl—,Bl—Na—acetyl-lidsky inzulin.
829-Ns-acetyl—,Al—Na—acetyl—lidsky inzulin.
Al—Na—acetyl—,Bl—Na-acetyl—lidsky inzulin.
B29—Ne—acetyl—,Al—Na—acetyl—,Bl-Na—acetyl—lidsky inzulin.
BZ9—N8~propionyl—lidsky inzulin.

Bl—Na—propionyl-lidsky inzulin.

Al—Na-propionyl—lidsky inzulin.
BZ9—N8—propionyl-,Bl—Na—propionyl—lidsky inzulin.
B29—Ns—propionyl—,Al—Na—propionyl—lidsky inzulin.
Al—Na—propionyl—,Bl-Na—propionyl—lidsky inzulin.
BZ9—N8—propionyl—,Al—Na—propionyl—,Bl—Na—propionyl—lidsky
inzulin.

829—Ne—butyryl—lidsky inzulin.

Bl—Na—butyryl—lidsky inzulin.

Al—Na—butyryl—lidsky inzulin.
B29—N8—butyryl—,Bl-Na—butyryl—lidsky inzulin.
829-N£—butyryl—,Al—Na—butyryl-lidsky inzulin.
Al—Na—butyryl—,Bl—Na—butyryl—lidsky inzulin.

829—Na—butyryl—,Al—Na~butyryl—,Bl—Na—butyryl—lidsky inzulin.

B29-N8~pentanoyl-lidsky inzulin.
Bl—Na—pentanoyl—lidsky inzulin.
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Al—Na—pentanoyl-lidsky inzulin.
BZ9—N8—pentanoyl~,Bl—Na—pentanoyl—lidsky inzulin.
829—N8—pentanoyl—,Al—Na—pentanoyl—lidsky inzulin.
Al-Na—pentanoyl—,Bl—Na—pentanoyl—lidsky inzulin.
B29-N£-pentanoyl—,Al—Na—pentanoyl—,Bl—Na—pentanoyl—lidsky
inzulin.

B29—Ne—hexanoyl-lidsky inzulin.

Bl—Na-hexanoyl—lidsky inzulin.

Al—Na—hexanoyl—lidsky inzulin.
829—Ne—hexanoyl—,Bl—Na—hexanoyl—lidsky inzulin.
829—N8—hexanoyl—,Al—Na—hexanoyl~lidsky inzulin.
Al—Na—hexanoyl-,Bl—Na—hexanoyl—lidsky inzulin.
B29—Na—hexanoyl-,Al—Na—hexanoyl—,Bl—Na-hexanoyl—lidsky
inzulin.

B29—Ns-heptanoyl—lidsky inzulin.
Bl—Na—heptanoyl—lidsky inzulin.

Al—Na—heptanoyl-lidsky inzulin.
BZ9—Ns—heptanoyl—,Bl—Na—heptanoyl—lidsky inzulin.
B29—N8—heptanoyl-,Al—Na—heptanoyl—lidsky inzulin.
Al—Na—heptanoyl—,Bl—Na—heptanoyl—lidsky inzulin.
B29—Ne—heptanoyl—,Al-Na—heptanoyl—,Bl-Na—heptanoyl—lidsky
inzulin.

B29—N8—oktanoyl—lidsky inzulin.

Bl—Na—oktanoyl—lidsky inzulin.

Al—Na—oktanoyl-lidsky inzulin.
BZ9~Ne—oktanoyl—,Bl—Na—oktanoyl—lidsky inzulin,
829—Ne—oktanoyl—,Al—Na—oktanoyl—lidsky inzulin.
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Al—Na-oktanoyl—,Bl-Na—oktanoyl—lidsky inzulin.
B29—Na—oktanoyl—,Al—Na-oktanoyl-,Bl-Na—oktanoyl—lidsky
inzulin,

BZ9—N8~nonanoyl—lidsky inzulin.

Bl—Na—nonanoyl—lidsky inzulin,

Al—Na-nonanoyl—lidsky inzulin.
B29—N8—nonanoyl—,Bl—Na—nonanoyl—lidsky inzulin.
BZ9—N8—nonanoyl—,Al—Na—nonanoyl—lidsky inzulin.
Al—Na—nonanoyl—,Bl—Na-nonanoyl—lidsky inzulin.
BZ9—N8—nonanoyl—,Al—Na-nonanoyl—,Bl—Na-nonanoyl—lidsky
inzulin.

B29—N8—dekanoyl—lidsky inzulin.

Bl—Na—dekanoyl—lidsky inzulin.

Al—Na—dekanoyl—lidsky inzulin.

B29 —Ne—dekanoyl~,Bl,Na—dekanoyl—lidsky inzulin.
829—N8—dekanoyl—,Al—Na—dekanoyl—lidsky inzulin.
Al—Na—dekanoyl—,Bl—Na—dekanoyl—lidsky inzulin.
BZ9—Ne—dekanoyl—,Al—Na—dekanoyl—,Bl—Na—dekanoyl—lidsky
inzulin.

B29—Ne—undekanoyl—lidsky inzulin.
Bl—Na—undekanoyl—lidsky inzulin.
Al—Na—undekanoyl-lidsky inzulin.
B29—N8—dodekanoyl—lidsky inzulin.
Bl—Na-dodekanoyl~lidsky inzulin.
Al—Na-dodekanoyl—lidsky inzulin.
B29-N8—tridekanoyl-lidsky inzulin.

Bl—Na—tridekanoyl—lidsky inzulin.
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Al—Na—tridekanoyl—lidsky inzulin.
B29—N8-tetradekanoyl—lidsky inzulin.
B1—Na—tetradekanoyl—lidsky inzulin.

| Al—Na—tetradekanoyl—lidsky inzulin.
BZ9—N8—pentadekanoyl—lidsky inzulin.
Bl—Na—pentadekanoyl—lidsky inzulin.
Al—Na—pentadekanoyl—lidsky inzulin.
BZ9—Ne—hexadekanoyl—lidsky inzulin.
Bl—Na—hexadekanoyl—lidsky inzulin.
Al—Na—hexadekanoyl-lidsky inzulin.
B29—N8—heptadekanoyl—lidsky inzulin.
Bl—Na-heptadekanoyl—lidsky inzulin.
Al—Na-heptadekanoyl—lidsky inzulin.
B29—N8—oktadekanoyl-lidsky inzulin.
Bl—Na—oktadekanoyl—lidsky inzulin.
Al—Na—oktadekanoyl—lidsky inzulin.
B28—Ne—formyl—LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
Bl—Na—formyl—LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
Al—Na—formyl—LysBZ8,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
B28-N8—formyl—,Bl—Na—formyl—LysB28,ProB29—analog lidského
inzulinu.
B28—N8—formyl—,Al—Na—formyl—LysB28,ProBZ9—analog lidského
inzulinu.
Al—Na—formyl—,Bl*Na~formyl—LysBZ8,ProB29—analog lidského
inzulinu.
BZ8—Ne—formyl—,A1~Na~formyl—,Bl—Na—formyl—LysBZ8,ProBZ9—

analog lidského inzulinu.
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BZ8—N£—acetyl—LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinuy.
Bl—Na—acetyl—LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
Al—Na—acetyl—LysBZS,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
B28—N8—acetyl—,Bl—Na—acetyl—LysB28,ProB29—analog lidského
inzulinu.
B28—Ns—acetyl—,Al—Na—acetyl—LysB28,ProB29—analog lidského
inzulinu.

Al-Na—acetyl-,Bl-Na—acetyl—LysB28,ProBZQ—analog lidského
inzulinu.
BZB—Ne—acetyl—,Al-Na-acetyl—,Bl-Na—acetyl—LysBZS,ProB29—
analog lidského inzulinu.
B28—N8—propionyl-LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
Bl-Na—propionyl—LysBZB,ProB29—analog lidského inzulinu.
Al—Na—propionyl—LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
828—Ns—propionyl—,Bl—Na—propionyl—LysB28,ProBZ9—analog
lidského inzulinu.
BZ8—N8~propionyl—,Al—Na—propionyl—LysB28,ProB29-analog
lidského inzulinu.
Al-Na—propionyl—,Bl—Na—propionyl—LysBZ8,ProBZ9—analog
lidského inzulinu.
828—N£~propionyl—,Al—Na—propionyl—,Bl-Na—propionyl—
LysBZ8,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
B28—Ne—butyryl—LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
Bl-Na—butyryl—LysBZB,ProB29—analog lidského inzulinu.
Al—Na—butyryl~Ly5828,ProBZ9-analog lidského inzulinu.
828—Ne—butyryl—,Bl-Na—butyryl—LysBZS,ProB29-analog lidského
inzulinu.

BZ8—N8—butyryl-,Al-Na-butyryl—LysB28,ProBZ9-analog lidského
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inzulinu.
Al—Na—butyryl—,Bl—Na—butyryl~LysBZB,ProB29—analog lidského
inzulinu.
BZS—Na—butyryl—,Al—Na—butyryl—,Bl—Na—butyryl—LysBZ8,ProBZ9—
analog lidského inzulinu.
BZB—N&-pentanoyl—LysBZB,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
Bl—Na—pentanoyl—LysBZB,ProB29—analog lidského inzulinu.
Al—Na—pentanoyl—LysBZB,ProB29—analog lidského inzulinu.
BZ8—N8—pentanoyl—,B1-Na—pentanoyl-LysB28,ProB29-énalog
lidského inzulinu.
B28~N8-pentanoyl—,Al—Na—pentanoyl—LysBZS,ProB29-analog
lidského inzulinu.
Al—Na—pentanoyl—,Bl—Na—pentanoyl—LysB28,ProB29—analog
lidského inzulinu.
B28—Na—pentanoyl—,Al—Na—pentanoyl—,Bl—Na—pentanoyl—
LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
BZB—Ns—hexanoyl—LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
Bl—Na—hexanoyl—LysBZ8,ProB29—analog lidského inzulinu.
Al—Na—hexanoyl-LysBZB,ProB29-analog lidského inzulinu.
B28~Ns—hexanoyl—,Bl—Na—hexanoyl-LysBZB,ProB29—analog
lidského inzulinu.
828—Ne—hexanoyl—,Al—Na—hexanoyl—LysBZ8,ProB29—analog
lidského inzulinu.
Al—Na—hexanoyl—,Bl—Na—hexanoyl—LysB28,ProB29—analog lidského
inzulinu.

BZB—Na—hexanoyl—,Al-Na—hexanoyl—,Bl—Na—hexanoyl—
LysBZB,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
828—N8—heptanoyl—LysBZ8,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
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Bl—Na—heptanoyl—LysBZ8,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
Al—Na—heptanoyl—LysB28,ProB29—analog lidského inzulinu.
B28—N8-heptanoyl-,Bl-Na—heptanoyl—LysBZB,ProB29—analog
lidského inzulinu.
BZS—Na—heptanoyl—,Al—Na—heptanoyl—LysBZ8,ProB29—analog
lidského inzulinu.
Al—Na—heptanoyl—,Bl—Na—heptanoyl—LysBZ8,ProBZ9—analog
lidského inzulinu.
BZ8—N8—heptanoyl—,Al—Na—heptanoyl—,Bl—Na—heptanoyl—
LysBZ8,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
BZ8—Na—oktanoyl—Lys828,ProB29—analog lidského inzulinu.
Bl-Na—oktanoyl—LysBZS,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
Al—Na—oktanoyl—LysB28,ProB29—analog lidského inzulinu.
B28—N8—oktanoyl-,Bl—Na—oktanoyl—LysBZ8,ProBZ9—analog
lidského inzulinu.
528—Ne—oktanoyl~,Al—Na—oktanoyl—LysB28,ProBZ9—analog
lidského inzulinu.
Al-Na-oktanoyl—,Bl—Na—oktanoyl—LysBZ8,ProB29—analog lidského
inzulinu.
B28—Na—oktanoyl—,Al—Na—oktanoyl—,Bl—Na—oktanoyl—
LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
B28—N8—nonanoyl—LysB28,ProBZ9-analog lidského inzulinu.
Bl—Na-nonanoyl—LysBZ8,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
Al—Na—nonanoyl-LysBZ8,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
B28—Ns—nonanoyl—,Bl—Na—nonanoyl—LysBZB,ProBZ9—analog
lidského inzulinu.

828—N8—nonanoyl—,Al—Na—nonanoyl—LysBZ8,ProB29—analog

lidského inzulinu.
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Al—Na—nonanoyl—,Bl~Na-nonanoyl—LysBZB,ProBZ9—analog lidskéhg
inzulinu. ‘
BZ8—Ne—nonanoyl-,Al—Na-nonanoyl—,Bl—Na—nonanoyl—
LysB28,ProB29—analog lidského inzulinu.
B28—N8—dekanoyl—LysB28,ProB29—analog lidského inzulinu.
B1—Na-dekanoyl—LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
Al—Na—dekanoyl—LysBZS,ProB29—analog lidského inzulinu.
B28-Ns—dekanoyl—,Bl—Na—dekanoyl—LysB28,ProB29—analog

lidského inzulinu.

BZ8—Ne—dekanoyl-,Al—Na—dekanoyl~LysB28,ProB29—analog

lidského inzulinu.
Al—Na—dekanoyl-,Bl—Na—dekanoyl—LysB28,ProB29—analog lidského
inzulinu.

BZ8-N8-dekanoyl—,Al—Na—dekanoyl—,Bl—Na—dekanoyl—
LysBZB,ProB29—analog lidského inzulinu.
B28—Ne—undekanoyl—LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
Bl—Na-undekanoyl-LysB28,ProB29—analog lidského inzulinu.
Al—Na-undekanoyl—LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
B28—N8—dodekanoyl—LysBZ8,ProB29—analog lidského inzulinu.
Bl—Na—dodekanoyl—LysB28,ProB29—analog lidského inzulinu.
Al—Na—dodekanoyl—LysBZS,ProB29—analog lidského inzulinu.
B28—Ns—tridekanoyl—LysBZ8,ProB29—analog lidského inzulinu.
Bl—Na—tridekanoyl—LysBZ8,ProB29-analog lidského inzulinu.
Al-Na-tridekanoyl—LysBZ8,Pr0829—analog lidského inzulinu.
B28—Ne—tetradekanoyl-LysBZ8,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
Bl—Na—tetradekanoyl—LysBZB,ProBZ9—analog lidského inzulinu.

Al—Na—tetradekanoyl—LysBZ8,ProB29-analog lidského inzulinu.
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BZ8—Ns—pentadekanoyl—LysB28,ProB29—analog lidského inzulinu.

Bl—Na-pentadekanoyl—LysBZB,ProB29—analog lidského inzulinu.
Al—Na—pentadekanoyl—LysB28,ProB29—analog lidského inzulinu.
828-Ne—hexadekanoyl—LysBZS,ProB29—analog lidského inzulinu.
B1—Na—hexadekanoyl—LysB28,ProB29-analog lidského inzulinu.
Al—Na—hexadekanoyl-LysB28,ProB29—analog lidského inzulinu.
BZ8—N8—heptadekanoyl—LysBZB,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
Bl—Na—heptadekanoyl—LysBZ8,ProB29—analog lidského inzulinu.
Al-Na—heptadekanoyl—LysBZ8,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
B28—N8-oktadekanoyl—Lys828,ProB29—analog lidského inzulinu.
Bl—Na—oktadekanoyl~LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
A1~Na—oktadekanoyl—LysB28,ProBZ9—analog lidského inzulinu.
B29-N8—pentanoyl—GlyA21,ArgB3l,ArgB32—lidsky inzulin.
Bl—Na—hexanoyl-GlyAZl,ArgB31,ArgB32—lidsky inzulin.
Al-Na—heptanoyl—GlyAZl,ArgB3l,ArgB32—lidsky inzulin.
B29~N8—oktanoyl—,Bl—Na—oktanoyl—GlyAZl,ArgB31,ArgB32-lidsky
inzulin.
B29—N8—propionyl—,Al-Na—propionyl—GlyA21,ArgB3l,ArgB32—
lidsky inzulin.
Al—Na—acetyl,Bl—Na—acetyl—GlyA2l,ArgB31,ArgB32—lidsky
inzulin.

BZ9—Na—formyl-,Al—Na—formyl—,Bl—Na—formyl~
GlyAZl,ArgB31,Arg832—lidsky inzulin.
B29—N8—formyl—des(Tyr826)~lidsky inzulin.
Bl-Na—acetyl-AspBZ8~lidsky inzulin.
829—Ns—propionyl-,Al—Na—propionyl—,Bl—Na—propionyl—
AspBl,AspB3,AspB21l-lidsky inzulin.
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Al-Noa-butyryl-AspB10-lidsky inzulin.
B29-Ne-pentanoyl-GlyA21-1lidsky inzulin.
Bl-Na-hexanoyl-GlyA21-1idsky inzulin.
Al-Na-heptanoyl-GlyA21-1lidsky inzulin.
BZ9—Ns—oktanoyl—,Bl—Na—oktanoyl—GlyAZ1—lidsky inzulin.
829-Ne—propionyl—,Al—Na—propionyl—GlyAZ1—lidsky inzulin.
Al—Na—acetyl,Bl—Na—acetyl—GlyAZ1—lidsky inzulin.
B29—Na—formyl—,Al—Na—formyl—,Bl—Na—formyl—GlyAZ1—lidsky
inzulin.

B29-Ne-butyryl-des (ThrB30)-1lidsky inzulin.
Bl—Na—butyryl—des(ThrB30)—lidsky inzulin.
Al—Na—butyryl—des(ThrBBO)—lidsky inzulin.
BZ9—Ns—butyryl—,Bl—Na—butyryl—des(ThrB30)—lidsky inzulin.
829—Ns—butyryl—,Al—Na—butyryl—des(ThrB30)—lidsky inzulin.
Al—Na—butyryl—,Bl—Na—butyryl—des(ThrB30)—lidsky inzulin.
829-Ns—butyryl—,Al—Na—butyryl—,Bl—Na~butyryl—des(ThrBBO)—

lidsky inzulin.

Vodné kompozice obsahujici vodu jako hlavni rozpoustédlo
jsou  vyhodné. Vodné suspenze, ve kterych voda je

rozpousStédlo jsou vysoce vyhodné.

Kompozice podle predloZeného vynalezu jsou pouzivany pro
léCeni pacientl, ktefi maji diabetes nebo hyperglykémii.
Pfipravky podle p#edloZeného vynalezu typicky poskytuji
derivatizovany protein v koncentracich od zhruba 1 mg/ml do
zhruba 10 mg/ml. Soudasné pEipravky s obsahem inzulinovych
produktd jsou typicky charakterizovany uZivajice koncentraci

jednotek aktivity inzulinu (Jednotek/ml), jako naptiklad




U40, US0, U100 a podobné&, coZ zhruba odpovidd p#iblizne
pripravkim 1,4, 1,75 a 3,5 mg/ml. Davka, zpusob podavani é
poCet podavani denn& bude ur&en lékatem s uvdzenim takovych
faktord jako je lécebny cil, povaha a pticina pacientova
onemocnéni, pacientovo pohlavi a hmotnost, droven zaSkoleni,
zvyky v jidle, postup pfi podavani a dalsi faktory, znamé
Skolenému 1ékaf¥i. Zhruba uvedeno miZe byt denni davka
v rozmezi od zhruba 1 nmol/kg t&lesné hmotnosti do zhruba 6
nmol/kg té&lesné hmotnosti (6 nmol je povaZovan za ekvivalent
zhruba 1 jednotce aktivity inzulinu). Davka v rozmezi mezi
zhruba 2 a zhruba 3 nmol/kg je typickd pro sou&asnou

inzulinovou terapii.

Lékatr s obvyklymi znalostmi léCeni diabetu je schopen zvolit
terapeuticky nejvyhodné&jsi prostfedky pro podavani pfipravki

podle predloZeného vynalezu.

Parenterdlni zpusob podavani Je vyhodny. Typické cesty pro
parenteralni podavani suspenznich p¥ipravkd inzulinu jsou
podkoZni a intramuskuldrni cesta. Kompozice a pEipravky
podle pFredloZeného vyndlezu mohou také byt podavany cestou

nasalni, buk&alni, pulmondrni nebo okulirni.

Glycerol v koncentraci od 12 mg/ml do 25 mg/ml je vyhodny
jako isotonické &inidlo. JeSté vyhodné&jsi jako isotonické
¢inidlo je pouzZiti glycerolu v koncentraci od zhruba 15

mg/ml do zhruba 17 mg/ml.

M-kresol a fenol nebo jejich smé&si, jsou vyhodnd konzervad&ni

¢inidla v p¥ipravcich podle predloZeného vyndlezu.
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Inzulin, inzulinové analogy nebo proinzuliny pouZivané pro
pfipravu derivatizovanych proteinti mohou byt pfipraveﬂy
libovolnou z *fady uznavanych technik syntézy peptidd v&etns
klasickych zpasoba (v roztoku), syntézy v pevné fazi,
semisyntetickych zptsobl a v novéjsi dobé& rekombinantnich
DNA zpusobl. Viz nap#iklad Chance, R. B. a kol., U.S. patent
¢. 5,514,646, 7. kvéten 1996; EPO publikadni é&islo 383,472,
7. unora 1996; Brange, J. J. V. a kol. EPO publika&ni é&islo
214,826, 18. bfezna 1987; a Belagaje, R. M. a kol., U.S.
patent ¢&. 5,304,473, 19. dubna 1994, které popisuji prfipravu
riznych proinzulint a inzulinovych analogt. Tyto reference

jsou zde vyslovné zahrnuty jako reference.

Obecné se derivatizované proteiny pfipravi pouZitim zplsobl
znadmych ze stavu techniky. VySe uvedeny list publikaci
uvedeny vySe popisuje derivatizované proteiny a obsahuje
vhodné zpUsoby pfipravy derivatizovanych proteinu. Tyto
reference jsou zde vyslovné zahrnuty jako reference pro
zpusoby pripravy derivatizovanych proteini. Pro pfipravu
acylovanych proteint se protein nechd reagovat s aktivovanou
organickou kyselinou, jako Je napfiklad aktivovanad mastna
kyselina. Aktivované mastné kyseliny jsou derivadty bé&zZné
pouzivanych acyla&nich &inidel a zahrnuji aktivované estery
mastnych kyselin, halogenidy mastnych kyselin, aktivované
amidy mastnych kyselin, Jako je aktivovany azolidovy
derivat [Hansen, L. B., WIPO Publikace No. 98/02460, 22
January 1998] a anhydridy mastnych kyselin. PouzZiti
aktivovanych esterq, obzvlasté N-hydroxysukcinimidovych
esterd mastnych kyselin je obzvla3té vyhodny prostiedek pro
acylaci volné aminokyseliny mastnou kyselinou. Lapidot a

kol. popisuji ptipravu N-hydroxysukcinimidovych estert a




jejich pouZiti p¥i pfipravé N-lauroyl- glycinu, N-lauroyl- L—

serinu a N-lauroyl-L-glutamové kyseliny. Vyraz aktlvovany

ester mastné kyseliny" znamend mastnou kyselinu, ktera byla
aktivovdna pouZitim obecnych technik, znédmych v oboru
[Riordan, J. F. a Vallee, B. L., Methods in Enzymology,
XXV:494-499 (1972); Lapidot, Y. a kol., J. Lipid Res. 8:142-
145 (1967)]. Hydroxybenzotriazid (HOBT), N-hydroxysukcinimid
a jejich derivaty jsou obzvlasté dobre znédmy pro vytvafeni

aktivovanych kyselin pro syntézu peptidu.

Pro selektivni acylaci g-aminové skupiny mohou byt pouzity
rizné ochranné skupiny pro blokovani a-aminovych skupin

béhem kopulace. Volba vhodné ochranné skupiny je znéma
odbornikovi v oboru a zahrnuje p-methoxybenzoxykarbonyl
(pmz) . Vyhodn& se g-aminova skupina acyluje v syntéze o
jednom kroku bez pouziti skupin chrédnicich aminové skupiny.
Zplisob selektivni acylace Ng-aminové skupiny zbytku Lys Jje
popsan a né&rokovadn v Baker, J. C. a kol., U.S. patent &.
5,646,242, 8. g&ervence 1997, ktery je zde vyslovné& zahrnut
ve své celistvosti jako reference. Zpusob pripravy suchého
pradku acylovaného proteinu je pops&n a narokovan v Baker,
J. C. a kol., U.S. patent &. 5,700,904, 23. prosince 1997, ,
ktery je zde vyslovnd zahrnut ve své celistvosti jako

reference.

Primdrni role zinku v predloZeném vyndlezu je usnadnit
vytvadfeni =zine&natych hexamert proteinu a derivatizovaného
proteinu, bud odd&lené& jako smiSenych hexamerd nebo spolecné
jako hybridnich hexamert. Zinek usnadiiuje vytvafeni hexamert
inzulinu a inzulinovych analogl. Zinek také napomaha

vytvafeni hexamert derivatizovanych inzulint a inzulinovych




analogl. Vytvadreni hexamerd se vhodné dosahuje upravenim pPH

roztoku obsahujiciho protein nebo derivatizovany protein

nebo oba do neutralni oblasti v p#itomnosti iontq
dvojmocného zinku nebo pridanim dvojmocného zinku po

upraveni pH do neutrilni oblasti.

Pro u¢inny vytéZek mikrokrystald nebo amorfniho precipitétu
je moldarni pomér zinku k celkovému proteinu v
mikrokrystalech a amorfnim precipitadtu podle p¥edloZeného
vyndlezu omezen spodni mezi zhruba 0,33, to znamena
pribliZné& dva atomy zinku na jeden hexamer, které jsou nutné
pro u¢innou hexamerizaci. Kompozice mikrokrystal® a
amorfnich precipitatd se vhodné vytvadri se zhruba 2 a3
zhruba 4-6 atomy zinku za situace, kdy neni pfitomna ZA&dna
jinad sloudenina, ktera by byla v kompetici s inzulinem pro
zinek. Je3t& vice zinku mGje byt ve zplsobu pouZito, pokud
je pritomna slou¢enina, ktera je v kompetici s proteinem o
vazbu se zinkem, Jjako je napfiklad slou&enina obsahujici
citrat nebo fosfat. Prebytek =zinku nad minimilni mnozZstvi
nutné pro GU&innou hexamerizaci muaze byt Zadouci pro
rychlej$i prOb&h hexamerizace. Pfebytek zinku nad uvedené
minimdlni mnoZstvi miZe také byt v pripravku podle
pfedloZeného vynalezu pritomen a maZe byt Zadouci pro
zlepSeni chemickych a fyzikdlnich vlastnosti jako je
stabilita, pro zlepSeni suspendovatelnosti a moZna i pro
dalsi prodlouZeni doby plisobeni. V disledku toho jsou
pfipustné poméry zinek:protein ve velmi Sirokych rozmezich
pro pouziti v nerozpustnych kompozicich, zplisobech a

pripravcich podle pfedloZeného vynalezu.

V souladu s pfedloZenym vyn&lezem Je zinek pf¥itomen
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v pfipravku v mnoZstvi od zhruba 0,3 molu do zhruba 7 mold

na jeden mol celkového proteinu a vyhodné&ji zhruba od 0, 3

molu do zhruba 1,0 molu celkového proteinu. Jest& vyhodné&ji
je pomé&r zinku k derivatizovanému proteinu v rozmezi od
zhruba 0,3 do zhruba 0,7 molu atomd zinku na jeden mol
celkového proteinu. Nejvyhodn&ji je pomér zinku k celkovému
proteinu od zhruba 0,30 do zhruba 0,55 molu atomt zinku na

jeden mol celkového proteinu.

U pfipravkl s vy8&im obsahem zinku, které jsou podobné PZI
pfipravkim je pom&r zinku od zhruba 5 do zhruba 7 mold zinku

na jeden mol celkového proteinu.

SlouCeniny zinku, které dodavaji =zinek podle pfedloZeného
vynalezu mohou byt libovolné farmaceuticky pfijatelné
slou¢eniny zinku. Pfidavéani zinku do inzulinovych p#ipravka
je v oboru znamo stejné tak jako jsou zZnamy farmaceuticky
prijatelné zdroje zinku. Vyhodné slou¢eniny zinku pro
dodavéni zinku podle predloZeného vynidlezu zahrnuji chlorid
21necnaty, octan 21necnaty, citronan 21necnaty, oxid

zine¢naty a dusidnan zineé&naty.

Komplexujici slouc¢enina je poZadovéna pro vytvareni
mikrokrystald a precipitdtd podle pfedloZeného vynalezu.
Komplexujici sloudenina musi byt pfitomna v dostate&ném
mnoZzstvi k tomu, aby zpusobila podstatnou precipitaci a
krystalizaci hexamerd. Takova mnozstvi mohou byt snadno
urcena pro kaZdou konkrétni pfipravu konkrétni komplexujici
slouceniny prostymi titraénimi pokusy. Idedlné se
koncentrace komplexujici slouc¢eniny nastavi tak, aby pouze

zanedbatelné mnoZstvi komplexujici slou&enina zistalo v
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rozpustné fazi po dokon¢eni procest precipitace a

krystalizace. To vyZaduje pouZiti komplexujici slouéeniny.

vV mnoZstvi zaloZeném na pokusné urceném "isofanovém" poméru.
OCekdva se, Ze tento pomér bude velmi podobny obdobnému
poméru pro NPH a NPL. Mfise viak byt mirné odlisny, nebot
derivatizace mfiZe ovlivnit povahu interakce protein-

protamin.

Pokud protamin je komplexujici slouCeninou, je pfitomen
v mikrokrystalu v mnoZstvi od zhruba 0,15 mg do zhruba 0,5
mg na 3,5 mg celkového proteinu. Pom&r protaminu k celkovému
proteinu je vyhodn& od zhruba 0,25 do zhruba 0,40 (mg/mg) .
Vyhodnéji je tento pomér od zhruba 0,25 do zhruba 0, 38
(mg/mg) . Vyhodné& je protamin pouZit v mnozZstvi od 0,05 mg do
zhruba 0,2 mg na jeden mg celkového proteinu a vyhodné&ji od
zhruba 0,05 do zhruba 0,15 miligramu protaminu na jeden
miligram celkového proteinu. Protaminsul fat je vyhodna forma
soli protaminu pro pouziti podle p#edloZeného vynalezu.
Pokud je pouZit protaminsulfat nebo 3jind sul protamin,
hmotnost pouZité soli se musi upravit vzhledem k hmotnosti
protaminové voln& baze, ktera by byla pouZita v témje
pfipravku v zavislosti na poméru molekulovych hmotnosti soli

a protaminu.

Pro dalsi prodlouZeni doby  pusobeni kompozic podle
predloZeného vynalezu nebo pro zlepSeni jejich
suspendovatelnosti mohou byt po krystalizaci pouZity dalsi
protamin a zinek. V rozsahu pfedmétu predloZeného vynalezu
jsou proto také pripravky, obsahujici vy$31i mnosstvi
protaminu neZ je isofanovy pomér. U té&chto pripravku ije

pomér protaminu od 0,25 mg do zhruba 0,5 mg protaminu na




jeden mg celkového proteinu.

PoZadovanou slozkou mikrokrystala a Precipitatd podle
pfedloZeného vynalezu je hexamery stabilizujici slouCenina.
V literature byly charakterizovény struktury tri
hexamerovych konformaci, oznacované jako T6é, T3R3 a R6. V
pfitomnosti hexamer stabilizujici slouCeniny, jako jsou
razné fenolové slouceniny, je R6 konformace stabilizovany.
Je proto vysoce pravdépodobné, ze hexamery jsou v Rg
konformaci nebo \ T3R3 konformaci v krystalech a
precipitdtech vytvorenych v pritomnosti hexamer
stabilizujici slouCeniny, jako je mezi jinymi fenol nebo m-
kresol. Je vhodné Siroké spektrum hexamer stabilizujicich
slouCenin. Tyto slou¢eniny musi byt pritomny v dostate&nych
pomérech vzhledem k celkovému proteinu, aby stabilizovaly R6
hexamerovou konformaci. K tomu jsou pozZadovany alespon 2
nebo alespon 3 moly hexamer stabilizujici slouceniny na
hexamer pro u&innou stabilizaci hexamerd. Je vyhodny aby
alesponi 3 moly hexamer stabilizujici slou&enina na hexamer
byly pfitomny v mikrokrystalech a precipitatech podle
pfedloZeného vynalezu. PFitomnost vy38ich pomé&rd hexamer
stabilizujici slouceniny, alespoti aZ do 25 a3 50-n&sobku,
v roztoku, ze kterého se vytvéareji mikrokrystaly a

precipitaty, neovliviuje nep#iznive stabilizaci hexameru.

V pfipravcich podle predloZeného vynalezu miZe byt p¥itomno
konzervaé&ni ¢inidlo, obzv1asté jestlize je ptfipravek
zamy$len pro nékolikandsobné pouZiti. Jak bylo uvedeno vyse,
je zndma Siroka fada konzervadénich ¢inidel. Vyhodné e
konzerva¢ni &inidlo pfitomno v roztoku v mnoZzstvi vhodném

pro zajisténi antimikrobidlniho u&inku dostateéného pro
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splnéni farmakologickych poZadavkt.

Vyhodnd konzervaéni ¢inidla jsou fenolova konzervad&ni
¢inidla, ktera byla vyjmenovana vySe. Vyhodné konqentrace
fenolovych konzervaénich &inidel jsou od zhruba 2 mg do
zhruba 5 mg na jeden mililitr vodného suspenzniho p#ipravku.
Tyto koncentrace se vztahuji k celkové hmotnosti fenolovych
konzervad&nich C¢inidel, nebot jsou pfedpoklédény 1 smési
jednotlivych fenolovych konzerva&nich Cinidel. Vhodna
fenolovd konzervaéni ¢inidla zahrnuji napfiklad fenol, m-
kresol a methylparaben. Vyhodné fenolové slou€eniny 9sou
fenol a m-kresol. Smési fenolovych slou€enin, jako jsou
fenol a m-kresol, jsou také uvazZovany a jsou vVysoce vyhodné.
Priklady smé&si fenolovych sloudenin jsou 0,6 mg/ml fenolu a
1,6 mg/ml m-kresolu nebo 0,7 mg/ml fenolu a 1,8 mg/ml m-

kresolu.

Mikrokrystaly podle predloZeného vynalezu djsou vyhodné
podlouhlé, také nazyvané "ty&inkovité", jednotlivé krystaly,
které se skladaji =z proteinu, derivatizovaného proteinu,
divalentniho kationtu a zahrnuji komplexujici slouceninu a
hexamer—stabilizujici slouéeninu. Stredni délka
mikrokrystalya podle pfedloZeného vynalezu e vyhodné&
v rozmezi velikosti od 1 mikronu do 40 mikront a vyhodné&ji

vV rozmezi velikosti od 3 mikroni to 15 mikronu.

Vyhodné kompozice obsahuji zhruba 3 mg az zhruba 6 mg
protaminsulfatu na 35 mg celkového proteinu a od zhruba 0,1
do zhruba 0,4 mg zinku na 35 mg celkového proteinu. Jiné
vyhodné kompozice obsahuji od zhruba 10 mg do zhruba 17 mg

protaminsulfiatu 35 mg celkového proteinu a od zhruba 2,0 do
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zhruba 2,5 mg zinku na 35 mg celkového proteinu. Jiné

vyhodné kompozice obsahuji na jeden ml 0,34-0, 38 mg

protaminsulfitu; 0,01-0,04 mg zinku; a 3,2-3,8 mg celkového

proteinu.

Jak nederivatizovany protein, tak i derivatizovany protein
jsou nutné pro kokrystaly a amorfni precipitéaty podle
vynalezu. Pom&r hmotnosti té&chto dvou proteing urcuje

velikost &asového prodlouZeni pfipravki. Vyhodny pomé&r poctu

rozmezi mezi zhruba 1:100 a zhruba 100:1. Dpa1si vyhodny
pomér podtu molt proteinu k po&tu molg derivatizovaného
proteinu je v rozmezi mezi zhruba 1:1 a zhruba 100:1. Jiny
vyhodny pomér poctu moln proteinu k poc&tu molt
derivatizovaného proteinu je v rozmezj mezi zhruba 1:1 3
zhruba 20:1. Jests dalsi vyhodné poméry po&tu mold proteinu
k poétu moln derivatizovaného proteinu: v rozmezji mezi
zhruba 2:1 a zhruba 20:1; v rozmezi mezi zhruba 2:1 a 10:1;
vV rozmezi mezi zhruba 2:1 3 5:1; v rozmezi mezi zhruba 3:1 3
5:1; mezi 1:1 a 1:20; mezi 1:1 a 1:10; v rozmezji mezi zhruba
1:2 a zhruba 1:20; v rozmezi mezi zhruba 1:2 3 1:10; v
rozmezi mezi zhruba 1:2 a 1:5; v rozmezi mezi zhruba 1:3 3
1:5; v rozmezi mezi zhruba 10:1 2 zhruba 1:10; v rozmezi
mezi zhruba 9:1 3 zhruba 1:9; v rozmezi mezi zhruba 5 1 a

zhruba 1:5; a v rozmezi mezi zhruba 3 :1 a zhruba 1:3.

Predlozeny vynalez se tykd zptsobt pfipravy kompozic.
Predpoklada se také pouZiti nerozpustnych kompozic podle
vynalezu pro pfipravu 1é&iv pPro kontrolu hladiny glukédzy v
krvi  a pro lé&eni diabetu nebo hyperglykémie. Amorfni

Precipitdty a mikrokrystaly podle predloZeného vynalezu

sese
[ 2 2 1]
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mohou byt pfipraveny Pro pouzZiti v lé&ivech nebo pro dalsi

pouZiti fadou raznych zptsobu.

Souhrnn& fed&eno, vhodné zpusoby obecné sestavaji 'z krokt
Vv jedné z nasledujicich posloupnosti: solubilizace (pokud se
vychdzi ze suchého materidlu), hexamerizace, homogenizace,
komplexace, precipitace, krystalizace a popfipadé pfiprava;
nebo solubilizace (pokud se vychézi ze suchého materidlu),
homogenizace, hexamerizace, komplexace, precipitace,

krystalizace a pPopripadé priprava.

Solubilizace znamena rozpusténi derivatizovaného proteinu a
proteinu dostate&nym zplsobem, aby mohly vytvaret hexamery.
Hexamerizace se vztahuje k procesu, ve kterém molekuly
proteinu a derivatizovaného proteinu se vazi s dvojmocnymi
atomy zinku a vytvareji hexamery. Komplexace oznacuje
vytvareni nerozpustnych komplexi mezi hexamery a protaminem.
K precipitace doché&zi typicky pri vytvareni nerozpustnych
komplexii. Krystalizace zahrnuje pfemény precipitovanych
komplexll hexamerd a protaminu na krystaly, kterymi jsou

typicky ty&inkovité krystaly.

Solubilizace se provéadi rozpusténim derivatizovaného
proteinu a proteinu ve vodném rozpoustédle., Vodné
rozpoustédlo made byt napriklad kysely roztok, neutralni
roztok nebo bazicky roztok. Vodné rozpoustédlo miZe &astedna
obsahovat vodoy misitelné organické rozpoustédlo, jako je
ethanol, acetonitril, dimethylsulfoxid a podobné. Kyselé
roztoky mohou byt napriklad roztoky HC1l, vyhodné od zhruba
0,01 N HCl do zhruba 1,0 N Hcl. Dalsi kyseliny, které jsou

farmaceuticky pPfijatelné, mohou byt pouZity také. Bazické
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roztoky mohou byt nap#iklad roztoky NaOH, vyhodn& od zhruba

0,01 N NaOH do zhruba 1,0 N NaOH nebo vyse. Dalsi béze;,

které jsou farmaceuticky pfijatelné, mohou byt pouZity také.
Z divodh stability protein je koncentrace kyseliny nebo baze
vyhodn& tak nizka, jak je moZné, zatimco je stale jesté
U¢innd pro dostated&né rozpusténi proteinu a derivatizovaného

proteinu.

VétSina proteinu (inzulin, inzulinové analogy a proinzuliny)
a mnoho derivatizovanych proteini miZe byt rozpusténa do
vhodné koncentrace pri neutrdalnim  pH. Roztoky pro
derivatizované proteiny p#i neutralnim PH mGZe obsahovat
pufr a poptipad& jeden nebo vice dodateénych &inidel jako

jsou fenolové slou&eniny, zinek a isotonickd &inidla.

Pokud k hexamerizace dochdzi pred homogenizaci, dvé& populace
homogennich hexamert jsou vytvofeny nejdiive a potom se
populace smichaji, &ims Sse vytvori smisené hexamery. Pokud
Jako prvni nastava homogenizace, hexamerizace dava hybridni
hexamery. Jak bylo uvedeno vy8e, pro pfipravu nerozpustnych
kompozice sestévajicich gz hybridnich hexamert Se protein a
derivatizovany protein homogenizuji za podminek
napomdhajicich disociaci Na monomerni nebo dimerni agregadni
stavy pfed hexamerizaci s divalentnim kationtem kovu. Pro
dosaZeni potfebné disociace mohouy protein a derivatizovany
protein byt smiseny za silné kyselych nebo silné bazickych
podminek. Stupes disociace a tim i Sstupeii homogenizace je
ovlivnén podminkami v roztoku, zvolenymi pro tento krok.
Inzulin a p#ibuzné proteiny se snadno Samoasociuji v sérii
reakci produkujicich dimery, hexamery a dalsi asociované

formy. Rovnovasna distribuce té&chto asociac¢nich forem je
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zavisld na mnoha parametrech  vgetné PH. Obecné se

predpoklads, se tyto asociaéni reakce zahrnuji primarni

soustavu monomer-dimer-hexamer. V disledku toho,
vV zavislosti na zvolenych podminkach v roztoku, homogenizace
by mé&la dosahnout smichéni monomert, dimer(i nebo jejich
smési. Homogenizace napriklad v 1 N HC1l, mtze Zahrnovat
vy$§8i frakce monomernich sm&si nes v 0,1 N HCl, cos3 by
bravdépodobn& zahrnulo vice dimernich smé€si. Pro prfipravu
kompozic sestavajicich z hybridnich hexamer® bude
homogenizaé&ni proces uc¢inny za pfedpokladu, ze pouze velmi
mald nebo zanedbatelnd frakce homogennich hexamer proteiny
nebo derivatizovaného proteinu existuje za  pouzitych

homogenizadénich podminek.

Kompozice sestavajici ze smiSenych  hexamern zahrnuji
predominantné dva typy hexamerd a to hexamery proteinu a
hexamery derivatizovaného proteinu. V tomto pripadé
homogeniza&ni krok nastava po hexameriza&nim kroku a
dosahuje homogenizace hexamera pred provedenim komplexace s
komplexujici slouceninou. Nésledkem toho je homogenizaéni
krok provadén za podminek v roztoku, které stabilizuji
hexamer dvojmocného zinku a inzulinu. Podminky v roztoku,
které stabilizuji hexamery inzulinu jsou dobfe znéamy v

literature.

Podminky v roztoku pozadované pro hexamerizaci Jsou takové
podminky, které umozZiuji vytvareni hybridnich hexamery nebo
smiSenych hexamery v roztoku. Tyto podminky budou identické
nebo velmi podobné podminkach, za kterych inzulin nebo
inzulinové analogy jsou hexamerizovatelné. Typicky

hexamerizace vyZaduje zinek a neutrédlni az mirneg bazické pH,
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CoZ znamend od zhruba PH 6,8 do zhruba PH 8,4. Pfitomnost

hexamer—stabilizujici sloudeniny pfiznive ovliviuje

hexamerizaci podporou vytvareni konformaci R6é nebo T3R3
derivatizovaného proteinu a za jistych okolnosti také
proteinu. U jistych monomernich inzulinovych analogd e
hexamer—stabilizujici sloudenina nutnd pro Vytvareni

hexamert.

U kompozic sestavajicich z hybridni hexamerg je moZno
oCekavat sedn hexamernich druhu: Pe, PsD;, P,D,, P3D3, PyD,,
P1Ds a D6, kde P pfedstavuje monomer proteinu a D pfedstavuije
monomer derivatizovaného proteinu. Ocekava se, Ze

statistické rozloZeni hexamern vyhovuje Poissonovu rozloZeni

a je ovlivnéno relativnim pomérem proteinu a
derivatizovaného proteinu a stupném disociace pred
hexamerizaci . Napriklad z homogenizovaného roztoku

sestavajiciho predominantné z dimerg lze ocekavat vytvoreni
¢ty¥ hlavnich druh hybridnich hexameru: pg, P4D2, PyD4 a Dg.
U kompozic sestavajicich ze smiSenych hexamerd se ocekava,

Ze pouze dva druhy hexamert budou Predominantni: Ppg a Dg.

Komplexaéni krok musi zahrnovat kombinaci komplexujici
sloudeniny s hexamerem za podminek v roztoku, za kterych
jsou tyto latky rozpustné. Toho miZe byt dosaZeno kombinaci
oddélenych roztokd hexamera a protaminu nebo nejprve
vytvofenim roztoku proteinu, derivatizovaného proteinu a
protaminu p#i kyselim nebo bazickém PH a potom posunutim pPH

do neutralni oblasti.

V pribéhu krystalizace musi podminky v roztoku stabilizovat

krystalizujici druhy a napomahat preméné& precipitdtu na
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krystal. Podminky v roztoku tedy urcuji rychlost a vysledny
produkt krystalizace. Krystalizace obvykle zahrnujé
komplexni ekvilibrium, sestéavajici A nekrystalického
precipitituy, rozpusténych komplex hexamer-protamin a
krystali. Pro ziskani mikrokrystald musi byt krystélizaéni
podminky voleny tak, aby vedly ekvilibrium k vVytvareni
krystalun. Kromé toho, pri pohledu zaloZeném na
predpokladaném ekvilibriu, se pfedpoklads, ze rozpustnost
derivatizovaného proteinu hluboce ovliviuje rychlost
krystalizace a velikost krystald, nebot nizsi rozpustnost
pravdépodobn& snizi Cistou p¥emé&nu precipitdtu gz roztoku na
krystal. Dale je dobte Znamo, e zpomaleni rychlosti
krystalizace &asto vede k vytvafeni vétsSich krystald. Proto
se predpoklads, se rychlost krystalizace a velikost krystald
zadvisi na velikosti g povaze derivatizacdni soucéasti

derivatizovaného proteinu.

Krystalizad&ni parametery, které ovliviuji rychlost
krystalizace a velikost krystalu podle pfedloZeného vynédlezu
jsou: velikost a povaha acylové skupiny; teplota; pritomnost
a koncentrace slou¢enin, které jsou v kompetici s proteinem
a derivatizovanYm proteinem o zinek, Jjako jsou citrat,
fosfat a podobné; povaha a koncentrace fenolové slouceniny
nebo slou&enin; koncentrace zinku; pf¥itomnost a koncentrace
vodou misitelnych organickych rozpoustédel; doba dovolena
pro krystalizaci; PH a ionickd sila; povaha a koncentrace
pufru; koncentrace pPrecipitantu; pfitomnost oCkujicich
materidla; tvar a materidl né&doby; rychlost mich&ni; a
celkova koncentrace proteinu,. Teplota a koncentrace
sloudenin v kompetici o zinek jsou povaZovany za obzvlaste
dilezité.
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Slouenin v kompetici o zinek, jako je citrat, mohoﬁ

ovlivnit rychlost vytvareni krystalt a neprimo velikost g

kvalitu krystala.

Tyto slou¢eniny mohou projevovat svij WG&inek vytvarenim
koordinad&nich komplexd se zinkem V. roztoku, ¢&im se
dostavaji do kompetice s relativnsa slabymi vazebnymi misty
Pro zinek na povrchu hexamery Se€ zinkem. Obsazeni té&chto
slabych povrchovych vazebnych mist pravdépodobné& zabrani
krystalizaci. Kromé& toho je mnoho derivatizovanych protein?
Castedéné nNeérozpustnych v pritomnosti o malo vice nes 0,333
zinku na jeden mol derivatizovaného proteinu a pritomnost
sloucenin v kompetici obnovuje rozpustnost g dovoluije
krystalizaci., Optimdlni koncentrace slou¢enin v kompetici
miZe byt urd&ena pouzitim obvyklych technik pro libovolnou
kombinaci proteinu a derivatizovaného proteinu. Horni mezj
je pochopitelné koncentrace, PEL které je zinek precipitovan
slouc¢eninou v kompetici nebo koncentrace p¥i které by byla
rezidudlni sloucdenina v kompetici farmaceuticky
neprijatelny, jako naptfiklad kdyz by vyvolavala bolest nebo

podrazdéni v misté podavani.

Nasleduje p#iklad zplUsob pfipravy Precipitatt a krystalt
podle predloZeného vynalezu. Mé&rené mnozstvi
derivatizovaného proteinu a m&rené mnozstvi proteinu se
rozpustén nebo jsou jinak kombinovany, aby vytvorily roztok
ve vodném rozpoustédle, obsahujici hexamer~stabilizujici
slou€eninu, jako Jje naptfiklad fenolova slou€enina. Do tohoto
roztoku se pridd roztok zinku ve formé jeho rozpustnych

soli, napt¥iklad ZnCl,, pro ziskani zhruba 0,3 molu zinku na
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jeden mol derivatizovaného inzulinu nebo a3 do zhruba 0,7

mold nebo a% 1,0 molu zinku na jeden mol celkového proteinﬁ

(protein + derivatizovany pProtein). Absolutnj ethanol nebo
Jjiné misitelné organické rozpoustédlo miZe byt pPopfipadé
PEidédn do tohoto roztoku v mnoZstvi nutném k tomu, aby
roztok obsahoval zhruba 5% aZ zhruba 10% obj. organického
rozpoustédla. Tento roztok potom mtZe byt filtrovan pres
0,22 mikronovy filtr, ktery vasze nizkoproteinové slozZky.
Protaminovy roztok Se pripravi rozpusté&nim odmé¥eného
mnoZstvi protaminu ve vodném rozpoustédle. Tento roztok mtze
byt filtrovan pres 0,22 mikronovy filtr, ktery vaze
nizkoproteinové slozky. Roztok proteinu a derivatizovaného
proteinu a protaminovy roztok jsou kombinovany, poté se
nejprve vytvori precipitat. Vysledné Suspenze se pomalu
michd pri teploté& okoli (typicky zhruba 20-25 °C) a poté se
mikrokrystaly vytvori v prab&hu doby od zhruba 4 hodin do
zhruba 10 dni.

a vloZeny do odlisného rozpoustédla pro uchovavani 3
podavani pacientovi. Priklady vhodnych vodnych rozpoustédel
jsou nasledujici: voda pro injekce obsahujici 25 mmM TRIS, 5
mg/ml  fenolu a 16 mg/ml glycerolu; voda pPro injekce
obsahujici 2 mg/ml dibdzického fosfore&nanu sodného, 1,6
mg/ml m~-kresolu, 0,65 mg/ml fenolu a 16 mg/ml glycerolu; a
voda pro injekce obsahujici 25 mM TRIS, 5 mg/ml fenolu, 0,1

M citrdtu sodného a 16 ng/ml glycerolu.

V jiném zpusobu pfipravy Nerozpustnych  kompozic podle
pfedlozZeného vynadlezu se napfiklad odmé&rené mnozstvi suchého

derivatizovaného proteinu a odm&fené mnozstvi  suchého

osae




L d
L
aosn

_ 81 _ P X (X e

proteinu rozpusti spole¢né v kyselém vodném rozpoustédle
jako je 0,1 N - 1,0 N HCl. Tento roztok se micha pfd
zajisténi dtakladného promichéni derivatizovaného proteinu a
proteinu. Pom&r prasku derivatizovaného proteinu k prasku
proteinu v této smési smé€s je piredem definovana pro dosaZeni
podobného pomé&ru derivatizovaného proteinu k proteinu v
nerozpustné kompozici, ktera ma byt vytvorena. Oddélene
pfipraveny vodny roztok sestavajici z fenolového
konzervadéniho ¢inidla a poptfipadé z farmaceuticky
pfijatelného pufru se zkombinuje s kyselym roztokem
proteind. pH vysledného roztoku se potom upravi na zhruba
6,8 aZ zhruba 8,4, vyhodné& od zhruba 6,8 do zhruba 8,0, nebo
vyhodné na pH od zhruba 7,2 do zhruba 7,8 a nejvyhodné&ji od
zhruba 7,4 do zhruba 7,8. Do tohoto roztoku se pridad roztok
zinku ve formé jeho rozpustné soli, napriklad zZnCl,, pro
dodani zhruba od 0,3 mold zinku na jeden mol celkového
inzulinu a? do zhruba 4 mold =zinku na jeden mol celkového
inzulin. pH tohoto roztoku se upravi na hodnotu uvedenou
vySe a vyhodn& na zhruba 7,4 -7,6 a muze potom byt filtrovan
pfes 0,22 mikronovy filtr, ktery vaze nizkoproteinové
sloZzky. Roztok protaminu se pripravi rozpusténim odmé&rené
mnoZstvi protaminu ve vodném rozpouit&dle. Protaminovy
roztok miZe byt filtrovan pfes 0,22 mikronovy filtr, ktery
vaZe nizkoproteinové slozZky. Roztok proteinu a
derivatizovaného proteinu a protaminovy roztok se Spoji a
poté se zacdne vytvafet precipitat. Vyslednd suspenze se
pomalu michd p¥i teploté okolj (typicky zhruba 20-25 °c),
poté se mikrokrystaly VYtvari v pribéhu periody zhruba 4
hodiny aZ zhruba 10 dni.

V. Jjiném zplsobu pfipravy nerozpustnych kompozic podle
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pfedloZeného vyndlezu se odmé&fené mnozstvi derivatizovaného
proteinu nejprve rozpusti ve vodném rozpoustédle obsahujici
fenolové konzervad&ni ¢inidlo. Do tohoto roztoku se p#ida
roztok zinku ve formé jeho rozpustné soli, napfiklad ZnCl,,
pro dodéni zhruba 0,3 mol zinku na jeden mol
derivatizovaného proteinu aZ do zhruba 4 mold zinku na jeden
mol derivatizovaného proteinu. pH vysledného roztok se potom
upravi na hodnotu zhruba 6,8 a3 zhruba 8,4, vyhodné& od
zhruba 6,8 do zhruba 8,0, nebo vyhodné& na PH od zhruba 7,2
do zhruba 7,8 a nejvyhodn&ji od zhruba 7,4 do zhruba 7,8.
Druhy roztok se pfipravi oddélené, pfri&ems odmérené mnoistvi
proteinu zvoleného ze souboru, zahrnujiciho inzulin,
inzulinové analogy a proinzulin, se rozpusti ve vodném
rozpoustédle obsahujici fenolové konzervaé&éni ¢inidlo. Do
tohoto roztoku se Pfidd roztok zinku ve formé jeho rozpustné
soli, napriklad ZnCly, pro dodéni od zhruba 0,3 molu zinku
na jeden mol proteinu do zhruba 4 molq zinku na jeden mol
proteinu. pH vysledného roztoku se potom upravi na hodnotu
zhruba 6,8 do zhruba 8,4, vyhodné od zhruba 6,8 do zhruba
8,0, nebo vyhodn& na PH od zhruba 7,2 4o zhruba 7,8 a
nejvyhodn&ji od zhruba 7,4 do zhruba 7,8 nebo 7,4 - 1,6.
Casti roztoku derivatizovaného proteinu a roztoku proteinu
Se potom spoji v poméru, ktery je pfeddefinovan pro dosaZeni
podobného poméru derivatizovaného proteinu k proteinu v
nerozpustné kompozici. Tento roztok se micha pro zajisténi
dikladného smichani derivatizovaného proteinu a proteinu.
Tento roztok se potom upravi na hodnotu PH zhruba 7,6 a mase
potom byt filtrovan ptes 0,22 mikronovy filtr, ktery vaze
nizkoproteinové sloZky. Protaminovy roztok se pripravi
oddélené rozpusténim odméreného mno¥stvi protaminu ve vodném

rozpousStédle. Tento protaminovy roztok muze byt filtrovan




pfes 0,22 mikronovy filtr, ktery vase nizkoproteinové
sloZky. Roztok proteinu a derivatizovaného proteinu g4
protaminovy roztok se Spoji a poté dochazi k inicidlnimu

vytvareni precipitat. Vyslednad suspenze se pomalu micha p#i

2 N~ 2

teploté okoli (typicky zhruba 20-25 °C) a poté se Vytvari
mikrokrystaly Vv pribéhu periody od zhruba 4 hodin do zhruba
10 dni.

které vedou na pfipravu nerozpustnych  kompozic podle
predloZeného vynalezu, nasledujici Postupy podavaji dalsi
zplisoby podle predloZeného vynédlezu:

rozpusténi proteinu, derivatizovaného proteinu, hexamer-
stabilizujici slouc¢eniny a divalentniho kationtu kovu ve
vodném rozpoustédle, které ma PH  umoZiujici vytvareni
hexamerd a pridani komplexujici slouc¢eniny;

rozpusténi proteinu, derivatizovaného proteinu, hexamer-
stabilizujici slouCeniny a divalentniho kationtu kovu ve
vodném rozpoustédle, které ma PH, které neumozniiuje vytvareni
hexamer(i, Uprava pH na hodnotu v rozmezi mezi zhruba 6,8 a
zhruba 7,8 a pfidani komplexujici slouéeniny;

rozpusténi proteinu, hexamer—stabilizujici sloueniny a
divalentniho kationtu kovu ve vodném rozpoustédle, které ma
PH  umoZiujici vytvareni hexamern, oddéleng rozpusténi
derivatizovaného proteinu, hexamer—stabilizujici slou¢eniny
a divalentniho kationtu kovu ve vodném rozpoustédle, které
mad pH umoZfujici vytvafeni hexamerq, dikladné michani téchto
dvou roztokl navzdjem a potom  p¥idani komplexujici
slougeniny;

rozpusténi proteinu, hexamer—stabilizujici slouéeniny,

divalentniho kationtu kovu a komplexuijici slouCeniny ve




vodném rozpousté&dle, kde vysledny roztok ma PH, pri kterém

nenastavad precipitace, oddé&lené rozpusSténi derivatizovaného

proteinu, hexamer-stabilizujici slouéeniny, divalentniho
kationtu kowvu a komplexujici slouceniny ve vodném
rozpoustédle, kde vysledny roztok mi pPH, pri kterém
nenastava precipitace, dikladné michani téchto dvou roztoks
navzadjem a uprava hodnoty pH roztoku na hodnotu, p¥i které
nastdvé precipitace;

rozpusténi proteinu, derivatizovaného proteinu, hexamer-
stabilizujici slou€eniny, divalentniho kationtu kovu a
komplexujici sloudeniny ve vodném rozpoustédle, kde vysledny
roztok m& pH, p¥i kterém nenastava bPrecipitace a Uprava
hodnoty  pH roztoku na hodnotu, pri které nastava
precipitace;

rozpusténi proteinu, derivatizovaného proteinu, hexamer-
stabilizujici slouCeniny a divalentniho kationtu kovu ve
vodném rozpoust&dle, kde vysledny roztok ma PH pri kterém
nedochdzi k precipitaci, pokud je pridano komplexujici
¢inidlo, pridani komplexujici sloudeniny a Uprava hodnoty pH
roztoku z kroku b) na hodnotu, pri které nastava
precipitace;

rozpusSténi proteinu, hexamer-stabilizujici slouéeniny a
divalentniho kationtu kovu ve vodném rozpoustédle, pricem?
vysledny roztok m& pH pfi kterém nenastava precipitace,
pokud je pridana komplexujici sloucenina, oddélené
rozpu$téni derivatizovaného proteinu, hexamer-stabilizujici
slouceniny a divalentniho kationtu kovu ve vodném
rozpoustédle, pridemz vysledny roztok ma PH pfi kterém
nenastavd precipitace, pokud je pfidana komplexujici
slouenina, dtkladné michani téchto dvou roztokd navzajem,

pridani komplexuijici slou¢eniny do roztoku a Uprava pH na




hodnotu p#i které nastéava precipitace;

rozpusténi proteinu, proteinového derivitu, hexamer-

stabilizujici sloudeniny a divalentniho kationtu kovu ve
vodném rozpoudtédle, pficemZ vysledny roztok ma PH pfi
kterém nenastava precipitace, pokud je p¥idana kompleéujici
slouCenina, uprava hodnoty pH roztoku na hodnotu, p¥i které
dojde k  precipitaci, pokud je pridana komplexujici
slouCenina a pridani komplexujici slou¢eniny do roztoku;

rozpusténi proteinu, hexamer-stabilizujici slouCeniny a
divalentniho kationtu kovu ve vodném rozpoustédle, prficem?z
vysledny roztok ma PH pfi kterém nenastava precipitace,
pokud je pfidéna komplexujici sloucenina, oddélené
rozpusténi derivatizovaného proteinu, hexamer-stabilizujici
slouceniny a divalentniho kationtu kowvu ve vodném
rozpoustédle, pridem? vysledny roztok ma PH prfi kterém
nenastava precipitace, pokud je pridana komplexujici
sloucenina; dakladné michéani téchto dvou roztokn navzajem,
UGprava hodnoty pH roztoku z kroku c) na hodnotu, pri které
dojde k precipitaci, pokud je' pfidéana komplexujici

slou¢enina a pridani komplexujici sloudeniny do roztoku;

Ve vyhodném provedeni se mikrokrystaly p#ipravi zplUsobem,
ktery odstrafiuje pottebu separace mikrokrystal@ z mated&né
tekutiny. Je vyhodné, aby mate&n&d tekutina sama byla vhodna
pro podavani pacientovi nebo aby mateénd tekutina mohla byt
upravena na tekutinu vhodnou pro podavani zfedénim vhodnym
Yedidlem. Vyraz fedidlo pfitom znamend roztok obsahujici
vodné rozpousté&dlo, ve kterém jsou rozpustény rzné
farmaceuticky pfijatelné excipienty, v to poditaje
neomezujicim zptsobem pufr, isotonické ¢inidlo, zinek,

konzervac¢ni ¢inidlo, protamin a podobné.
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Kromé proteinu, derivatizovaného proteinu, divalentniho

kationtu, komplexujici slouceniny a hexamer—stabilizujici
sloueniny, mohou farmaceutické kompozice upravené pro
parenterdlni podavéani podle pfedloZeného vynilezu zahfnovat
dodate¢né excipienty a nosi&e Jako jsou s vodou misitelni
organickd rozpoustédla jako je glycerol, sezamovy olej,
vodny propylenglykol a podobné&. Pokud jsou pfitomna, takova
¢inidla jsou obvykle pouZita v mnoZstvi mén& ne? zhruba 2,0%
hmot., vztaZeno k vyslednému pfipravku. Pro dal%i informaci
o mnozstvi technik pouzivajicich konven&nich excipientt nebo
nosid pro parenteralni produkty, se uvadi monografie
Remington's Pharmaceutical Sciences, 17. vydani, Mack
Publishing Company, Easton, PA, USA (1985), ktera je zde

zahrnuta jako reference.

V obecném pouZiti p#edloZeného vynadlezu se také pfedpoklada,
Ze pripravek mlZe obsahovat smés mikrokrystald a rozpustné
frakce proteinu, zvolené =ze souboru, zahrnujiciho inzulin,
derivatizovany inzulin, inzulinové analogy a derivatizované
inzulinové analogy. Priklady takovych farmaceutickych
kompozice zahrnuji sterilni, isotonické, vodné solné roztoky
inzulinu, inzulinového analogu, derivatizovaného inzulinu
nebo derivatizovaného inzulinového analogu, pufrované
farmaceuticky pfijatelnym pufrem a nepyrogenni. Vyhodné
rozpustny faze jsou inzulin nebo rychle plsobici inzulinovy
analog jako je LysB28, ProB29-1idsky inzulin nebo AspB28-
lidsky inzulin. Takové smési jsou uréeny pro poskytnuti
kombinace kontroly hladiny glukézy v dobé& jidla, ktera e
zajiSténa rozpustnym inzulinem a bazalni kontrolu hladiny

glukézy, kterd je zajiiténa nerozpustnym inzulinem. Pomér
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celkového proteinu (protein plus derivatizovany protein) v

nerozpustné fazi a celkového proteinu v rozpustné f&zi je

v rozmezi od zhruba 9:1 do zhruba 1: 9. Vyhodné rozmezi
tohoto pomé&ru je od zhruba 9:1 do zhruba 1:1 a vyhodnejl

zhruba 7:3. Dal%i moZné poméry jsou 1:1 a 3:7.

Priklady provedeni vynalezu

Nasledujici p¥ipravy a pfiklady ilustruji a vysvétluji
pfedloZeny vyndlez. Rozsah pfedmétu ptredloZeného vynalezu
neni omezen témito pfipravami a pfiklady. Reference na
"Cast" u pevnych latek znamena hmotnostni ¢&st. Reference na
"Casti" pro kapaliny znamena objemové ¢&asti. Procenta, pokud
jsou pouZivana pro vyjadreni koncentraci, znamenaji hmotnost
na jednotku objemu (x 100). VSechny teploty jsou uvadény ve
stupnich Celsia (°C). "TRIS" se vztahuje k 2-amino-2-
hydroxymethyl-1, 3-propandiolu. 1000 ¢asti na milion (part-
per-milion - ppm) zinkového roztoku bylo pripraveno ztedénim
1,00 ml 10000 ppm  zinkového  atomického absorpéniho
standardniho roztoku [Ricca Chemical Company, zinek ve

zfedéné kyseliné& dusicéné] vodou na konecny objem 10,00 ml.

V. mnoha p#ipravach uvedenych dale byl odhadnut vytéZek
precipitdtd a krystalti. Odhad vytéZku se vztahuje k ureni
mnozstvi celkového proteinu v precipitatu nebo krystalech a
v odhadu mnoZstvi proteinu, ktery byl na po&atku v roztoku.
Pro urceni mnoZstvi celkového proteinu byly vzorky opétné
rozpusténého precipitdtu nebo krystald a supernatantu nad
precipitdtem nebo krystaly analyzovany gradientovou HPLC

S obracenymi fazemi, jak je popséno dale.
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Struéné Fedeno analyticky systém spoCivd na CS kolon&
S obracenymi fazemi p¥i teploté 23 °C. Pritok byl 1,0 ml/minﬁ_
a UV detekce byla provadéna PEi vlnové délce 214 nm.
Rozpoustédlo A byla 0,1% (obj.:obj.) trifluroctova kyselina
ve smési 10:90 (obj.:0bj.) acetonitril:voda. Rozpoustédlo B

byla 0,1% (obj.:0bj.) trifluroctova kyselina ve smé&si 90:10

(obj.:obj.) acetonitril:voda. Vyvijeci program byl (minuty,
B): (0,1; 0); (45,1;75); (50,1;100); (55;100); (57;0);
(72;0) . VSechny zmény byly linearni. Odbornik miZe pro

dosaZeni stejného cile pouzit i jiné analytické systémy.

Pro pripravu HPLC analyzy byly alikvoty dobtre promichané
suspenze rozpustény z¥edé&nim bud 0,01 N HCl nebo 0,03 N HC1.
Vysledky HPLC analyzy téchto roztoku dovolovaly vypodet
celkového proteinu. Alikvoty suspenzi byly centrifugovany po
pfiblizné& 5 minut v Eppendorfové 5415C mikrocentrifuze pri
14,000 otadkach za minutu. Usazeny supernatant byl zfedé&n
bud 0,01 N nebo 0,1 N HCl a analyzovadn pomoci HPLC.
Precipitat byl promyvan resuspendovanim v Dulbecco
fosfore¢nanem pufrovaném solném roztoku (bez obsahu vapniku
nebo  ho#&iku) a repeletovanim centrifugaci. Pufr byl
dekantovidn a pevna latka byla znovu rozpuité&na v 0,01 N HC1.

Znovu rozpusdtény precipitéat byl analyzovan pomoci HPLC.

HPLC byla pouZivana pPro potvrzeni pfitomnosti oCekavanych
proteind v okyselené suspenzi, znovu rozpudté&ném precipitétu
a supernatantu a také pro ur&eni proteinovych koncentraci.
Retencni doby pika v chromatogramech znovu rozpusténych
precipitatd byly porovnavany s retenc¢nimi dobami
pozorovanymi pro protamin a aktivni slouCeniny pouzité pro

vyrobu p¥ipravka. Souhlas retenCnich ¢asa byl vZdy dobry,




- 89 - X LX) .e L]

coZz dokazovalo, Ze protamin, protein a derivatizované

proteiny byly skuteéné zabudovany do mikrokrystald.

Koncentrace proteinu a derivatizovaného proteinu byly urceny
porovndvanim odpovidajicich ploch pika se standardy. 0,22
mg/ml roztok derivatizovaného inzulinu byl pouZivan jako
standard. Standard obsahujici protamin byl také pouZit, ale
pouze pro ur&eni retenéni doby. Protaminové koncentrace

nebyly urcéovény.

V mnoha dale popsanych pEipravach byl pouZit standardni
spektrofotometricky test pro urceni, jak rychle se krystaly
rozpousti v Dulbecco fosfore&nanem pufrovaném solném roztoku
(pPH 7,4) p¥i teplot& okoli. Vyznamné odchylky od procedury
popsané bezprosti¥ednéd dile jsou uvedeny, pokud je to nutné,
Vv popisu jednotlivych pfiprav. Spektrofotometr vhodny pro
méfeni v ultrafialové oblasti a vybaveny 1 cm kyvetou a
magnetickym michacem byl pouzZit ve vSech testech
rozpousténi. Kyveta, obsahujici malou michaci ty€inku a 3,00
ml fosforednanem pufrovaného solného roztoku (PBS), byla
umisténa do oddilu spektrofotometru. Pristroj byl nastaven
na 320 nm a vynulovéan proti samotnému pufru. Potom bylo 4,0
mikrolitr? dobre suspendovaného pfipravku, obvykle
obsahujiciho koncentraci priblizZné ekvivalentni U50
pfipravku nebo zhruba 1,6 az 1,8 mg/ml, pridano do kyvety.

Po ¢ekéni 1,0 minuty na zamichani byla zaznamen&vana optickéa
hustota na 320 nm. Jelikos proteiny uvadé&né v této praci
neabsorbuji své&tlo pro 320 nm, pokles optické hustoty byl
zpUsobem sniZenim rozptylu svétla, jak se krystaly
rozpoustély. Obvykle Je uddvadna doba, za kterou optické
hustota poklesne na polovinu své vychozi hodnoty (t;,;). Jako

kontrola bylo p¥idano 2,0 mikrolitrd U100 Humulinu N (to
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jest lidsky inzulin NPH, ktery je také znam jako lidsky NPH

inzulin) do 3,00 ml PBS pufru a optickd hustota pfi 320 nm

byla monitorovéna vySe uvedenym zpusobem. Polocdas
rozpousténi (tl1/2) pro pfipravek Humulin® byl zhruba 6

minut.

Pfiprava 1
9:1 kokrystaly lidského inzulinu a B29-Ne-oktanoyl- lidského

inzulinu

Suchy pré&sek B29-Ne~oktanoyl-Lys829 1idského inzulinu (0,7
hmotnostnich dila) a suchy praSek lidského inzulinu (6,3
hmotnostnich dila) byly rozpust&ny v 1000 Castech obj.
vodného rozpoustédla, sestavajiciho z 50 mM TRIS, 0,1 M
citratu sodného a 10 mg/ml fenolu p¥i pH 7,6. Do tohoto
roztoku bylo prididno 75 &asti 15,3 mM roztoku chloridu
zine¢natého. pH bylo upraveno na hodnotu 7,6 pomoci 1 N HCl
a/nebo 1 N NaOH. Tento roztok byl filtrovan pfes 0,22
mikronovy filtr, ktery vase nizkoproteinové sloZzky. Druhy
roztok byl pF#ipraven rozpusté€nim 7 hmotnostnich dily
protaminsulfatu v 10000 objemovych &&stech vody a potom
filtraci ptres 0,22 mikronovy filtr, ktery vazZe
nizkoproteinové sloZzky. Byly spojeny stejné objemy roztoku
obsahujiciho inzulin a acylovany inzulin a
protaminsulfdtového roztoku. Na poCatku se vytvafel amorfni
precipitat. Tato suspenze byla ponechdna v klidu zhruba 24
hodin p¥i teploté& okoli (typicky =zhruba 22 °C). Amorfni
precipitat se preménil na kokrystalickou mikrokrystalickou

pevnou latku.

Ptiprava 2
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3:1 kokrystaly lidského inzulinu a B29-Ne-oktanoyl-lidského

inzulinu

Zpisob podle Pfipravy 1 byl opakovan, av3ak bylo pouzZito
1,75 hmotnostnich dila suchého prasku B29~N8—oktanoyl—LysBZ9
lidského inzulinu a 5,25 hmotnostnich dila suchého prasku
lidského inzulinu. Po spojeni stejnych objemd roztoku
obsahujiciho inzulin a acylovany inzulin a
protaminsulfatového roztoku se vytvarel amorfni precipitéat.
Tato suspenze byla ponechana v klidu zhruba 24 hodin pri
teploté okoli (typicky zhruba 22 °C). Amorfni precipitat se

pfrem&nil na kokrystalickou mikrokrystalickou pevnou latku.

Priprava 3
Pripravek 3:1 kokrystalli 1lidského inzulinu a B29-Ng-

oktanoyl-lidského inzulinu

Kokrystalické mikrokrystaly, které byly pfipraveny zpusobem
podle Pripravy 1 byly separovany od Supernatantu a byly
ziskdny konvenénimi separacnimi zpUsoby v pevné a kapalné
fazi, jako Jsou filtrace, centrifugace nebo usazovéani.
Ziskané kokrystalické mikrokrystaly byly potom suspendovany
v roztoku obsahujicim 25 mM TRIS, 5 mg/ml fenolu a 16 mg/ml
glycerolu, pH 7,8, takse vyslednd koncentrace inzulinové
aktivity byla zhruba 100 U/ml.

Priprava 4
1:1 kokrystaly lidského inzulinu a B29-Ne-oktanoyl-lidského

inzulinu

Zpusob podle Pfipravy 1 byl opakovan, av3ak bylo pouzito 3,5
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hmotnostnich dilti suchého prasku B29—Ns—oktanoyl—LysB29_

lidského inzulinu a 3,5 hmotnostnich dild suchého prasky -

lidského inzulinu. Po smichdni stejnych dila roztoku
obsahujiciho inzulin a acylovany inzulin a
protaminsulfdtového roztoku se vytvoril amorfni precipitat.
Tato suspenze byla ponechana v klidu zhruba 24 hodin p¥i
teploté okoli (typicky zhruba 22 °C). Amorfni precipitat se

pfem&nil na kokrystalickou mikrokrystalickou pevnou latku.

Pfiprava 5

1:3 kokrystaly lidského inzulinu a B29-Ne-oktanoyl-lidského

inzulinu

Zplsob podle Pfipravy 1 byl opakovan, av3ak bylo pouZito
5,25 hmotnostnich dilg suchého prasku 829—Ns—oktanoyl—LysB29
lidského inzulinu a 1,75 hmotnostnich dilt suchého prasku
lidského inzulinu. Po  smichéani stejnych diltt roztoku
obsahujiciho inzulin a acylovany inzulin a
protaminsulfatového roztoku se vytvoril amorfni precipitat.
Tato suspenze byla ponechana v klidu zhruba 24 hodin pri
teploté& okoli (typicky zhruba 22 °C). Amorfni precipitat se

preménil na kokrystalickou mikrokrystalickou pevnou latku.

Priprava 6
3:1 kokrystaly lidského inzulinu a B29-Ne-hexanoyl-lidského

inzulinu

Zphsob podle Pripravy 1 byl opakovan, avs3ak bylo pouZito
1,75 hmotnostnich diltl suchého prasku B29~Ng-hexanoyl-LysB29

lidského inzulinu a 5,25 hmotnostnich dild suchého prasku

lidského inzulinu. Po  smichani stejnych dild roztoku
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obsahujiciho inzulin a acylovany inzulin a
protaminsulfdtového roztoku se Vytvoril amorfni precipitét.a
Tato suspenze byla ponechana v klidu zhruba 24 hodin p#i
teploté okoli (typicky zhruba 22 °c). Amorfni brecipitat se

preménil na kokrystalickou mikrokrystalickou pevnou latku.

Pfiprava 7

3:1 kokrystaly lidského inzulinu a B29~Ne-butyryl-lidského

inzulinu

Zpusob podle Pfipravy 1 byl opakovan, avs3ak bylo pouZito
1,75 hmotnostnich dilg suchého prasku B29-Ne-butyryl-LysB29
lidského inzulinu a 5,25 hmotnostnich dilg suchého prasku
lidského inzulinu. Po  smichani stejnych dila roztoku
obsahujiciho inzulin a acylovany inzulin a
protaminsulfatového roztoku se vytvoril amorfni precipitat.
Tato suspenze byla ponechana v klidu zhruba 24 hodin pri
teploté okoli (typicky zhruba 22 °C). Amorfni precipitat se

pfeménil na kokrystalickou mikrokrystalickou pevnou latku.

Priprava 8
Kokrystalické mikrokrystaly protaminu, zinku, B29-Ng-

oktanoyl-lidského inzulinu a lidského inzulinu

B29-Ne-oktanoyl-LysB29 lidsky inzulin (20,1 mg) byl
rozpuStén v 1 ml rozpoustédla sestavajiciho gz 0,1 N HCl.
Lidsky inzulin (19,3 mg) byl rozpustén v 1 ml rozpoustédla
sestavajiciho 2z

-073-

0,1 N HCl. pé&t roztokll, obsahujicich odlisné poméry B29-Ng-
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oktanoyl-LysB29 1lidského inzulinu k lidskému inzulinu byly

pfipraven kombinovanim objemd kaZdého roztoku V pomérech

uvedenych nize.

Tabulka 3. Objemy roztoka lidského inzulinu a B29-Ne-
oktanoyl-lidského inzulinu, pouZité pPro pfipravu precipitatg

a mikrokrystalua.

Objem (ul) Pomér lidského inzulinu

k acylovanému lidskému inzulinu

1:0 [3:1 1:1 1:3 0:1

roztok lidského inzulinu 400 ]300 200 100 0

roztok B29-Ne-oktanoyl-|0 100 200 300 400

lidského inzulinu

Do kaZdého =z té&chto péti roztokd bylo pfiddno 1,6 ml
rozpoustédla sestavajiciho z 50 mM TRIS pufru, 0,1 M citratu
sodného a 10 mg/ml fenolu PIi 7,6. Do kaZdého z té&chto péti
roztokl bylo ptridano 0,15 ml 15,3 mM roztoku chloridu
zine¢natého. pH kadého =z vyslednych pé&ti roztoka bylo
upraveno na hodnotu 7,6 pomoci 1 N NaOH. KaZdy z vyslednych
péti roztoku byl filtrovéan pfes 0,22 mikronovy filtr, ktery
vdZe nizkoproteinové sloZky. Dodate¢ny roztok byl p#ipraven
rozpusténim 3,50 mg protaminsulfiatu v 10 ml vody a potom
filtrovéan ptes 0,22 mikronovy filtr, ktery vazZe
nizkoproteinové sloZky. Objem 1,3 ml ka¥dého z péti roztokn
a 1,9 ml protaminsulfatového roztoku byly zkombinovéany,
v kaZdém z péti roztoky do3lo k okamZitému vyskytu amorfniho
precipitdtu. T&chto pé&t roztoka bylo ponechano v klidu po 24
hodin p¥i teplot& okolj (pfibliZné 22 °C). Tato procedura
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vedla k vytvareni bilé a3 bélavé mikrokrystalické pevné

latky v kaZdém z péti roztoku.

Pfiprava 9

9:1 kokrystaly lidského inzulinu a B29-Ne~oktanoyl-lidského

inzulinu

Suchy préasek BZ9—N8—oktanoyl—LysB29 lidského inzulinu (0,7
hmotnostnich dilu) byl rozpustén v 100 objemovych &astech
vodného rozpoustédla, sestavajiciho z 50 mM TRIS, 0,1 M
citrdtu sodného a 10 mg/ml fenolu p#i PH 7,6. Do tohoto
roztoku bylo pridano 7,5 &asti 15,3 mM roztoku chloridu
zineénatého. Druhy roztok byl pfipraven tak, ze suchy prések
lidského inzulinu (6,3 hmotnostnich dild) byl rozpustén v
900 objemovych &astech vodného rozpoustédla sestavajiciho z
50 mM TRIS, 0,1 M citratu sodného a 10 mg/ml fenolu pfi pH
7,6. Do tohoto roztoku bylo pfidano 67,5 &asti 15,3 mM
roztoku chloridu zine&natého. Roztok acylovaného inzulinu a
roztok inzulinu byly spolu zkombinovany a michdny pro
zajisténi smichani obou roztokd. Tento roztok byl filtrovan
pres 0,22 mikronovy filtr, ktery vaze nizkoproteinové
sloZzky. Protaminovy roztok byl p#fipraven rozpusténim 7
hmotnostnich dilg protaminsulfatu v 10,000 objemovych
castech vody a potom filtrovanim ptes 0,22 mikronovy filtr,
ktery vaZe nizkoproteinové sloZky. Byly spojeny stejné
objemy roztoku acylovaného inzulinu a protaminsulfatového
roztoku. Vytvofil se amorfni precipitat. Tato suspenze byla
ponechana v klidu zhruba 24 hodin Pfi teploté& okoli (typicky
zhruba 22 °C). Amorfni  precipitat se pfeménil na

kokrystalickou mikrokrystalickou pevnou latku.
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Pfiprava 10

3:1 kokrystaly lidského inzulinu a B29-Ne-oktanoyl-lidského

inzulinu

Suchy prasek B29-Ne-oktanoyl-LysB29 1lidského inzulinu (1,75
hmotnostnich dila) byl rozpudtén v 250 objemovych ¢&astech
vodného rozpoustédla sestdvajiciho z 50 mM TRIS, 0,1 M
citrdtu sodného a 10 mg/ml fenolu pfi PH 7,6. Do tohoto
roztoku bylo pfridano 18,75 ¢&asti 15,3 mM roztoku chloridu
zine&natého. Druhy roztok byl pfipraven ze suchého préasku
lidského inzulinu (5,25 hmotnostnich dila), ktery byl
rozpudtén v 750 objemovych &astech vodného rozpoustédla
sestavajiciho z 50 mM TRIS, 0,1 M citradtu sodného 3 10 mg/ml
fenolu p¥i pH 7,6. Do tohoto roztoku bylo pfiddno 56,25
Casti 15,3 mM roztoku chloridu zine&natého. Roztok
acylovaného inzulinu a roztok inzulinu byly navzajem
zkombinovany a michany pro zajisténi smichani obou roztokd.
Tento roztok byl filtrovan pfes 0,22 mikronovy filtr, ktery
vaZe nizkoproteinové sloZky. Protaminovy  roztok byl
pfipraven rozpudt&nim 7 hmotnostnich dilg protaminsulfitu v
10,000 objemovych &astech vody a potom filtrovanim prfes 0,22
mikronovy filtr, ktery vazZe nizkoproteinové sloZky. Byly
zkombinovany stejné objemy roztoku acylovaného inzulinu a
protaminsulfdtového roztoku. Vytvoril se amorfni precipitét.
Tato suspenze byla ponechdna v klidu zhruba 24 hodin p#i
teploté okoli (typicky zhruba 22 °C). Amorfni precipitat se

pfem&nil na kokrystalickou mikrokrystalickou pevnou latku.

Prfiprava 11

1:1 kokrystaly lidského inzulinu a B29-Ne-oktanoyl-lidského

inzulinu
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Suchy prasek 829—N8—oktanoyl—LysBZ9 lidského inzulinu (3,5

hmotnostnich dila) byl rozpustén v 500 objemovych &astech
vodného rozpoustédla sestavajiciho z 50 mM TRIS, 0,1 M
citrdtu sodného a 10 mg/ml fenolu p#i PH 7,6. Do tohoto
roztoku bylo p#idano 1,75 ¢&asti 15,3 mM roztoku chloridu
zineCnatého. Byl pripraven druhy roztok, ve kterém suchy
prasek lidského inzulinu (3,5 hmotnostnich dila) byl
rozpustén v 500 objemovych &&stech vodného rozpoudtédla
sestdvajiciho z 50 mM TRIS, 0,1 M citratu sodného a 10 mg/ml
fenolu p#¥i pH 7,6. Do tohoto roztoku bylo pridéno 37,5 Casti
15,3 mM roztoku chloridu zineénatého. Roztok acylovaného
inzulinu a roztok inzulinu byly spolu zkombinovany a michéany
pro zajisténi smich&ni obou roztokd. Tento roztok byl
filtrovéan pres 0,22 mikronovy filtr, ktery vaze
nizkoproteinové slozky. Protaminovy roztok byl pfipraven
rozpusténim 7 hmotnostnich dillt protaminsulfatu v 10,000
objemovych &astech vody a potom filtrovanim pfes 0,22
mikronovy filtr, ktery vaZe nizkoproteinové sloZky. Byly
zkombinovany stejné objemy roztoku acylovaného inzulinu a
protaminsulfdtového roztoku. Vytvoril se amorfni precipitat.
Tato suspenze byla ponechana v klidu po zhruba 24 hodin p#i
teploté okoli (typicky zhruba 22 °C) . BAmorfni precipitat se

preménil na kokrystalickou mikrokrystalickou pevnou latku.

Pfiprava 12

1:3 kokrystaly 1lidského inzulinu a B29-Ne-oktanoyl-1idského

inzulinu

Suchy préasek B29-Ne-oktanoyl-LysB29 lidského inzulinu (5,25

hmotnostnich dilua) byl rozpustén v 750 objemovych ¢&&stech
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vodného rozpoustédla sestavajiciho z 50 mM TRIS, 0,1 M
citrdtu sodného a 10 mg/ml fenolu p#i PH 7,6. Do tohoto
roztoku bylo pridano 56,25 &asti 15,3 mM roztok chloridu
zineénatého. Byl pfipraven druhy roztok, ve kterém ~suchy
préaSek lidského inzulinu (1,75 hmotnostnich dilda) byl
rozpustén v 250 objemovych &astech vodného rozpouitédla
sestévajiciho z 50 mM TRIS, 0,1 M citratu sodného a 10 mg/ml
fenolu p¥i pH 7,6. Do tohoto roztoku bylo p#idano 18,75
Casti 15,3 mM roztoku chloridu zinecCnatého. Roztok
acylovaného inzulinu a roztok inzulinu  byly spolu
zkombinovany a michdny pro zajisténi smichani obou roztoku.
Tento roztok byl filtrovan pres 0,22 mikronovy filtr, ktery
vazZe nizkoproteinové slozZky. Protaminovy roztok byl
pfipraven rozputénim 7 hmotnostnich dila protaminsulfatu v
10,000 objemovych &astech vody a potom filtrovanim pres 0,22
mikronovy filtr, ktery vaze nizkoproteinové slozky. Byly
zkombinovany stejné objemy roztok acylovaného inzulinu a
protaminsulfdtového roztoku. Vytvoril se amorfni precipitét.
Tato suspenze byla bonechdna v klidu zhruba 24 hodin p#i
teploté okoli (typicky zhruba 22 °C). Amorfni precipitat se

preménil na kokrystalickou mikrokrystalickou pevnou latku.

Pfiprava 13

Kokrystaly 1lidského inzulinu a B29-Ne-hexanoyl-1lidského

inzulinu

Kysely roztok B29-Ne~hexanoyl-lidského inzulinu byl
pripraven rozpusténim 12,3 mg  B29-Neg-hexanoyl-lidského
inzulinu v 0,3 ml 0,1 N HCl. Kysely roztok lidského inzulinu
byl pripraven rozpusténim 4,6 mg lidského inzulinu (zinkové

krystaly) v 0,1 ml 0,1 N HCl. Oba roztoky byly spojeny na
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celkovy objem 0,4 ml. Tento vysledny roztok byl michén po

pfibliZn& 5 minut. Do tohoto vysledného roztoku bylo za

michani p#idéno 0,150 ml 1000 ppm roztoku dvojmocného zinkuy.
Bylo pfipraveno krystalizadni #edidlo obsahujici 32 .mg/ml
glycerolu, 50 mM tris pufru, 10 mg/ml fenolu a 100 mM
citrdtu sodného Pfi pH 7,6. Do roztok inzulinu bylo p#idano
1,6 ml krystaliza&niho fedidla. pH roztoku bylo upraveno na
hodnotu 7,59 pouZitim 1 N NaOH a 1 N HCl. Roztok byl
filtrovan pfes 0,22 mikronovy filtr, ktery vazZe
nizkoproteinové slozZky. Protaminovy roztok byl pFipraven
rozpudténim 7,47 Mg protaminsulfatu v 10 ml vody. Dva
mililitry (2 ml) protaminového roztoku byly pfidény do 2 ml
roztoku inzulinu. Vysledny roztok byl ponechan stat v klidu
18 hodin p¥i #izené teploté& 25 °c,.

Mikroskopicka inspekce (po 18 hodinéach) odhalila, Ze do3lo
ke krystalizaci a pfiprava dala stejnomé&rné vytvorené
Jednotlivé ty&inkovité krystaly o stredni délce p#ibliZng 3

mikrony.

Cty#i mililitry (4 ml) krystalického pripravku vytvofeného
vySe po 18 hodinach byly ponechdny v klidu pfes noc a
krystaly Gplné& sedimentovaly. Supernatant byl potom odebran
a@ nahrazen 4 ml ¥edidla sestavajiciho z 16 mg/ml glycerolu,
20 mM tris pufru, 1,6 mg/ml m-kresolu, 0,65 mg/ml fenolu a
40 mM citratu sodného, pH 7,s. Krystaly byly potom
resuspendovany a ponechény znova sedimentovat. Tato
procedura byla provadéna tfikrdt s tou vyjimkou, 3ze potreti

byl supernatant nahrazen pouze 3 ml redidla.

Rychlost rozpousténi krystalli byla métfena umisténim 0,005 m1
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stejnomérné suspendoveného pEipravku do 3 ml Dulbecco

fosfore&nanem pufrovaného solného roztoku (bez  obsahu

vapniku nebo hof&¢iku) v 1 cm ¢tvercové kfemikové kyvet& pri
teploté 22 °C. Tento roztok byl michéan konstantni rychlosti
pouZitim magnetického michadla. Mé&feni absorbance p#i 320 nn
byla provadéna v jednominutovych intervalech. Absorbance pri
320 nm odpovida sv&tluy rozptylenému nerozpustnymi Casticemi,
pritomnymi ve vodné Suspenzi. V disledku toho, jak se
mikrokrystaly rozpousti, absorbance klesd k nule. Doba
potfebnd k tomu aby se 0,005 ml tohoto p#ipravku rozpustila
byla vétsi nes 150 minut. Doba pot¥ebna k rozpousténi 0,005
ml vzorku U100 komeréniho Humulinu N, vystavenému plsobeni

stejnych podminek, byla zhruba 10 minut.

MnoZstvi celkového proteinu v p#ipravku bylo analyzovéno

pomoci HPLC pro uréeni celkové potence. Celkova potence se

vztahuje k celkové koncentraci lidského inzulinu a B29-Ng-
hexanoyl-lidského inzulinu. Alikvot (0,050 ml) plné
resuspendovaného pripravku byl rozpusté&n v 0,950 ml 0,01 M
HCl a podroben HPLC analyze, jak je popsano dale. Celkova

potence, urdend touto analyzou, byla 4,54 mg/ml.

Pro HPLC analyzu byly pouzity nasledujici podminky: C8
kolona s obracenymi fazemi; konstantni teplota 23 °C; 1,0
ml/min, detekce pfi 214 nm; rozpoustédlo A=10% acetonitrilu
(obj./obj.) v 0,1% vodné trifluoroctové kyseling;
rozpoustédlo B=90% acetonitrilu (obj./obj.) v 0,1 vodné
trifluoroctové kyselin&; linearni gradienty (0,1 min, 0%B;
45,1 min, 75%B; 50,1 min, 100%B; 55 min 100%B; 57 min, O0%B;
72 min, 0%B). Standardy byly pfipraveny rozpusténim inzulinu

a acylovaného inzulinu v 0,01 N HcCL. Koncentrace kazdého
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standardu byla urcena pomoci uv Spektroskopie. Bylo

predpokladano, se roztok 1,0 mg/ml lidského inzuliny v 1 cm

kyveté ma absorbanci 1,05 jednotek optické hustoty pFi
maximdlni vlnové délce (ptiblisns& 276 nm). To odpovida

molarnimu extink&nimu koeficientu 6098, Pfedpokladalo ée, Ze

Jako lidsky inzulin. Roztoky kalibrované pomoci UV byly
potom zfedény pro ziskani standardd na 0,220, 0,147, 0,073 a
0,022 mg/ml. Standardy byly analyzovany pomoci HPLC a byla
ziskéna standardni kfivka plochy Vv zavislosti na

koncentraci.

Supernatant byl analyzovan Pro wurceni celkové koncentrace
rozpustného 1lidského inzulinu a B29-N8—hexanoyl—lidského
vinzulinu pritomného v pfipravku. Do 0,040 m1 sSupernatantu
bylo p¥idano 0,160 ml1 0,01 N HC1. Okyseleny Supernatant byl
analyzovan pomoci HPLC, jak je popséano vySe. Koncentrace
rozpustného 1lidského inzulinu a BZ9—Ne—hexanoyl—lidského

inzulinu v Supernatantu byla urdena jako 0,07 mg/ml.

Pom&ry mnoZstvi BZ9—N8—hexanoyl—lidského inzulinu a lidského
inzulinu v krystalech byly urceny sedimentaci alikvotu
(0,100 ml) pPfipravku pouZitim stolni centrifugy, usazovanim
Supernatantu, resuspendovanim krystald v 0,400 m1 Dulbecco
fosfore&nanem pufrovaném solném roztoku, opétnou
centrifugaci, odebranim Supernatantu a nakonec rozpusténim
krystald v 1,50 ml 0,01 N HCl. Byla provedena HPLC analyza
Popsana vyse, Vysledek této analyzy byl 84,2% B29-Ng-

hexanoyl-lidského inzulinu a 15,8% lidského inzulinu.
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Pfiprava 14
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Kokrystalicky suspenzni pripravek obsahujici lidsky inzulin

a B29—Ne—dekanoyl—lidsky inzulin

Kysely roztok B29-Ne-dekanoyl-lidského inzulinu byl
pripraven rozpusténim 10,4 mg B29-Ne-dekanoyl-lidského
inzulinu v 0,25 ml 0,1 N HCl. Kysely roztok lidského
inzulinu byl pPfipraven rozpugté&nim 30,3 mg lidského inzulinu
(zinkové krystaly) v 0,75 ml 0,1 N HCl. Oba roztoky byly
spojeny na celkovy objem 1 ml. Tento vysledny roztok byl
michdn po dobu pPribliZné& 5 minut. Do tohoto roztoku bylo
pfiddno za michéani 0,305 ml 1000 ppm  roztoku dvojmocného
zinku. Do vysledného roztoku byly ptidany 4 ml
krystaliza&niho t#edidla (40 mg/ml glycerolu, 50 mM tris
pufru, 4 mg/ml m-kresolu, 1,625 mg/ml fenolu, 100 mM citratu
sodného, pH 7,4). PH vysledného roztoku bylo upraveno na
7,58. Tento roztok byl filtrovéan pfes 0,22 mikronovy filtr,
ktery vaze nizkoproteinové sloZky. P&t mililitrga (5 ml)
protaminového roztoku (37,6 mg protaminsulfatu v 50 ml vody)
bylo pf¥idano do 5 ml filtrovaného roztoky. Vysledny roztok
byl ponechan stat v klidu po dobu 63 hodin za Fizené teploty
25 °c.

Mikroskopické inspekce (po 63 hodiné&ch) odhalila, Ze doslo
ke krystalizaci a Ze ptriprava poskytla stejnomérné
jednotlivé ty&inkovité krystaly o p#iblizné stfedni délce 8

mikront.

Rychlost rozpousténi krystalt byla m&fena umisténim 0,006 ml
stejnomérné suspendovaného krystalického pfipravku do 3 ml

Dulbecco fosfore&nanem pufrovaného solného roztoku (bez

*sea
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obsahu vapniky nebo ho#&iku) v 1 em &tvercové k¥emikové

kyvet& pri teploté& 22 °c. Doba pott#ebni Pro rozpusténi 0,006‘

ml tohoto krystalického pfipravku byla vé&t3i nes 300 minut.
Doba pot#ebna Pro rozpusténi 0,005 ml vzorku U100 kome;éniho
Humulinu N Pro rozpusténi gz Stejnych podminek byla zhruba
10 minut.

Pro p#ipravu HPLC analyzy byly krystaly sedimentovény
bonechanim preparity stat v klidu. Osm mililitrg (8 ml)
Supernatantu bylo potom odebrano 3 bylo nahrazeno 8 ml
fedidla [16 mg/ml glycerolu, 20 mmM tris pufru, 1,6 mg/ml m-
kresolu, 0,65 mg/ml fenolu a 40 mM citratu sodného, pH 7,6].
Kokrystaly byly potom resuspendovany. Tato procedura byla
provadéna stejnym zplsobem tfikrat, s tou vyjimkou, se

pPotfeti bylo 8 nm1 Supernatantu nahrazeno 7 ml fedidla.

Potence krystalického pfipravku a Supernatanty byla
analyzovadna pomoci HPLC, v z&sads jak je popsano v Pfipravé

13. Celkova potence uré&eni touto analyzou byla 3,87 mg/ml.

lidského inzulinu v Supernatantu byla urcena jako 0,06
mg/ml, Poméry 1lidského inzulinu a BZ9—N8-dekanoyl-lidského
inzulinu v krystalické fazi byly urceny zpusobem podle
Pripravy 13 jako 74,3% lidského inzulinu a 25,7% B29-Ng-

dekanoyl-lidského inzulinu.

Urcovani velikosti G&astic bylo provadéno Na vzorku prfipravkuy
pouZitim pfistroje na méfeni velikostj Castic (Multisizer
Model IIE, Coulter Corp., Miami, FL 33116—9015). Pro
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fosfore&nany Sodného, 16 mM glycerolu, 1,6 mg/m1 m-kresoly g
0,65 mg/m1 fenolu, py 7,4. Velikost trysky pPEistroje byla 50ﬂ
mikrond. Datga O velikosti Castic byla shromaédovéna PO dobuy
50 sekund. Toto meéfeni ukdzalo, ze Stfedni promsr Céstic
krystaly byl priblisns 6 mikront s pPfibliZns normalnim
rozdélenim, do  kterého Spadaly  &&stice velikosti oq
pfiblizng 2 mikron do Priblizng o9 mikroni. Tento vysledek
je podobny jako rozdéleni velikosti Castic u komeréniho NPH
uréené pouZitin analogického zplsobuy [DeFelippis, M. R. 3
kol. gJ. Pharmaceut, Sci. 87:170-17¢ (1998) 7.

Priprava 15
a 829—N8—oktanoyl—lidsky inzulin.

Kysely roztok B29-Ns-oktanoyl—lidského inzuliny byl
PEipraven rozpusténim 30,3 mg B29—N8~oktanoyl-lidského
inzulinu v 0,75 ml v 0,1 N HCI. Kysely Toztok 1lidského
inzulinu byl pfipraven rozpusSténim 59,7 mg lidského inzulinuy
(zinkové krystaly) v 1,5 m1 0,1 N HC1. Alikvot (0,25 ml)
roztoku lidského inzulinuy byl kombinovan s roztokem 0, 75 ml
829—Na—oktanoyl-lidského inzulinu, coZ dalo objem 1 ml,
ktery byl michén Po dobu PEiblizn& 5 minut. po tohoto
roztoku bylo gz michani pfidédno 0, 365 ml 1000 pPpm roztokuy
dvojmocného zinku. Do roztoku inzuling Se zinkem byly
ptidény 4 m1 krystalizaéniho fedidla (40 mg/ml glycerolu, 35
mM  dibazického pufru fosforednany sodného, 4 ng/ml m-
kresoluy, 1,625 mg/ml fenolu, 15 mM citritu sodného, PH 7,4).

LRI~ 2 S u.x.’z»sawl.md.n,r.‘am/,wmrf\-’r.t..mJn Do i2AZ L A...A,Ahx@u@.mm...a‘m.,mlm.ﬁﬂw.M.MQ.C\ 2 oA o

filtrovan pres 0,22 mikronovy filtr, ktery vaze

nizkoproteinové slozZzky. p&t mililitry (5 ml) protaminového



do 5 ml filtrovaného roztoku inzuliny a zinku. VYsledny‘.

Osm mililitreg (8 ml) Supernatanty bylo potom odebrano g
nahrazeno g ml  Fedidla [16 mg/ml glyceroly, 14 mMm
dib&zického pufru fosfore&nany sodného, 1,6 mg/ml m-kresoluy,
0,65 mg/ml fenolu, 6 mm citratu sodného, pH 7,6]. Krystaly
byly potom resuspendovény. Tato Procedura byla Provadéna
Steanm zplisobem trfikrat, s V¥jimkou, se potfeti bylo g ml
Supernatanty nahrazeno 7 p1 fedidla,

Priprave 13 vySe. Stfedni dobga Pro rozpusténji 0,005 m1
uvedeného PEipravky byla vice nez 300 minut. Doba pro
rozpusténi 0,005 m1 Vzorku U100 komeré&niho Humuliny p za

HPLC, v zdsadé jak je popsano v Pfipraveé 13, Celkova potence
byla 3,44 mg/ml. Koncentrace rozpustného lidského inzuliny g3
B29-Ne—oktanoyl—lidského inzuliny v krystalickénm PFipravku
byla ur&ena jako 0,01 mg/ml. Pom&r mnozZstvi lidského

inzulinu g BZ9—N8—oktanoyl—lidského inzuliny v krystalické



25,5% lidského inzulinu g 74,5% 829—Ne-oktanoyl-lidského.

inzulinu.

Stfedni pramsr Castic krystalq, urceny jak je popséno v
Pfipravé 14, byl PEiblizZng ¢ mikront, s pfiblisnsa normalnim
rozloZenim, do kterého Spadaly &astice o velikosti pfiblizng
2 mikrony a3 pPfibliZng 12 mikrond. Tento vysledek je podobny
rozloZeni velikosti Castic u komeré&niho NPH, jak Jje popsano
Vv DeFelippis, M, R. a kol. Supra.

Priprava 16
Tri kokrystalické pfipravky V€ srovndni g inzulinovym

pPfipravken

Kysely roztok B29-N8—oktanoyl—lidského inzuliny byl

pPfipraven rozpusté&nim 24,18 mg B29—N8—oktanoyl~lidského

byl pPfipraven rozpusténim 41,1 mg lidského inzulinu (jako
zinkovych krystalt) v 1 p1 0,1 N HCl. Ctyfi 0,4 m roztoks
byly pfipraveny kombinovanin raznych objemn B29—N8—oktanoyl—
lidského inzulinu 4 Toztoku 1lidského inzuliny, jak e

uvedeno dile v Tabulce 4.

Tabulka 4, Pfiprava pPripravka mikrokrystalq

Pripravek

Nomin4lni hmotnostnji procento

BZ9—N8~oktanoyl-lidsky inzulin




Objem p#idaného roztoku 829—Na-oktanoyl—

lidského inzuliny (nl)

Do kazZdého ze Cty¥ 0,4 m1 roztokl bylo Pfidéno 0,15 ml 1000

ppm roztokuyu dvojmocného zinku. Do kazdého ze Cty?# 0,55 ml
Toztokd bylo Pfiddno 1,6 m1 krystalizaé&niho fedidla (50 mM
tris pufr, 10 mg/ml fenolu, 100 mM citrity sodného, PH 7,6).
Kazdy ze Cty¥ roztokn byl upraveny na hodnotuy PH 7,6 malym
mnozZstvim 1 N NaOH ga 0,1 N HCl. Kazdy roztok byl filtrovan
pfes 0,22 mikronovy filtr, ktery vasze nizkoproteinové
sloZky. Dva mililitry (2 ml) kaZzdého ze ctyr pProteinovych
roztokd byly zkombinovény S 2 ml Protaminového roztoku (7,34
Mg protaminsulfaty v 10 ml vody). Vv kazdém 7 Pfipadd se
okamZitea Vytvarel Precipitit, Tyto &tyri 4 ml suspenze byly
ponechdn stat v klidu PLi teploté okoli (Pfiblizne 22 °C) po
dobu 16 hodin,

Mikroskopické inspekce (po 16 hodinéch) odhalila, Ze kazda
ze ctyr pfiprav Vytvorila stejnomérné, jednotlivé,
tyCinkovité krystaly s PZibliZnoy Stfedni délkoy zhruba 190
mikrony.

Kazdy 4 m1 pPfipravek byl prenesen do testovaci zkumavky g4
centrifugovan v stolni centrifuze pyj 3000 otackidch za
minutu po dobu 20 minut Pro dplnou sedimentaci krystaly. 7
kaZdého PEipravku bylo odebrdno 3 ml Supernatantu g
nahrazeno 3 p fedidla (25 mM tris pufr, 5 mg/ml fenolu, 16
mg/ml glyceroluy, PH 7,4). Krystaly potom byly

resuspendovény. Tato bProcedura byla provadéna tfikrat s tou
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vyjimkou, 3e potfeti bylo 3 ml Supernatanty nahrazeno 2,5 m1

fedidla pPro kazdy Pfipravek.

KaZdy ze ctyr PEipravky byl analyzovan pomoci Hpic pro
kvantitativni urceni celkovych potenci PEipravka a kompozice
jednotlichh krystaly, v zasadé jak je popsano vySe. Celkova

a B29—N8—oktanoyl—lidského inzuliny, Celkova pPotence 4

procento 829—Ns—oktanoyl-lidského inzuling byly urceny
analyzou alikvoty Stejnomé&rng Suspendovaného PEipravku.

Supernatant byl analyzovan pro urd&eni celkové koncentrace

lidského inzuliny Pfitomnych v kazdém PEipravky. VYsledky
téchto analyz jsoy podany d4le, Doby rozpousténi byly urceny

jak je Popsano vyse v Pfiprave 13,
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Tabulka 5. Vlastnosti pripravkd mikrokrystald.
Pripravek
D C B A _[NPH
B29-Ne-oktanoyl-lidsky 77,7 151,4 (23,7 [0 -
inzulin v krystalech (%)
Lidsky inzulin v krystalech|22,3 [48,6 76,3 |100 -
(%)
Celkovad potence (mg/ml) 3,21 |[3,48 [3,38 |[3,43 -
Potence supernatantu <0,01 [<0,01 |<0,01 <0,01 ~
(mg/ml)
Doba rozpousténi (min) 300 120 50 20 10

P¥iprava 17

Priprava nerozpustnych kompozic

Nasledujici ptiprava je ndrys jiného zptsobu, ktery byl
pouZivdn pro pEipravu precipitatt a mikrokrystald podle
pfedloZeného vynalezu. Je treba jej ¢&ist spole&né s daty v

Tabulce 6 uvedené nise.

Odméfené mnoZstvi derivatizovaného proteinu, pripraveného
jak je popséano vyse, bylo rozpusténo v 0,6 ml 0,1 N HCL.
Odmeéfené mnoZstvi proteinu bylo rozpusténo v 0,2 ml 0,1 N
HCl (zinkové krystaly 1lidského inzulinu nebo LysB28, Pro29-
analog 1lidského inzulinu). Oba roztoky byly duakladné
navzajem promichédny mich&nim po dobu péti aZ deseti minut.
Objem (0,32 ml) vodného roztoku, obsahujiciho 1000 ppm
dvojmocného zinku a objem (3,2 ml) roztoku redidla (zhruba

50 mM Tris reagentu, zhruba 10 mg/ml fenolu, zhruba 16 mg/ml
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glycerolu a zhruba 29,5 mg/ml citratu sodného) byly pridany

ke smé&si obou proteinti. pH vysledného roztoku bylo upraveno'

na zhruba 7,6 (7,55-7,64) pouZitim 1 N HCl nebo 1 N NaOH.
Roztok s upravenym pH byl filtrovan pfes 0,22 mikronovy
filtr, ktery vaze nizkoproteinové sloZky. Do ¢ty?r mililitra
filtratu byly pfidéany Ctyfi mililitry roztoku protaminu ve
vodé (zhruba 37,3 mg protaminsulfdtu na 100 ml, rozmezi
37,18-37,48). Precipitat se vytvoril okamZité& po p#idani
protaminového roztoku. P#ipravek byl ponechdn st&t v klidu
pfi teploté 25 °C. Testy rozpousténi byly provadény vyse

popsanym zpusobem.

Za stejnych podminek se inzulin NPH rozpustil za zhruba 6

minut.

Tabulka 6. Priprava nerozpustnych kompozic.

Protein Lys (B28),Pro(B29)-analog lidské&ho inzulinu
Hmotnost proteinu (mg) 4,28 4,02 3,84 3,96 4,15

Derivatizovany protein B29acylovany-lidsky inzulin
Derivatizujici skupina |[butanoyl pentanoyl hexanoyl nonanoyl dekanoyl
Hmotnost 11,90 12,1 12,08 12,13 12,20
derivatizovaného

proteinu (mg)

Tvar krystalu ty&inkovity ty¢inkovity | tyGinkovity tyCinkovity | ty&inkovity
VytézZek (%) >80 >90 >90 >90 >90
Derivatizovany protein] 77,5 75,1 77 76,5 76,6

Vv nerozpustné fazi (%)

Doba rozpou3téni (min) |[23-24 31 54 67 37-38
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Protein lidsky inzulin
Hmotnost proteinu (mg) 12,09 12,18 |12,12 12,21 12,27
Derivatizovany protein B28-acylovany-Lys (B28), Pro (B29) - Al,B28-diacylovany-
analog lidského inzulinu Lys (B28),Pro(B29) -
lidsky inzulin '
Derivatizujici skupina butanoyl hexanoyl oktanoyl dibutanoyl [dihexanoyl
Hmotnost 4,39 4,21 4,28 4,11 4,23
derivatizovaného
proteinu (mg)
Tvar krystalu ty&inkovity [ ty&inkovity ty&inkovity tycinkovity ty&inkovity
VytéZek (%) >80 >90 >90 >90 >90
Derivatizovany protein v|27,6 25 27 26,8 24,1
nerozpustné fazi (%)
Doba rozpousté&ni (min) 16-17 10-11 27-28 10-11 20-21
~087-
Protein lidsky inzulin
Hmotnost proteinu (mg) 4,26 I4,26 4,13 4,23 12,09
Derivatizovany protein B29%acylovany-lidsky inzulin
Derivatizujici skupina butanoyl pentanoyl hexanoyl nonanoyl tetradekanoyl
Hmotnost 12,39 12,39 12,03 12,06 4,16
derivatizovaného
proteinu (mg)
Tvar krystalu ty&inkovity |ty&inkovit | ty&inkovi ty&inkovi | ty&inkovity
y ty ty
Vytézek (%) >90 72 >90 >90 >90
Derivatizovany protein v| 76,3 76,5 75 72,5 25,07
nerozpustné fazi (%)
Doba rozpousté&ni (min) 45-46 62-63 77-78 77-78 61
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Protein lidsky inzulin
Hmotnost proteinu (mg) 12,19
Derivatizovany protein B29%acylovany-lidsky
inzulin
Derivatizujici skupina hexadekanoyl
Hmotnost derivatizovaného proteinu (mg) 3,99
Tvar krystalu ty€inkovity
Vyt&Zek (%) >90
Derivatizovany protein v nerozpustné fazi 24,7
(%)
Doba rozpousté&ni (min) 71-72

Nasledujici ptfiprava je narys jiného zptsobu, ktery byl
pouzivan pro pfipravu precipitati a mikrokrystald podle
pfedloZeného vyndlezu. Je tfeba jej &ist spole&né& s daty v

Tabulce 7 uvedené nize.

Odmeéfené mnoZstvi derivatizovaného proteinu, p¥ipraveného
jak je popséno vySe, bylo rozpudténo v 3,2 ml roztoku
fedidla (zhruba 50 mM Tris reagentu, zhruba 10 mg/ ml
fenolu, zhruba 16 mg/ml glycerolu a zhruba 29,5 mg/ml
citrdtu sodného). Odmé&fené mnoZstvi proteinu bylo rozpusté&no
v 0,6 ml 0,1 N HCl (zinkové krystaly lidského inzulinu nebo
LysB28,Pro29-analog 1lidského inzulinu). Oba roztoky byly
dbikladné navzajem promichany mich&nim po dobu p&ti a# deseti
-088-

minut. pH vysledného roztoku bylo upraveno na zhruba 7,6
(7,55-7,64) pouZitim 1 N HCl nebo 1 N NaOH. Roztok
s upravenym pH byl filtrovan pfres 0,22 mikronovy filtr,
ktery véaZe nizkoproteinové slozky. Do objemu filtratu byl
pridan stejny objem roztoku protaminu ve vodé& (zhruba 37,3

mg protaminsulfatu na 100 ml, rozmezi 37,18-37,48) .
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roztoku. Pfipravek byl ponechan stat v klidu pri teploté 25\‘

°C. Testy rozpoudt&ni byly provadény vyse uvedenym zplisobem.

Za stejnych podminek se inzulin NPH rozpustil po =zhruba 6

minutéach.

Tabulka 7. Pfiprava nerozpustnych kompozic.

Protein lidsky inzulin

Hmotnost 12,13 11,87 12,15 12,28 12,22

proteinu
Al,B28-~ B2%acyl-

Derivatizova diacyl- AspB28

ny protein Al,B29-diacyl-lidsky inzulin LysB28, analog
ProB29 lidského
lidsky inzulinu
inzulin

Derivatizuji {dioktanoyl dinonanoyl |didekanoyl dioktanoyl {oktanoyl

ci skupina

Hmotnost 4,29 4,07 4,06 4,29 3,98

derivatizova

ného

proteinu

Tvar ty&inkovit |ty&inkovit |ty&inkovit ty¢inkovit |[ty&inkovit

krystalu y y y \% 3

VytézZek (%) >90 >90 >90 >90 >90

Derivatizova [ 25,2 24,6 26,6 27,4 24,4

ny protein v

nerozpustné

fazi (%)

Doba 73-74 25 31-32 47-48 43-44

rozpousténi

(min)

Nasledujici pfiprava de narys jiného zptsobu, ktery byl

pouzivan pro pifipravu precipitata a mikrokrystala podle
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pfedloZeného vynalezu. Je treba jej ¢&ist spole&né s daty v

Tabulce 8 uvedené nise.

Odmérené mnoZstvi derivatizovaného proteinu, pfipraveného
jak je popséano vyse, bylo rozpusté&no v odm&feném objemu 0,1
N HCl. Odmé&fené mnoZstvi proteinu bylo rozpuiténo v
odméfeném objemu 0,1 N HCl (zinkové krystaly lidského
inzulinu nebo LysB28,Pro29-analog lidského inzulinu).
Odmérené objemy obou roztokt byly dtakladné& navzajem smichany
michdnim po dobu pé&ti a? deseti minut. Odmé&rené objemy
vodného roztoku obsahujiciho 1000 ppm dvojmocného =zinku a
roztok redidla (zhruba 50 mM Tris reagentu, zhruba 10 mg/ ml
fenolu, zhruba 32 mg/ml glycerolu a zhruba 30 mg/ml
dihydratu citratu sodného + PH 8,47) byly pfidadny do smési
obou proteinl. pH vysledného roztoku bylo upraveno na zhruba
7,6 (7,58-7,63) pouZitim 1 N HCl nebo 1 N NaOH. Roztok
S upravenym pH byl filtrovan pfes 0,22 mikronovy filtr,
ktery vaZe nizkoproteinové slozky. Do dvou mililitra
filtratu byly pfidany dva mililitry roztoku protaminu ve
vodeé (zhruba 37,5 mg protaminsulfdtu na 100 ml). Precipitat
se vytvofil okamZit& po pridani protaminového roztoku.
Pfipravek byl ponechan stat v klidu p¥i teploté& 25 °cC. Testy
rozpouSténi byly provadén vySe popsanym zpusobem. Za
stejnych podminek se inzulin NPH rozpustil =za =zhruba 6

minut.
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Tabulka 8. Pfiprava nerozpustnych kompozic.
Protein lidsky inzulin
Hmotnost 11,3 11,3 33,6 33,6 16,5
proteinu (mg) ’
Objem 0,1 N HCI |0,57 0,57 1,68 1,68 0,83
Derivatizovany B2%acylovany-1lidsky inzulin
protein
Derivatizujici 2-methyl- 2-ethyl- 4-methyl- 3-methyl- dodekanoyl
skupina hexanoyl hexanoyl oktanoyl dekanoyl
Hmotnost 6,07 6,3 6,12 2,12 6,3
derivatizovanéh
O proteinu
(mg)
Objem 0,3 0,3 0,3 0,1 0,3
0,1 N HC1 (ml)
ml roztoku|{0,10 + 0,10 + 0,10 + 0,30 + 0,10 +
proteinu 0,30 0,30 0,30 0,10 0,30
kombinovaného s
ml roztoku
derivatizovanéh
0 proteinu
ml 0,152 0,152 0,112 0,096 0,152
1000 ppm zinku
ml redidla 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
Tvar krystalu ty¢inkovit [ty&inkovit |mald ty&inkovit [ty&inkovit
y y nepravidel |y y
né
Vytéiek (%) >90 >90 >80
Derivatizovany 74,1 75,5 81,9
protein
v nerozpustné
fazi (%)
Doba 116 236 40
rozpousténi
(min)

(X ]
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Protein lidsky
inzulin
Hmotnost 22,3 22,3 22,3 22,3
proteinu (mg)
Objem 0,1 N HCL [1,12 1,12 1,12 1,12
Derivatizovany B29acylovany-|B29%acylovany- B2%acylovany- B2%acylovany-
protein krdlic¢i prasedi oveéi inzulin [hov&zi
inzulin inzulin inzulin
Derivatizujici oktanoyl oktanoyl hexanoyl hexanoyl
skupina
Hmotnost 6,21 6,07 6,07 6,21
derivatizovanéh
o proteinu (mg)
ml proteinu
roztok
kombinovaného s [0,1 + 0,3 0,1 + 0,3 0,1+ 0,3 0,1 + 0,3
ml roztoku
derivatizovanéh
0 proteinu
ml 0,152 0,152 0,152 0,152
1000 ppm zinku
ml pridaného|1, 6 1,6 1,6 1,6
Yedidla
Tvar krystalu ty&inkovity ty&inkovity malé ty&inkovity
nepravidelné
Vytézek (%) >90 >90 >90 >90
Derivatizovany 74,6 74,7 75,4 75,9
protein v
nerozpustné
fazi (%)
Doba 111 >300 227 >300
rozpou$téni
(min)
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Protein lidsky inzulin
Hmotnost proteinu]33,6 2,4 22,6
(mg)
Objem 0,1 N HC1 1,68 0,1 1,12
Derivatizovany B29acylovany- B2%acylovany- B2%acylovany-
protein Gly(A21),Arg(B31) [lidsky inzulin desThr (B30) -
+Arg (B32) ~analog analog lidského
lidského inzulinu inzulinu
Derivatizujici dekanoyl 1,4-dichlor- oktanoyl
skupina fenyl-thioacetyl
Hmotnost 2,23 5,1 6,06
derivatizovaného
proteinu (mg)
Objem 0,3 0,3
0,1 N HC1 0,1
ml roztoku|0,3 + 0,1 0,1+ 0,3 0,1 + 0,3
proteinu
kombinovaného s
ml
derivatizovaného
roztoku proteinu
ml 1000 ppm zinku [0, 096 0,152 0,152
ml pfidaného |1, 6* 1,6 1,6
fedidla
Tvar krystalu ty¢inkovity malé nepravidelné|[ty&inkovity
krystaly
Vytézek (%) >90 >90 >90
Derivatizovany 20,4 71,8 74,2
protein v
nerozpustné fazi
(%)
Doba rozpoudténi|e63 66 >300

(min)

Sess
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* 2,096 ml 37,5 mg/100 ml protaminsulfdtového roztoku bylo

ptidéno pfed p#idanim redidla. PH bylo upraveno po pfidéni:

fedidla.

Priprava 18

Pfiprava amorfni suspenze

Odmérené mnoZstvi (13,84 mg proteinu) pevného B28-
tetradekanoyl-Lys (B28), Pro (B29) analogu 1lidského inzulinu
bylo rozpudténo v 0,375 ml 0,1 N HCl. Odmé&fené mno¥stvi

zinkového lidského inzulinu (7,40 mg protein) bylo
rozpusténo v 207 mikrolitrech 0,1 N HCl. Alikvot (125 pl)

roztoku inzulinu (obsahujiciho 4,47 mg lidského inzulinu)
bylo ptriddno do roztoku B28—tetradekanoyl-Lys(B28),Pro(B29)—
analogu lidského inzulinu. Byly pfidany objem (180 ul) 1000
ppm zinku a 2,0 ml fedidla (1,6 mg/ml fenolu, 4 mg/ml m-
kresolu, 40 mg/ml glycerolu, 5 mg/ml bezvodého dibazického
fosforec¢nanu, 7,5 mg/ml dihydrdtu fosforeénanu sodného, pPH
7,6). pH byl zvySeno z 5,6 na 8,0 pomoci 100 mikrolitra 1N
NaOH a sniZeno zp&t na 7,59 20 mikrolitry 1IN HCl a 1N NaOH.
Koncentrace B28—tetradekanoyl—Lys(828),Pro(829) analogu
lidského inzulinu byla 4,94 mg/ml a koncentrace lidského
inzulinu byla 1,60 mg/ml. Roztok byl ponechdn prochéazet pres
0,22 mikronovy filtr, ktery véZe nizkoproteinové sloZky a
chlazen pfes noc. Nasledujici rano nebyl v roztoku pEitomen
zadny precipitdt. Do 2,50 ml roztoku bylo pfidéno 2,88 ml
protaminového roztoku (0,75 mg/ml pevného protaminsulfatu
rozpusténého ve vodé&). Amorfni precipitdt se vytvoril po

pridani protaminu.

Po pridani protaminu byla znovu urcena koncentrace B28-
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tetradekanoyl-Lys (B28), Pro (B29) analogu lidského inzulinu a

L]

lidského inzulinu v rozpustneé fdzi. Vzorky pro HPLC analeu'q

byly pfipraven ihned po p¥idani protaminu. Z retend&nich &asua
pikd HPLC analyza ukdzala, Ze  nerozpustny materidl
V suspenzi obsahoval protamin, B28-tetradekanoyl-
Lys(B28),Pro(B29) analog lidského inzulinu a lidsky inzulin.
Koncentrace B28—tetradekanoyl—Lys(B28),Pro(B29) analogu
lidského inzulinu v rozpustné fazi byl 2,30 mg/ml a

koncentrace lidského inzulinu byla 0,74 mg/ml.

Koncentrace B28-tetradekanoyl-Lys (B28), Pro (B29) analogu
lidského inzulinu a lidského inzulinu v okyselenych vzorcich
suspenze, supernatantu a precipitdtu byly uréeny a jsou
uvedeny v nasledujici tabulce. Tyto hodnoty jsou v rozumném
souladu s oCekdvanymi  hodnotami. Koncentrace protaminu

nebyly urcovéany.

Tabulka 9. Priprava nerozpustnych kompozic.

Koncentrace (mg/ml) Hmotnost (%)
Vzorek B28-tetradekanoyl- lidsky

Lys (B28), Pro(B29) inzulin

analog lidského

inzulinu
Suspenze 2,52 0,79 76,2
Supernatant 0,006 0,057 8,9
Precipitét 2,29 0,60 79,2

209
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Pfiprava 19

Pfiprava amorfnich suspenzi

Nasledujici priprava je narys jiného zpusobu, ktery byl
pouzivdn pro pripravu precipitdtd podle p#edloeného
vynalezu. Zpusob byl pouZivan pro pfipravu pfipravkd
amorfnich precipitat® inzulinu z kazdym ze t¥i nésledujicich
derivatizovanych proteint: B29-Neg-oktanoyl-lidsky inzulin;
B29-Ne-nonanoyl-lidsky inzulin; a B28-Ng-oktanoyl-
LysB28, ProB29-analog lidského inzulinu.

Odmérené mnoZstvi pevného derivatizovaného proteinu byl
rozpustén v 3 ml 0,1 N HCl pro vytvofeni roztoku,
obsahujiciho p#ibliZné& 16 mg/ml derivatizovaného proteinu.
Odméfené mnoZstvi zinkovych krystald lidského inzulinu (73
mg, ze kterych 67,17 mg byl protein) bylo rozpusténo v 4,198
ml 0,1 N HCl pro vytvo¥eni roztoku obsahujiciho p#ibliZn& 16
mg/ml  inzulinu. T#i mililitry roztoku derivatizovaného
proteinu a jeden mililitr roztoku inzulinu byly kombinovany
a dikladng smichény. Byly p#idany odm&rené objemy 1000 ppm
roztoku zinku (1,137 ml) a fedidla (16 ml, obsahujiciho na
jeden ml: 1,625 mg fenolu, 4 mg m-kresolu, 40 mg glyceroluy,
5 mg bezvodého dibazického fosfore&nanu sodného, 7,5 mg
dihydratu citratu sodného, pH 7,6). pH bylo upraveno na
zhruba 7,6 (7,58-7,61) pouZzitim roztok 5 N NaOH a 5 N HCI.
Objem pfidany bé&hem Upravy pH byl od 0,11 do 0,12 ml. Roztok
byl filtrovadn pfes 0,22 mikronovy filtr, ktery vaze
nizkoproteinové sloZky a chlazen pfes noc. Nasledujici rano
v roztoku nabyl p¥itomen Zadny precipitdt. Roztok sestaval z
proteinu a derivatizovaného proteinu (hmotnostni pomér

ptibliZné 1:3) a koncentrace celkového proteinu byla

XXX}
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ekvivalentni zhruba 85 jednotkdm na mililitr. Té&sné& pfed

testovanim na kryséach byly zkombinovany stejné objemyﬁ

roztoku a roztoku protaminsulfatu (0,352 mg/ml) a byly
dikladné smiseny. OkamZité& se vytvoril amorfni precipitéat.
Vzorek suspenzniho p¥ipravku obsahujiciho amorfni precipitét
byl okamZité& injektovan testovanym zvifatlm. Po smichani
s protaminem byla koncentrace celkového proteinu zhruba 42,4
jednotek/ml.

Priprava 20
Gly(A21),Arg(B31),Arg(B32)—analogu lidského inzulinu

Gly(A21)Arg(831)Arg(832)—lidsky inzulin byl ziskéan
fermentaci E. coli, ve které Gly(A21)-lidsky proinzulin
prekurzor molekula byl overexprimovan do inkluznich t&lisek.
Cast (94,7 g) inkluznich télisek byla solubilizovana v 500
ml 6 M hydrochloridu guanidinu obsahujicim 0,1 M TRIS, 0,27
pri teplot& okoli. pH bylo rychle sniZeno na 8,8 pomoci 12 N
HCl. Po intenzivnim michani v oteviené nadobé po 45 minut
bylo pH sniZeno na 2,1 pomoci kyseliny fosfore&né a vzorek
byl centrifugovan pfes noc pri teploté& 4 °C. Supernatant byl
dekantovdn a uchovavan pfi teploté 4 °C pro dalsi
zpracovani. Pelet byl reextrahovan s 200 ml dodate¢ného vyse
popsaného roztoku pH 10,5 (viz vySe) a potom centrifugovan
pro dobu 3 hodin p¥i teplot& 4 °C. Tento a dfive ziskany
supernatant byly kaZdy zredé&n 4X pomoci 100 mM fosforednanu
sodného, pH 4, &im? precipitoval produkt a dalsi kyselé
sloZzky. Poté byl precipitat ponechan wusadit se, v&tsina
supernatantu byla dekantovdna a vyhozena. Vysledna suspenze

byla centrifugovana, nasledovala dekantace a vyhozeni
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dalsiho supernatantu, takZe zbyl mokry pelet surového

prekurzoru S-sulfondtu Gly(A21)-1lidského proinzulinu. Pelety\

byly solubilizovédny v 1,5 litrech 7 M deionizované mo&oviny,
PH bylo upraveno na hodnotu 8 pomoci 5 N NaOH a smés byla
michdna po né&kolik hodin pri teplot& 4 °cC. Potomb byla
pridana sul (NaCl) pro dosa¥eni 1 M koncentrace a vzorek byl
vloZen do XAD-7 kolony (14 cm X 20 cm, Toso-Haas,
Montgomeryville, PA), ktera byla pfedtim proplachnuta sm&smi
50% acetonitril/50% 50 mM hydrogenuhli&itan amonny, 10%
acetonitril/90% 50 mM hydrogenuhli&itan amonny a nakonec 7 M
deionizované mocoviny/1M NaCl/20 mM TRIS, pH 8. Jakmile byla
kolona naplnéna, bylo do ni pumpovédno 4,5 1litra 7 M
deionizované mo&oviny/l M NaCl/20 mM TRIS, pH 8 roztok,
ndsledovanych 2,8 litry 50 mM hydrogenuhlié&itanu amonného/1
M NaCl a 6,5 litry 50 mM hydrogenuhlid¢itanu amonného. Kolona
byla vymyvéna linedrnim gradientem acetonitrilu v 50 mM
hydrogenuhliditanu amonného, zatimco vymyvany produkt byl
monitorovan pomoci UV PEi 280 nm. Hledany pik, konkrétné
¢astecné& purifikovany prekurzor S-sulfonatu Gly(A21)-
lidského proinzulinu, byl  shromaZdén, lyofilizovan a
podroben  nésledujici procedutre tvarovani a vytvafeni
disulfidovych vazeb. Davka (5,4 g) prekurzoru byla
rozpusténa ve 3 litrech 20 mM glycinu, pH 10,5, 4 °C. Potom
bylo za michani p¥idano 15 ml 240 mM cysteinu HC1l, udrZujice
PH na 10,5 a teplotu na 4 °C. Reaké&éni roztok byl mirné
michan pfi teplot& 4 °C po dobu 27 hodin a potom byla reakce
zastavena sniZenim pH na 3,1 pfidanim kyseliny fosfored&né.
Byl pfidan acetonitril (155 ml) a roztok byl potom vloZen do
5 x 25 cm C4 kolony s obracenymi fazemi, ktera byla
proplachnuta smési 60% acetonitril/40% voda/0,1t TFA a

ekvilibrovdna v 10% acetonitrilu/90% vodé/0,1% TFA. Jakmile
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byla kolona naplnéna, byl do ni napumpovan 1 1litr smési

17,5% acetonitril/82,5% voda/0,1% TFA, potom byla vymyvana

linearnim gradientem acetonitrilu v 0,1% TFA za monitorovani
pfi 280 nm. Zvolené frakce byly shromidZdény a lyofilizovany,
pticemZz bylo ziskano 714 mg. Pro pFfemé&nu proinzuliﬁového
prekurzoru na poZadovany inzulinovy analog bylo 697 mg
prekurzoru Gly(A21) lidského proinzulinu rozpuité&no v 70 ml
50 mM hydrogenuhli&itanu amonného, potom ochlazeno na 4 °c,
pH 8,3. Byla ptridana davka (0,14 ml) 1 mg/ml roztoku
praseciho trypsinu (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) v
0,01 N HCl do vzorku roztoku, ktery byl jemn& michan pri
teploté 4 °C po dobu zhruba 24 hodin. Pak bylo p#idano
dalsich 0,14 ml trypsinového roztoku do reakéniho roztoku,
ktery byl potom michan po dodate¢nych 21 hodin a 45 minut.
Reakce byla zastavena sniZenim PH na 3,2 pfidanim 0,7 ml
ledové kyseliny octové a 0,3 ml kyseliny fosfore&né. Ziskany
vzorek roztoku Gly (A21)Arg(B31)Arg(B32)-1lidského inzulinu
z reakce trypsinového $tépeni byl zfedén 4X smési 30%
acetonitril/70% 50 mM kyselina octové, pH 3,1 a vloZen do
kationtomé&ni&ové kolony 1 x 30 cm S HyperD F (Biosepra,
Marlborough, MA) do které bylo pfredem napumpovédno 30%
acetonitrilu/70% 50 mM kyseliny octové/500 mM NaCl, pH 3,3 a
kterd byla ekvilibrovdna v 30% acetonitrilu/70% 50 mM
kyseliné octové. Po naplnéni bylo do kolony napumpovano
zhruba 50 ml smé&si 30% acetonitril/70% 50 mM kyselina
octové, potom byla vymyvdna linearnim gradientem NaCl v 30%
acetonitrilu/50 mM kyseliné octové za monitorovani
vymyvaného produktu p#i 276 nm. Zvolené frakce obsahujici
Gly(AZl)Arg(B3l)Arg(B32)—lidsky inzulin byly sebréiny,
zfedény 3X purifikovanou vodou a vloZeny do kolony

s obracenymi fazemi 2,2 x 25 cm C4 (Vydac, Hesperia, CA)

ases
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pfedem naplnéné sm&si 60% acetonitril/40% voda/0,1% TFA a

potom 10% acetonitril/90% voda/0,1% TFA. Po naplné&ni bylo do

kolony pumpovéno zhruba 200 ml sm&si 10% acetonitril/90%
voda/0,1% TFA, potom byla vymyvédna linearnim gradientem
acetonitrilu v 0,1% TFA. Zvolené frakce byly sebrany a
lyofilizovadny a tim bylo ziskéno 101 mg. Analytickd HPLC
prokdzala <&istotu vét3i neZ 95% u hlavniho piku. Analyza
purifikovaného proteinu elektrosprejovou hmotovou
spektroskopii (ESMS) wurd&ila molekulovou hmotnost 6062, 9
(teorie 6063,0).

Priprava 21
Des (B30)~-1idsky inzulin

Des (B30) -lidsky inzulin byl pripraven z lidského proinzulinu
Fiznou trypsinovou hydrolyzou. Davka (2 q) lidského
proinzulinu, ktery byl vytvoFen biologickou syntézou v
rekombinantni E. coli a purifikovan obvyklymi zplsoby
[Frank, B. H. a kol., v PEPTIDES: Synthesis~Structure-
Function. Proceedings of the Seventh American Peptide
Symposium, Rich, D. H. a Gross, E. (editotri), Pierce
Chemical Company, Rockford, str. 729-738, 1981; také viz
Frank, B. H., U. S. patent &. 4,430,266, vydany 7. unora
1984; ob& citace dsou zahrnuty jako reference] byla
rozpuSténa v 400 ml 0,1 M, pH 7,5 HEPES pufru. Po pfidani 8
ml 1 M CaCl, (ve vodé&) a Upravé pH na 7,5 pomoci 5 N NaOH
byly 2 ml 10 mg/ml roztoku prase&iho trypsinu (Sigma) v 0,01
N HCl preneseny do vzorku roztoku =za mirného michani.
Reakéni roztok byl ponechdn za michéani pfi teploté& okoli po
dobu 2 hodin a 42 minut a po uplynuti této doby byl ptrenesen

do prostfedi s 37 °C za ob&asného michani. Po uplynuti 1
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hodiny a 45 minut pf#i teplot& 37 °C byla enzymaticka reakce

zastavena sniZenim pH na 3,0 pomoci kyseliny fosforedné a

sniZeni teploty na 4 °C pro skladovani. Nasledn& byla
teplota roztoku zvy3ena na teplotu okoli a roztok byl z¥edé&n
pomoci 50 ml acetonitrilu a potom na konedny objem 500 ml
purifikovanou vodou, potom byl vloZen do 2,5 x 58 cm CG-161
(Toso-Haas) kolony, ktera byla pfedtim proplachnuta 1
objemem kolony 40% acetonitrilu/60% 0,1 M siranu amonného,
PH 2,5 a 2 objemy kolony 10% acetonitrilu/90% 0,1 M siranu
amonného, pH 2,5. Jakmile byla kolona naplnéna, byl do ni
napumpovan 1 objem kolony 10% acetonitrilu/90% 0,1 M siranu
amonného, pH 2,5. Kolona byla vymyvédna linedrnim gradientem
acetonitrilu v 0,1 M siranu amonném, pH 2,5, pri
monitorovani vymyvaného produktu pfi 276 nm. Hledany pik,
Castefné purifikovany des (B30)-lidsky inzulin byl ziskén
sebranim zvolené frakce. Tento vzorek Castecné
purifikovaného des(B30)-lidského inzulinu byl zredén na 1,28
litrd purifikovanou vodou, PH 3,5 a vloZen do
kationtoménicové kolony 1 x 29 cm S HyperD F (Biosepra)
pfedem naplnéné 1 objemem kolony 30% acetonitrilu/70% 0,1%
TFA/0,5 M NaCl, pH 1,9 a 2 objemy kolony 30%
acetonitrilu/70% 0,1% TFA, pH 2,3. Po naplnéni byla kolona
naplnéna 1 objemem kolony 30% acetonitrilu/70% 0,1% TFA, pH
2,3, potom vymyvdna linedrnim gradientem NaCl v 30%
acetonitrilu/70% 0,1% TFA, pH 1,9 aZ 2,3, zatimco vymyvany
produkt byl monitorovdn p¥i 276 nm. Zvolené frakce
obsahujici purifikovany des (B30) -lidsky inzulin byly
sebrany, zfedény 2,5X purifikovanou vodou a vloZeny do
kolony 35-c.c. CS SepPak (Waters, Milford, MA), predem
Cisténé a upravené 2 objemy kolony acetonitrilu, 2 objemy

kolony smeési 60% acetonitril/40% 0,1% TFA a 2 objemy kolony




- 126 - X .e . X [X]

smési 10% acetonitril/90% 0,1% TFA. Po naplnéni kolony

SepPak byla tato proplachnuta 3 objemy kolony smési 10%\

acetonitril/90% 0,1% TFA a potom vymyvana 2 objemy kolony
smési 60% acetonitril/40% 0,1% TFA. Lyofilizovany vymyty
produkt dal 500 mg. Analytickd HPLC ukazala hlavni pik
s vice neZ 95%. Elektrosprejovid hmotova spektroskopie (ESMS)
purifikovaného proteinu ukadzala molekulovou hmotnost 5706, 5
(teorie 5707).

Pfriprava 22

Kralidi inzulin

Krali¢i inzulin byl p#ipraven jak je popsdno v Chance, R. E.
a kol. [Proinsulin, 1Insulin, C-Peptide, Baba, S. a kol.
(Edito¥i), Excerpta Medica, Amsterdam-Oxford, str. 99-105
(1979)1.

Ptiprava 23

Asp (B28) -analog lidského inzulinu

Asp(B28)-lidsky inzulin byl p#ipraven a purifikovan v zisadé
postupem podle pfikladhd 31 a 32 v Chance, R. E. a kol. (U.
S. patent &. 5,700,662, vydany 23. prosince 1997); citace je
zde vyslovné& uvedena jako reference. Des (B23-30) -lidsky
inzulin [Bromer, W. W. a Chance, R. E., Biochim. Biophys.
Acta, 133:219-223 (1967), kterd Jje zde zahrnuta jako
reference] a synteticky oktapeptid Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Asp-
Lys(Tfa)-Thr byly kondenzovany pouzZzitim trypsinové
podporované semisyntézy, purifikovany gelovou filtraci a
HPLC s obr&cenymi  fézemi, zpracovavany 15% hydroxidem

amonnym (objemové) po dobu &ty¥ hodin pti teploté& okoli pro

LEX ¥ ]
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odstranéni trifluoracetatu (Tfa) blokujiciho skupinu
Lys(B29), purifikovany HPLC s obracenymi fazemi a
lyofilizovany.

P¥iprava 24

Syntézy derivatizovanych proteint

Nasledujici text je nad&rt syntézy jistych derivatizovanych
proteint, pouzZivanych pro pfipravu precipitath a
mikrokrystald podle p#edloZeného vyndlezu. Text by m&l byt

¢ten spolu s daty v Tabulce 10 uvedené nize.

Odmérené mnoZstvi purifikovaného inzulinu nebo inzulinového
analogu bylo rozpu3té&no v odm&Feném objemu dimethylsulfoxidu
(DMSO) za michéani. Potom byl pfidédn odm&feny objem
hydrochloridu tetramethylguanidinu (TMG) a roztok byl
dikladn& promichén. V oddélené nadobé bylo rozpusténo
odméfené mnoZstvi N-acyl-sukcinimidu (NAS) v odmé&feném
objemu DMSO. Odm&¥eny objem druhého roztoku byl pfridén do
prvniho roztoku. Reakce byla provadé&na p#i teplot& okoli a
postup reakce byl monitorovéan analyzou vzorkll reakéni smési
pouZitim HPLC. Reakce byla zastavena odméfenym objemem

ethanolaminu a potom okyselenim na pH 2-3.

Reakéni smés byla potom podrobena purifikaci pouZitim
samotné chromatografie s obracenymi fazemi nebo pouzitim
kombinace kationtoménicové chromatografie nasledované
chromatografii s obracenymi fazemi. Purifikace
chromatografii s obracenymi fazemi byla provadéna pouZitim
systému FPLC (Pharmacia) s UV detekci pfi 214 nm nebo pfi
280 nm, frakénim kolektorem, 2,2 x 25 cm nebo 5 x 30 cm C18
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kolonou, pratokem 2,5 nebo 5 ml/min pfi teploté& okoli.

Kapalné féaze byly sm&si Roztoku A [10,1% trifluroctova |

kyselina (TFA) ve smé&si 10:50 acetonitril:voda (obj.:obj.)]
a Roztoku B [0,1% trifluroctova kyselina (TFA) ve smé&si
70:30 acetonitril:voda (obj.:0bj.)], které byly vhodﬁé pro
vymyvani separaci hledanych 1latek. Typicky byla kolona
ekvilibrovédna a pln&na 100% Roztokem A. Potom byl linedrni
gradient do jisté &A&sti Roztoku B pouzit pro odpovidajici
separaci reakénich produkti. Frakce obsahujici produkt byly
shromaZdény. Obmény purifika&nich metod spadaji do obvyklych

znalosti v oboru.

Tabulka 10 uvedend niZe podavéa experimentdlni data, ziskana
podle nastinu zpusobu uvedeného vySe, pro syntézu
derivatizovanych proteinti, které byly pouZity pro pripravu
riznych provedeni pfedloZeného vynalezu. Vychozi proteiny
byly pripraveny jak je popsano vySe nebo obvyklymi zplsoby.
Pro ziskdni vysoce &istych vychozich proteinli pro syntézy
uvedené dale byly pouZity konvenéni purifikaéni zplhsoby.
Syntéza inzulinu, inzulinovych analogl a proinzulinu spada
do bé&Znych postupll v oboru a mie byt dosaZena pouZitim
rekombinantni exprese, semisyntézy nebo syntéza v pevné fazi
a nasledujici kombinaci Fet&zc. Purifikace syntetizovanych
proteind na ¢istotu pot¥ebnou pro pripravu derivatnh
pouZitych podle predloZeného vynalezu se provadi konvené&nimi

purifikaénimi technikami.

Molekulovd hmotnost purifikovaného derivatu byl potvrzena
hmotovou spektrometrii, konkrétné elektrosprejovou hmotovou
analyzou (ESMS). Urceni acylaéniho mista bylo zaloZeno bud

na chromatografické analyze ("HPLC") nebo na N-termindlni

*0
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analyze ("N-termin&lni") nebo na obou.

Tabulka 10. Souhrn syntézy riznych derivatizovanych

proteini.

Vychozi protein lidsky lidsky lidsky
inzulin inzulin inzulin

Hmotnost proteinu(141,3 1,080 120

(mg)

DMSO (ml) 42 30 36

TMG (pl) 30,5 233 25,9

NAS acylac¢ni |n-hexanoyl n-oktanoyl n-dodekanoyl

retézec

Hmotnost NAS (mg) 7,76 85,7 9,22

Objem DMSO (ml) 1,0 1,0 0,701

Objem pridaného NAS|0,494 0,785 0,701

roztoku (ml)

Doba reakce (min) 40 105 40

Objem ethanolaminul20 100 120

(1)

Celkovy vytézek (%) |40 33 36

Mol. hmot. [5906,0 5933, 3 5990,0

(theorie)

Mol. hmot. (ESMS) 5906, 8 5933,9 5990.0

HPLC cistota (%) 96 94 98

Acylaéni misto|ng Ne Ng

(HPLC)

Acyla¢ni misto (N-|pg Ng Ne

termindlni)
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Vychozi protein lidsky lidsky lidsky

inzulin inzulin inzulin
Hmotnost proteinu|194 2040 2050
(mg)
DMSO (ml) 60 62 58
TMG (pl) 41,9 441 443
NAS acylac¢ni|n-tetra- n-butyryl n-hexanoyl
retézec dekanoyl
Hmotnost NAS (mg) 23,4 269,3 209
Objem DMSO (ml) 1,0 1,0 2,0
Objem pridaného NAS|0,756 0,29 1,44
roztoku (ml)
Doba reakce (min) 20 30 30
Objem ethanolaminul5 100 100
(pl)
Celkovy vyté&Zek (%) |45 27%* 22
Mol. hmot. [6018,1 5877, 8 5905, 9
(theorie)
Mol. hmot. (ESMS) 6018, 2 5877,8 5906, 0
HPLC ¢&istota (%) 98 94 93
Acylacéni misto|ng Neg Ne
(HPLC)
Acylaéni misto (N-|yg Ne Ng
termindlni)

* purifikace zahrnovala nejprve HPLC s obréacenymi fazemi,

potom kationtoménicdovou HPLC, potom HPLC s obracenymi fazemi
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Dale né&sleduje nastin syntézy dodateénych derivatizovanYch"

proteinu. Nastin by m&l byt &ten spolu s daty v Tabulce 11
uvedené dale, se kterymi dava Uplny popis syntetickych
schémat. Odmérend davka purifikovaného inzulinu . nebo
inzulinového analogu byla rozpusténa Jjeho p¥ridénim do
odméreného objemu 50 mM kyseliny borité, pH 2,57. Odméreny
objem acetonitrilu, stejny jako objem roztoku kyseliny
borité byl potom pomalu p¥idan za michani. "Objem
rozpoustédla" je soucet objema kyseliny borité a
acetonitrilu. pH roztoku bylo upraveno na hodnotu mezi 10,2
a 10,5 pouZitim NaOH. V odd&lené nadobé& bylo rozpudténo
odméfené mnoZstvi N-acyl-sukcinimidu ("NAS") v odmé&¥feném
objemu DMSO. Odmé&feny objem druhého roztoku byl pridan do
prvniho roztoku. Reakce byla provadé&na pri teploté okoli, pH
bylo udrZovéno nad 10,2 jak bylo nutné a postup reakce byl
monitorovan analyzou vzorkl reak&ni smési pouzitim HPLC.
Reakce byla zastavena okyselenim na pH 2-3. Reak&ni smés
byla potom podrobena purifikaci pouZitim chromatografie s

obracenymi fazemi, jak je popsano vySe.

Tabulka 11 prind3i experimentalni data, ziskanad vyse
uvedenym zpusobem, pro syntézu derivatizovanych proteint,
které byly pouzZity pro pfipravu raznych provedeni
ptedloZeného vynadlezu. Molekulovd hmotnost purifikovaného
derivdtu byl potvrzena hmotovou spektrometrii, konkrétné
elektrosprejovou hmotovou analyzou (ESMS). Ur&eni acyla&niho
mista bylo zaloZeno bud na chromatografické analyze ("HPLC")

nebo na N-termindlni analyze ("N-termindlni") nebo na obou.

Tabulka 11. Prehled syntézy  rlznych derivatizovanych

Sond
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proteint.
Vychozi protein lidsky lidsky lidsky

- [inzulin inzulin inzulin
Hmotnost proteinu(2170 2420 2250 h
(mg)
Rozpoustédlo (ml) 200 240 200
NAS acylalni retézec|n-butyryl n-pentanoyl |n-oktanoyl
Hmotnost N-acyl-|{108,7 1155 173
sukcinimidu (mg)
Objem DMSO (ml) 1,0 5 1,0
Objem pridaného NAS|0, 955 0,719 0,81
roztoku (ml)
Doba reakce (min) 40 40 40
Celkovy vyté&Zek (%) [25 12 37
Mol. hmot. (theorie) |5877,8 5891, 8 5933, 9
Mol. hmot. (ESMS) 5877,7 5891, 9 5933,8
HPLC &istota (%) 96 95 96
Acylac¢ni misto|ng Ng Ng
(HPLC)
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Vychozi protein lidsky lidsky lidsky
inzulin inzulin inzulin

Hmotnost proteinu(1960 2750 1040

(mg)

Rozpoudtédlo (ml) 200 200 200

NAS acylac¢ni fetézec [n-nonanoyl n-dodekanoyl |n-tetra-

dekanoyl

Hmotnost N-acyl-|145,8 19,9 10,3

succinimidu (mg)

Objem DMSO (ml) 1,0 1,0 1,0

Objem pridaného NAS]|0,887 0,771 0,885

roztoku (ml)

Doba reakce (min) 40 30 35

Celkovy vyté&Zek (%) |35 14 39

Mol. hmot. (theorie) [5947,9 5990,0 6018,1

Mol. hmot. (ESMS) 5948,1 5989, 9 6018, 1

HPLC ¢&istota (%) 94 93 94

Acylacni misto|ng Ng Ne

(HPLC)
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Vychozi protein ov€i inzulin |hovézi prasedi

inzulin inzulin
Hmotnost proteinu|312 275 200
(mg)
Rozpoustédlo (ml) 100 100 100
NAS acylacéni Petézec n-hexanoyl n-hexanoyl n-oktanoyl
Hmotnost N-acyl-|(27,2 19,9 16,4
succinimidu (mg)
Objem DMSO (ml) 1,0 1,0 1,0
Objem pridaného NAS|O0, 644 0,771 0,764
roztoku (ml)
Doba reakce (min) 45 30 82
Celkovy vytéZek (%) [31 50 41
Mol. hmot. (theorie) [5801,7 5831, 8 5903, 9
Mol. hmot. (ESMS) 5801,8 5831,7 5903, 9
HPLC cistota (%) 96 96 96
Acylaéni misto|ng Ng Ne

(HPLC)

.
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Vychozi protein krdlici des (B30) - AspB28-
inzulin lidsky lidsky
inzulin inzuliq
Hmotnost proteinu{211, 4 205, 3 132,3
(mg)
Rozpoustédlo (ml) 100 20 20
NAS acylacéni fetézec n-oktanoyl n-oktanoyl n-oktanoyl
Hmotnost N-acyl-|16,8 21,5 11,5
succinimidu (mg)
Objem DMSO (ml) 1,0 0,5 1,0
Objem pridaného NAS|0,786 0,303 0,715
roztoku (ml)
Doba reakce (min) 57 40 85
Celkovy vytéZek (%) |39 47 32
Mol. hmot. (theorie) [5919,9 5833,6 5951, 9
Mol. hmot. (ESMS) 5920,0 5832,7 5952, 2
HPLC ¢&istota (%) 95 96 94
Acyladni misto|ng Ne Ng

(HPLC)

asee
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Vychozi protein GlyA21,ArgB3 [lidsky des (B27) -
1,ArgB32- inzulin analog
analog lidského
lidského inzuliﬂu
inzulinu

Hmotnost proteinu| 86,2 134,8 44,8

(mg)

Rozpoustédlo (ml) 10 20 7

NAS acylaé&ni Ffetézec n-oktanoyl 2-metnyl- n-oktanoyl

hexanoyl

Hmotnost N-acyl-[22,4 749 3,6

succinimidu (mg)

Objem DMSO (ml) 0,5 4,93* 1,0

Objem ptridaného NAS[0,115 0,052 0,993

roztoku (ml)

Doba reakce (min) 40 45 40

Celkovy vyté&Zek (%) [45 45 53

Mol. hmot. (theorie) 6189, 2 5919, 9 5832, 8

Mol. hmot. (ESMS) 6189, 2 5919, 9 5832, 9

HPLC &istota (%) 97 96 93

Acylac¢ni misto|png Ne Ng

(HPLC)

* RozpuStén v acetonitrilu namisto v DMSO.
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Vychozi protein lidsky lidsky lidsky
inzulin inzulin inzulin
Hmotnost proteinu{l160 147,7 2080
(mg)
Rozpoustédlo (ml) 20 20 200
NAS acylalni retézec|4-methyl- 3-metnyl- n-oktanoyl
oktanoyl dekanoyl
Hmotnost N-acyl-{715 22,5 146,7
succinimidu (mg)
Objem DMSO (ml) 4,97* 1,0* 1,0*
Objem pridaného NAS|0,0734 0,609 0,884
roztoku (ml)
Doba reakce (min) 60 45 40
Celkovy vyté&Zek (%) |54 38 5, 3%*
Mol. hmot. (theorie) [5947,9 5976,0 6060, 1
Mol. hmot. (MS) *** 15947,8 5976, 2 6060,5
HPLC cCistota (%) 96 96 92
Acylacdni misto|ng Ng Al-Nao, Ne
(HPLC)

* RozpuStén v acetonitrilu namisto v DMSO.

** VytézZek derivatu Al-No, B29-Ne~diacyl-lidského inzulinu

*** Urleno matricové podporovanou laserovou desorpéni
ionizaéni (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization -
MALDI) hmotovou spektroskopii namisto elektrosprejové

hmotové spektroskopie
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Vychozi protein des (B30) - lidsky lidsky
analog inzulin inzulin
lidského
inzulinu
Hmotnost proteinu|205, 3 1960 2110
(mg)
Rozpoustédlo (ml) 20 200 200
NAS acylacni fFeté&zec n-oktanoyl n-nonanoyl n-dekanoyl
Hmotnost N-acyl-|21,5 145,8 150,5
succinimidu (mg)
Objem DMSO (ml) 0,5 1,0 1,0
Objem pridaného NAS[0, 089 0,0887 0975
roztoku (ml)
Doba reakce (min) 40 40 60
Celkovy vytézZek (%) [11,0 11,5 11,1
Mol. hmot. (theorie) 5959,5 6088, 2 6116, 2
Mol. hmot. (MS) 5959, 3 6088, 3 6116,4
HPLC cCistota (%) 96 92 92
Acylaéni misto|al-Na, Ne Al-No, Ne Al-No, Ne
(HPLC)
Dale nasleduje obecny nastin syntetického schématu
dodateénych derivatizovanych proteint. V konkrétnich

instancich by n&stin m&l byt &ten spolu s daty v Tabulce 12
dale,

pro

uvedené se kterymi davad uUplny popis syntetickych

schémat konkrétni derivatizované proteiny. Odmé&rené

mnozstvi purifikovaného inzulinu nebo inzulinového analogu
bylo rozpusténo jeho p#idanim do odm&Feného objemu DMSO. pH

roztoku bylo upraveno 10 ekvivalenty tetramethylguanidinu.
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V oddélené nadobé bylo odmé&¥ené mno¥stvi N-acyl-sukcinimidu

("NAS") rozpuSténo v odméfeném objemu DMSO. Odm&feny objem

druhého roztoku byl p#idan do prvniho roztoku pro =ziskani
1,9-nadsobného molarniho ptebytku N-acyl-succinimidu. Reakce
byla provadéna p¥i teplot& okoli a postup reakcé byl
monitorovadn analyzou vzorkl reakéni smési pouZzitim HPLC.
Reakce byla zastavena 20 mikrolitry ethanolaminu, smés byla
ochlazena v lazni led/voda a z¥Fedé&na 2,1-kradt pomoci 0,1N
HCl. Reakéni smés byla potom vystavena desalifikaci v
chromatografické koloné S obracenymi fazemi pouzitim
nasledujiciho protokolu:
1) kolona byl navlh&ena 100% acetonitrilem, potom byla
promyvana pouZitim t#i nebo &tyf¥ objeml kolony smé&si
0,1% TFA/70% acetonitril (Pufr B); a nakonec byla
promyvana pouZitim &ty¥ az péti objemld kolony smési
0,1% TFA/10% acetonitril (Pufr A);
2) byly vloZeny z¥ed&né reakéni sm&si a kolona byla znovu
promyvana péti aZ 3esti objemy kolony Pufru A; a
3) derivatizovany protein byl vymyvan prichodem pé&ti az
Sesti objemd kolony Pufru B kolonou. Kapalina
shromdZzdénd v prib&hu vymyvani byla zmrazena a potom
lyofilizovéna. Lyofilizovany surovy produkt (86,1 mg)
byl potom  podroben opétné purifikaci pouZitim
chromatografie s obracenymi féazemi, jak je popsano

vySe.

Tabulka 12 pfrind3i experimentalni data, ziskand vyse
uvedenym zptsobem, pro syntézu derivatizovanych proteint,
které byly pouZity pro pfipravu riznych provedeni
pfedloZeného vyndlezu. Molekulovd hmotnost purifikovaného

derivatu byl potvrzena hmotovou spektrometrii, konkrétné
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elektrosprejovou hmotovou analyzou (ESMS).

UrCeni acylaé&niho

mista bylo zaloZeno bud na chromatografické analeeﬁ‘

("HPLC") .

Tabulka 12. Pfehled syntézy raznych derivatizo&anYch

proteinu.

Vychozi protein lidsky inzulin

Hmotnost proteinu (mg) 179

DMSO pro rozpusténi lidského|20

inzulinu (ml)

NAS acylacni Feté&zec 1,4-dichlorofenylthio-
acetyl

Hmotnost N-acyl-succinimidu (mg) 30

Objem DMSO (ml) 1,0

Objem pridaného NAS roztoku (ml) 0,412

Doba reakce (min) 50

Celkovy vytéZek (%) 32,2*

Mol. hmot. (theorie) 6026,78

Mol. hmot. (ESMS) 6026, 9

HPLC c¢istota (%) 96

Acylac¢ni misto (HPLC) Ne

* VytéZek vypodteny na zdkladé hmotnosti desalifikovaného a

lyofilizovaného surového produktu.
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Pokus 1

Doba plisobeni kokrystallli u psu

Doba plsobeni tfi kokrystalickych kompozic podle
pfedloZeného vyndlezu byla urdena u normalnich psﬁ,. kte¥i
dostavali konstantni infazi somatostatinu pro vytvofeni
pf¥echodného diabetického stavu. Prvni kokrystalicky
pripravek, obsahujici 1lidsky inzulin a B29-Neg-oktanoyl-
lidsky inzulin, byl pripraven v zasad& jak je popsano pro
Pfipravek D v Pfipravé 16 vySe a byl podadvadn podkoZn& v
dadvce 3 nmol/kg ("8753"). Druhy kokrystalicky pripravek,
obsahujici 1lidsky inzulin a B29-Neg-oktanoyl-lidsky inzulin,
byl pfipraven jak je popsdno pro Pfipravek D v Pripravé 16
vySe a byl podavany podkozZné& v davce 2,5 nmol/kg ("8152,5").
Nakonec treti kokrystalicky pfripravek, obsahujici lidsky
inzulin a B29-Ng-dekanoyl-lidsky inzulin, byl p¥fipraven jak
je popsadno v Pripravé 14 vyde a byl podavany podkoZn& v
davce 2,5 nmol/kg ("10252,5"). Data byla porovnavana s daty
ziskanymi pfi stejném zplsobu podavani Humulinu N (2,0
nmol/kg "NPH"), hové&ziho/prase&iho Ultralente inzulinu (3

nmol/kg, "BP-UL") a solného roztoku.

Pokusy byly provadény u chronicky kanylovanych samc a samic
psG beagle (Marshall Farms, North Rose, NY) o hmotnosti 10-
17 kg bez narkdézy a po hladovéni pfes noc. Alespon deset dni
pred provadénim studie byla zvirata anesteziovéana
isofluranem (Anaquest, Madison, WI) a silikonové katetry,
pripojené k vaskuldrnim p#istupovym port@m (V-A-P™, Access
Technologies, Norfolk Medical, Skokie, IL) byly vloZeny do
femoralni tepny a femordlni cévy. Katetry byly naplnény

roztokem glycerol/heparin (3:1, objemové; koneéné

"sewr
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koncentrace heparinu 250 KIU/ml; glycerol od Sigma Chemical

[ X L RJ

Co., St. Louis, MO a heparin od Elkins-Sinn, Inc., Cherryi

Hill, NJ) pro zabrénéni okluze katetru a zranéni byla
uzavfena. Kefzol (Eli Lilly & Co., Indianapolis, IN) byl
podavan pre-operativné& (20 mg/kg, IV a 20 mg/kg, I.M.) a
Keflex byl podavan post-operativné (250 mg, p.o. Jjednou
denné& po sedm dni) pro prevenci infekci. Torbugesic (1,5
mg/kg, I.M.) byl podadvdn post-operativné pro zmirnéni
bolesti.

Krev byla odebrana tésné p¥fed studii pro urceni zdravotniho
stavu zvifete. Pouze zviFata s hematokrity nad 38% a poctem
leukocytu pod 16000/mm> byla pouZita v pokusu (hematologicky
analyzator: Cell-Dyn 900, Sequoia-Turner, Mountain View,
CA).

Rano v den pokusu byly pouZity porty (Access Technologies,
Norfolk Medical, Skokie, IL); obsahy katetrld byly odséaty:;
katetry byly proplachnuty solnym roztokem (Baxter Healthcare
Corp., Deerfield, IL); pes byl umistén do klece; a extenzni
linky (chrdné&né pomoci pfipojeni z nerezové oceli a
pripojené k oto¢nému systému [Instech Laboratories, Plymouth

Meeting, PA] ) byly pfipojeny k link&m portu.

Pslim bylo ponechano alesponnl 10 minut na aklimatizaci na
prostfedi klece pfed odebranim vzorku krve z artérie, ktery
byl odebradn pro urc¢eni na la¢no koncentraci inzulinu,
glukézy a glukagonu (doba = =30 minut). V tento okamZik
zapo&ala kontinudlni IV infize cyklického somatostatinu
(0,65 npg/kg/min; BACHEM California, Torrance, CA), ktera

pokratovala po néasledujicich 30,5 hodin. Tficet minut po

FX X R ]

(R 2]
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zapoceti infaze (doba = 0 minut), byl odebrain vzorek

arteridlni krve a podkoZni jednorazova injekce testované

latky nebo vehikula byla injektovana do dorsdlni &&sti krku.
Vzorky arteridlni krve byly odebirany kazdé 3 hodiny poté
pro urcéeni koncentraci glukézy v plasm& a koncentraci
inzulinu a kaZdych 6 hodin pro urceni koncentraci glukagonu

v plasm&. Celd studie trvala 30 hodin.

Vzorky arteridlni krve byly uchovadvany ve vakuovych
trubicich pro odbé&r krve, obsahujicich disodny EDTA (Terumo
Medical Corp., Elkton, ND) a byly okamZite uloZeny na led.
Cast krevniho vzorku (1,5 ml) byla pfenesena do
polypropylenové trubice, obsahujici 40 pl aprotininu (10,000
KIU/ml; Trasylol, Miles, Inc., Diagnostics Division,
Kankakee, IL) jako p#iprava pro urceni koncentrace glukagonu
v plasmé. Vzorky byly centrifugovadny a vysledna plasma byla
pfrenesena do polypropylenovych testovacich trubici a

uchovidvdna na ledu po dobu trvani studie.

Koncentrace glukézy v plasmé& byly urceny v den studie
pouZitim glukéza oxidazy S komerénim glukézovym
analyzatorem. Vzorky pro dalsi testy byly uchovavany pri
teploté -80 °C a% do okamZiku analyzy. Koncentrace inzulinu
byly urceny pouZitim dvojitého protilatkového
radioimunologického testu. Koncentrace glukagonu byly urcéeny
pouzZitim a radioimunologické Soupravy (LINCO Research, Inc.,
St. Charles, MO).

Na zavér pokusu byly katetry proplachnuty d&erstvym solnym
roztokem, oSetfeny Kefzolem (20 mg/kg) a naplnény smési

glycerol/heparin; antibiotikum (Keflex; 250 mg) bylo
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podavano p.o. Pro minimalizaci poltu zvifrat a Pro umozZnéni

parovani v databazi, pokud to bylo moZné, byla zvirata

pouZita vicenasobns&. Opakované pokusy se zvifaty byly

provadény minimdlné s tydennim odstupem.

1:3 kokrystal 1lidského inzulinu a B29-Ne-oktanoyl-lidského
inzulinu m&ly dobu plsobeni o 9 hodin del3i neZ NPH lidsky
inzulin (24 hodin proti 15 hodinédm) u vy388i davky (8753) a
dobu pusobeni o 6 hodin del3i neZ NPH lidsky inzulin (21
hodin proti 15 hodindm) u nizsi davky (8752,5). Doba
pisobeni byla ur&ena statistickym porovnanim stfedni hladiny
glukdédzy se stredni hladinou u kontrolni skupiny (solny
roztok). Profily glukézy pro 1:3 kokrystaly pfipravkn
lidského inzulinu a B29-Ne-oktanoyl-lidského inzulinu byly
bliZe o&ekavanému profilu bazdlniho inzulinu nes byl profil
pro NPH-lidsky inzulin. 1:3 kokrystaly mély také vyssi
aktivitu a vice %&douci profil glukézy ne? tomu bylo u
hovéziho/prase&iho Ultralente inzulinu. Redukce glukézy v
krvi ve srovnidni s kontrolni skupinou (solny roztok),
zplisobeni kokrystalickymi pifipravky, pretrvavala déle nez
redukce zpUsobena timto hovézim/prase&im Ultralente

inzulinemn.

3:1 kokrystalicky pfipravek 1lidského inzulinu a B29-Ng-
dekanoyl-lidského inzulinu (10252,5) mé&l dobu plsobeni o 9
hodin delsi neZ NPH lidsky inzulin (24 hodin proti 15
hodinam). Rozdil byl statisticky vyznamny (p<0,05). U
stejnych zvirat m&1 3:1 kokrystalicky pfipravek lidského
inzulinu a B29-Ne-dekanoyl-lidského inzulinu (2,5 nmol/kg,
SC) dobu pusobeni o 6 hodin del$i neZ Humulin U nebo hovézi

U pfipravky (24 hodin proti 18 hodinam). rozdily byly také
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statisticky vyznamné (p<0,05) . Profil glukézy pro

kokrystalické pEipravky byl blize oCekavanému profilu 

bazdlniho inzulinu nes byl profil pro NPH-lidsky inzulin.
Kromé& toho variabilita doby ptsobeni u pst byla nejmensi,

kdyZ byly podavany 3:1 kokrystaly.

Zavérem je moZno konstatovat, Ze pokus prokazal, Ze
kokrystaly podle predloZeného vynadlezu Jsou G&inné pro
kontrolu hladiny glukézy po prodlouZenou dobu u psu. Pokusy
také podporuji zavér, Ze kokrystaly podle pfedloZeného
vyndlezu budou wU&inné pro kontrolu glukézy pfes noc u
pacientd s diabetem typu 2 nebo jako bazilni sloZka
bazalni/jednordzové inzulinové terapie u pacientll s diabetem
typu 1 nebo typu 2. Pokusy také naznacuji, Ze tyto ptipravky
mohou vytvaret méné variabilni odezvy neZ komerdné dostupné

inzulinové pfipravky.

Pokus 2

Doba plsobeni kokrystallt u prasat

Studie byly provadény na normalnich samicich prasat o
hmotnosti 17-25 kg a bez narkézy. Arteri&lni (karotida nebo
femordlni tepna) katetr byl chirurgicky pPreimplantovan pro
odebirdni vzorkt spolu s jugularni cévni linkou pro podavani
somatostatinu. P¥ed pokusem byla kanylovana prasata drZena
bez potravy po 22-24 hodin. PodkoZni inzulinové injekce byly
podany v misté mé&kké ke za uchem v davce 3,0 nmol/kg (0,5
jednotek/kg). Somatostatin byl podavan soudasn& v davce 0,3
Kg/kg/min (rozpustény v 0,9 % NaCl obsahujici 1% lidsky

sérovy albumin, Miles Canada, Etobicoke, ON) pro potladeni
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endogenni sekrece inzulinu. Takfka uplna normoglykemie byla

udrZovana infiuzi 20% dextrézy s raznymi rychlostmi, s Castym .

monitorovdnim koncentraci glukézy. Hladiny glukézy v plasme
byly ur&eny v C¢erstvych vzorcich plasmy v den studie
pouZitim glukéza oxidazového zpasobu pouzitim komeré&niho

analyzatoru glukézy.

V. euglycemické sv&rkové studii byl podavan pfipravek
mikrokrystalll podle vynalezu, obsahujici 1:3 inzulin:B29-Ng-
oktanoyl-lidsky inzulin, podkoZiné v  davce 0,5 U/kg
(ekvivalent zhruba 3 nmol/kg) na poCatku studie (Cas 0) péti
bPrasatim. Rychlost infuze glukéza poZadovana k udrZovani
euglykemie (nastaveny bod = zhruba 90 mg/dl) byla ur&ovéana
pribézné&. Kontrolni skupina dost4dvala Humulin N (U100)

podkoZni cestou a se stejnou davkou (n=6). Soucasnd infuze

somatostatinu (0,3 Hg/kg/min) byla udrzovana pPo celou dobu
trvani pokusu. U mikrokrystald podle predloZeného vyndlezu
rychlost infuze glukézy rostl neustile PO prvni dvé hodiny,
dosdhl maxima zhruba 7 mg/kg/min. 0Od toho okamZiku po
dalsich zhruba 17,5 hodin rychlost infuze glukézy klesala
velmi pravideln& na zhruba 0,5 mg/kg/min. Po v&tZinu doby
mezi 17,5 hodinami a koncem studie po 24 hodin&ch zGstéavala
rychlost infuze glukézy v rozmezi mezi zhruba 0,5 a zhruba 2
mg/kg/min. Ve srovnani s tim stfedni rychlost infaze glukézy
v kontrolni skupiné (Humulin NPH) stdle rostla a doséhla
maximum zhruba 14 mg/kg/min zhruba 3 hodiny po podavani. od
té doby rychlost infaze glukézy klesala na zhruba 7
mg/kg/min po zhruba 4,5 hodin a na zhruba 5 mg/kg/min po 13
hodin po podavani. %adna dalsi data nebyla urcovéna u
kontrolni skupiny. Tyto vysledky Jsou konsistentni se

zavérem, Ze mikrokrystalicky pfipravek obsahujici inzulin a




- 147 - e (X LXS ..

829—Ne—oktanoyl—lidsky inzulin v 1:3 molarnim poméru mé&l

plossi glukodynamicky profil neZ tomu bylo u inzulinu NPH.

Pokus 3

Doba plsobeni kokrystala u krys

Pfipravek mikrokrystal® podle vyndlezu sest&val z 1:3

inzulinu:B29—Ne-oktanoyl-lidského inzulinu a byl testovan u
BBDP/Wor krys, geneticky charakterizovaného zviteciho
modelu, ktery je péstovan a dostupny od University of
Massachusetts Medical Center (Worchester, MA) ve spojeni s
Biomedical Research Models, 1Inc. (Rutland, MA). DPBB/Wor
krysi linie ije nachylnd k diabetu a vykazuje inzulinové
zavisly (autoimunni) diabetes mellitus. V8echny ptipravky
byly podavany podkozn& v davce 0,9 U na 100 g télesné

hmotnosti..

Samci BBDP/Wor krys, stari 4-5 mésicd, udrZovani na dlouho
pusobicim inzulinu (PZI), byly n&hodné rozdéleny do pé&ti
pokusnych skupin A&, B, C, D a E. Skupina A (n=22) byla
oSet¥ovdna po tri dny U40 1lidskym inzulinem ultralente
(Humulin UL); skupina B (n=18) byla o3etfovana po tFi dny
U40 pripravkem Iletin Ultralente (65% hovézi inzulin, 35%
praseCi inzulin); skupina C (n=10) byla oSetfovana po tfi
dny pfipravkem mikrokrystaly obsahujicim 1:3 inzulin:B29-Ng-
oktanoyl-lidsky inzulin, pEfipravenym jak Je popséano vyse;
skupina D (n=21) byla o3etfovana ptipravkem mikrokrystal®
obsahujicim 100% B29—N8—oktanoyl-lidsky inzulin; a skupina E
dost&vala U40 hovézi-prase&i pzI inzulin (PZI). Kazdé kryse
byly davany denni injekce pripravku Jeji skupiny po dva dny

pfedtim, nez byla urc&ovana glukéza v krvi a v den, kdy byla
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urcovana glukéza v krvi.

Krev byla odebirana pPal hodiny p#ed podavanim testovanych
pEipravki. Vzorky p#ipravka byly injektovéany v 11.30. Krev
byla ziskina napichnutim ocasu (bez anestezie). Vzorky byly
kratce uchovdvany na ledu, potom byly centrifugovény a
glukéza byla uréena pouZitim analyzatoru glukdézy Beckman IT.
Krevni vzorky byly odebrany té&sng pfed podavanim testovanych
pfipravkd a 2, 4, e, 8, 12, 16, 20 a 24 hodin po Jjejich
podavani. Vych&zejice z toho, Ze adekvatni plsobeni je
indikovédno hladinou glukézy v krvi méné& nes 200 mg/dl,
ptipravky pusobily zhruba 9,5 hodin (Humulin UL), zhruba 12
hodin (Iletin U), zhruba 15,5 hodin (pfedloZeny vynalez),
zhruba 20,5 hodin (100% BZ9—Ns~oktanoyl-lidsky inzulin) a
zhruba 21,5 hodin kontrola (PZI). 2 toho vyplyva, e
mikrokrystalicky pfipravek podle pfedloZeného vynédlezu
kontroloval glukézu v krvi po dobu del3i ne? Humulin UL i
Iletin U a po dobu kratsji nez tomu bylo u mikrokrystalického
pfipravku 100% B29-Ne-oktanoyl-lidského inzulinu nebo PZI

pfipravku.

Pokus 4

Doby ptsobeni amorfnich Precipitdtd u krys

Pripravky amorfnich precipitatu, obsahujicich 1:3
inzulin:829—Na—oktanoyl—lidsky inzulin, 1:3 inzulin:B28-Ng~
oktanoyl—Lys(B28),Pro(829)—lidsky inzulin a 1:3 inzulin:B29-
Ne-nonanoyl-lidsky inzulin, ptipravené jak je popsdno v
Pfipravé 19, byly testovdny na BBDP/Wor krysach. VSechny
pfipravky byly podavany podkoin& v davce 0,9 U na 100 g

télesné hmotnosti.
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Samci BBDP/Wor krys, st&ri 4-5 mé&siclh a udriovani na dlouho:

plsobicim inzulinu (PZI), byly nahodné& rozdéleni do pé&ti
pokusnych skupin A, B, C, D a E. Skupina A (n=7) byla
oSettovana p¥ipravkem U40 NPH (Humulin N). Skupina B (n=8)
byla o3et¥ovana pfipravkem U42,4 1:3 inzulinu:B29-Ng-
oktanoyl-lidského inzulinu. Skupina C (n=8) byla o$etfovana
Ud2,6 pfipravkem 1:3 inzulinu:BZ8—N8—oktanoyl—
Lys(B28),Pro(B29)-1idského inzulinu. Skupina D(n=8) byla
oSetfovdna U42,7 pfipravkem 1:3 inzulinu:829—Ne—nonanoyl—
lidského inzulinu. Skupina E byla o$etfovéna U40 hové&zim-

prasec¢im PZI inzulinem (PZI).

Krev byla odebirana pul hodiny p#ed poddvanim testovanych
pfipravkd. Vzorky p#ipravkh byly injektovadny podkozné (0,9
U/100 g télesné hmotnosti) v 11.30. Krev byla ziskana
napichnutim ocasu (bez anestezie). Vzorky byly kratce
uchovavany na ledu, potom byly centrifugovany a glukéza byla
urCena pouZitim komer&niho analyzatoru glukdézy. Krevni
vzorky byly odebrany tésné pfed podavanim testovanych
pfipravka a 2, 4, e, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 a 24
hodin po jejich podavani. Vychazejice z toho, 3e adekvatni
pUsobeni je indikovano hladinou glukézy v krvi mén& nez 200
mg/dl, pripravky pusobily zhruba 7,5 hodin (1:3 inzulin:B28-
Ne—oktanoyl—Lys(BZS),Pro(B29)—lidsky inzulin), zhruba 9
hodin (NPH), zhruba 15,5 hodin (1:3 inzulin:BZ9—Ns-oktanoyl—

lidsky inzulin), zhruba 16 hodin (1:3 inzulin:B29-Ng-
nonanoyl-lidsky inzulin) a zhruba 22,5 hodin kontrola (PZI).

Principy, vyhodna provedeni a zplusoby prace podle
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pfedloZeného vynalezu byly popsény v pfedchdzejicim popisu

vyndlezu. PfedloZeny vynalez, jehoZ ochrana je narokovana .

pfedloZenou p#ihlaskou vS8ak neni Zaddnym zplsobem omezen na
kteroukoliv konkrétni pPopsanou formu, nebot pPopsana vyhodna
provedeni a ptiklady jsou povaZovany za ilustrativni a
nikoli za omezujici. Odbornik muze provést variace a zmény,

aniz by se odchylil od pfedmé&tu pfedloZeného vyndlezu.

Zastupuje:

Dr. Otakar Svorcdik
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PATENTOVE NAROKY

1. Nerozpustna kompozice v¥yznadujici se tim, 3e obsahuje:

a) protein zvoleny ze souboru, zahrnujiciho inzulin,
inzulinovy analog a proinzulin;

b) derivatizovany protein zvoleny ze souboru, zahrnujiciho
derivatizovany inzulin, derivatizovany inzulinovy analog a
derivatizovany proinzulin;

c) komplexujici slouceninu;

d) hexamer—stabilizujici slouéeninu; a

e) divalentni kationt kovu.

2. Kompozice podle naroku 1, vyznadujici se tim, 3e je
amorfnim precipitétem.

3. Kompozice podle ndaroku 1, v¥znacdujici se tim, Ze e

mikrokrystalen.

4. Kompozice podle naroku 3, vyznacdujici se tim, Ze

mikrokrystal ma tycinkovitou morfologii.

5. Kompozice podle naroku 3, vyznadujici se tim, e

mikrokrystal ma nepravidelnou morfologii.

6. Kompozice podle naroku 1, vyznacujici se tim, 3e
derivatizovany protein je zvolen ze souboru, zahrnujiciho
mastnou kyselinou acylovany inzulin, mastnou kyselinou
acylované inzulinové analogy a mastnou kyselinou acylované

proinzuliny.

7. Kompozice podle naroku 6, vyznadujici se tim, iZe



- 152 - e e el e

komplexujici slou&enina je protamin, hexamer—stabilizujici

slouCenina je fenolové konzervaéni &inidlo a divalentni .

kationt kovu je zinek.

8. Kompozice podle naroku 1, vyznacdujici se tim, 3Ze
derivatizovany protein je zvolen =ze souboru, zahrnujiciho
mastnou kyselinou acylovany inzulin a mastnou kyselinou
acylované inzulinové analogy.

9. Kompozice podle ndroku 8, vyznacujici se tim, e
komplexujici slou&enina je protamin, hexamer—stabilizujici
slouCenina ije fenolové konzervaéni ¢&inidlo a divalentni

kationt kovu je zinek.

10. Kompozice podle néaroku 1, vyznacdujici se tim, Ze
derivatizovany protein je zvolen ze souboru, zahrnujiciho
acylovany inzulin, acylované inzulinové analogy a acylované

proinzuliny.

11. Kompozice podle naroku 1, vyznadujici se tim, se
derivatizovany protein je zvolen ze souboru, zahrnujiciho
acylovany inzulin a acylované inzulinové analogy.

s

12. Kompozice podle naroku 11, vyznacdujici se tim, Ze

derivatizovany protein Jje monoacylovany ve své Lys-Ng-

aminové skuping.

13. Kompozice podle naroku 12, vyznacujici se tim, 3e
komplexujici slou&enina je protamin, ktery je pritomen v
mnoZstvi zhruba 0,15 mg aZ zhruba 0,5 mg na 3,5 mg celkového

proteinu.
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14. Kompozice podle naroku 13, vyznadujici se tim, ée‘

divalentni kationt kovu Je zinek, ktery je pFitomen v
mnoZstvi zhruba 0,3 mole aZ zhruba 0,7 molu na jeden mol

celkového proteinu.

15. Kompozice podle néaroku 14, vyznacdujici se tim, ze
hexamer—stabilizujici sloucenina je fenolové konzervadni
¢inidlo zvolené ze souboru, zahrnujiciho fenol, m-kresol, o-
kresol, p-kresol, chlorkresol, methylparaben a jejich smé&si
a je pritomno v poméru alespon 3 moly fenolového

konzerva&niho &inidla na 6 mold celkového proteinu.

16. Kompozice podle naroku 15, vyznacujici se tim, e
protein je zvolen gze souboru, zahrnujiciho inzulin a

inzulinové analogy.

17. Kompozice podle naroku le, vyznacujici se tim, ze
protein je inzulin.
18. Kompozice podle ndaroku 17, vyznacujici se tim, se

derivatizovany protein je inzulin, ktery je monoacylovany v

LysB29~-Ng-aminové skupinég.

19. Kompozice podle néaroku 18, vyznacujici se tim, 3¢
derivatizovany protein je inzulin, ktery Je acylovany

nasycenou mastnou kyselinou s pPEimym Fet&zcem.

20. Kompozice podle naroku 19, vyznadujici se tim, e
nasycend mastnd kyselina S pfimym fYeté&zcem je zvolena ze

souboru, zahrnujiciho n-hexanovou kyselinu, n-heptanovou
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kyselinu, n-oktanovou kyselinu, n-nonanovou kyselinu a n-

dekanovou kyselinu.

21. Kompozice podle nd&roku 20, vyznadujici se tim, Ze

molarni pomér mezi proteinem a derivatizovanYm proteinem je
od zhruba 1:9 do zhruba 9:1.

22. Kompozice podle naroku 21, vyznacujici se tim, Ze
hasycend mastn& kyselina s pfimym Feté&zcem je zvolena ze
souboru, zahrnujiciho n-hexanovou kyselinu, n-oktanovou

kyselinu a n-dekanovou kyselinu.

23. Kompozice podle néaroku 22, vyznacdujici se tim, e
nasycend mastna kyselina s pfimym fetézcem je zvolena ze
souboru, zahrnujiciho n-oktanovou kyselinu a n-dekanovou

kyselinu.

24. Kompozice podle néroku 23, vyznadujici se tim, se
nasycena mastnd kyselina s pfimym fet&zcenm je n-oktanova

kyselina.

25. Kompozice podle naroku 24, vy¥znacdujici se tim, ze

molarni pom&r mezi proteinem a derivatizovanym proteinem qje
od zhruba 1:3 do zhruba 3:1.

26. Kompozice podle naroku 22, vyznacdujici se tim, e
molarni pomé&r mezi proteinem a derivatizovanym proteinem je
od zhruba 1:9 do zhruba 1:1.

z

27. Kompozice podle ndaroku 16, vyznadujici se tim, e

protein je inzulinovy analog.
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28. Kompozice podle néaroku 217, VyzZnacdujici se tim, zZe .

protein je LysB28,Pr0829-analog lidského inzulinu.

29. Kompozice podle n&roku 27, v¥znadujici se tim, Ze

protein je AspB28-analog lidského inzulinu.

30. Kompozice podle néroku 1, vyznacdujici se tim, Ze protein
je inzulin nebo inzulinovy analog a derivatizovany protein
je acylovany protein zvoleny ze souboru, zahrnujiciho

acylovany inzulin a acylovany inzulinové analogy.

31. Kompozice podle ndaroku 1, vyznacdujici se tim, e
derivatizovany protein je inzulin, ktery je nmonoacylovany ve
své LysB29-Ne-aminové skupiné nasycenou mastnou kyselinou s

pEimym Feté&zcem.

32. Kompozice podle naroku 31, vyznadujici se tim, Ze
nasycena mastna kyselina s pPEimym Feté&zcem je zvolena ze
souboru, zahrnujiciho n-hexanovou kyselinu, n-heptanovou
kyselinu, n-oktanovou kyselinu, n-nonanovou kyselinu a n-

dekanovou kyselinu.

33. Kompozice podle naroku 32, vyznacujici se tim, e
derivatizovany protein je zvolen gze souboru, zahrnujiciho
829—Ne-hexanoyl—lidsky inzulin, B29—N8—oktanoyl—lidsky

inzulin a B29—N8—dekanoyl—lidsky inzulin.

34. Kompozice podle naroku 31, vyznadujici se tim, Ze

nasycena mastnd kyselina S primym fFet&zcem je zvolena ze
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souboru, zahrnujiciho n-dodekanovou kyselinu, n-

tetradekanovou kyselinu a n-hexadekanovou kyselinu.

35. Kompozice podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze
derivatizovany protein je diacylovany v Lys-Ng-aminové
skupiné a je také acylovany v jedné N-termindlni No-aminové
skupiné a kde mastna kyselina je zvolena ze souboru,
zahrnujiciho n-hexanovou kyselinu, n-heptanovou kyselinu, n-
oktanovou kyselinu, n-nonanovou kyselinu a n~dekanovou
kyselinu.

36. Kompozice podle ndaroku 1, vyzZnacdujici se tim, e
derivatizovany protein e acylovany nasycenou mastnou

kyselinou s rozvétvenym fet&zcem.

37. Kompozice podle naroku 36, vyznadujici se tim, 3e
derivatizovany protein je acylovany nasycenou mastnou
kyselinou s rozveétvenym feté&zcem, kterd m& od tfi do deseti

atomd uhliku ve své nejdel3i vétvi.

38. Kompozice podle naroku 1, vyznacujici se tim, je

derivatizovany protein je inzulinovy analog, ktery je

P

monoacylovany ve své Lys-Ne-aminové skupiné nasycenou

mastnou kyselinou s pfimym fetézcem.

39. Kompozice podle naroku 38, vyznadujici se tim, e mastna
kyselina je zvolena gze souboru, zahrnujiciho n-hexanovou
kyselinu, n-heptanovou kyselinu, n-oktanovou kyselinu, n-

nonanovou kyselinu a n-dekanovou kyselinu.
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40. Kompozice podle naroku 38, vyznadujici se tim, je

derivatizovany protein je inzulinovy analog, ktery je -

monoacylovany v Neg-aminové skuping mastnou kyselinou,
zvolenou ze souboruy, zahrnujiciho n-dodekanovou kyselinu, n-

tetradekanovou kyselinu a n-hexadekanovou kyselinu.

41. Kompozice podle néaroku 38, vyznadujici se tim, ze
derivatizovany protein je zvolen gze souboru, zahrnujiciho
mastnou kyselinou acylované zvireci inzuliny, mastnou
kyselinou acylované monomerni inzulinové analogy, mastnou
kyselinou acylované delec¢ni analogy a mastnou kyselinou
acylované pI-posunuté inzulinové analogy. »
42. Kompozice podle naroku 41, vyznacdujici se tim, e
derivatizovany protein je mastnou kyselinou acylovany
des (B30) ~analog lidského inzulinu, mastnou kyselinou
acylovany LysB28,ProBZ9-analog lidského inzulinu nebo

mastnou kyselinou acylovany AspB28-analog lidského inzulinu.

43. Kompozice podle néaroku 42, vy¥znacdujici se tim, Je
derivatizovany protein Je mastnou kyselinou acylovany

des(B30)—analog lidského inzulinu.

44. Kompozice podle naroku 43, vyznacdujici se tim, e

derivatizovany protein je 829—Ns—myristoyl—des(BBO)—analog

lidského inzulinu.

45. Kompozice podle néroku 42, vyznacdujici se tim, Ze
derivatizovany protein je mastnou kyselinou acylovany

LysBZB,ProB29—analog lidského inzulinu.
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46. Kompozice podle naroku 45, vyznadujici se tim, e .

derivatizovany protein je BZS—Ne—myristoyl—LysB28,ProB29—

analog lidského inzulinu.

47. Kompozice podle naroku 42, vyznacujici se tim, 3e
derivatizovany protein je mastnou kyselinou acylovany

AspB28-analog lidského inzulinu.

48. Kompozice podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze molarni
pomér mezi proteinem a derivatizovanym proteinem je od
zhruba 1:9 do zhruba 9:1.

49. Kompozice podle naroku 48, vyznadujici se tim, Ze pomér

je od zhruba 1:3 do zhruba 3:1.

50. Kompozice podle naroku 48, vyznadujici se tim, Ze pomé&r
je od zhruba 1:9 do zhruba 1:1.

51. Kompozice podle naroku 1, vyznadujici se tim, 3e protein

je inzulin.

52. Kompozice podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze protein

Je inzulinovy analog.

53. Kompozice podle naroku 52, vyznadujici se tim, e

protein je monomerni inzulinovy analog.

54. Suspenzni ptipravek, , vyznadujici se tim, e zahrnuje
nerozpustnou fazi a roztokovou fazi, kde nerozpustnd faze

zahrnuje nerozpustnou kompozici podle n&roku 1 a roztokovéa
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faze zahrnuje vodné rozpoustédlo.

55. Suspenzni p#ipravek podle naroku 54, vyznacdujici se tim,
Ze roztokovd faze dale zahrnuje fenolové konzervadni ¢inidlo
v koncentraci zhruba 0,5 mg na jeden ml a? zhruba 6 mg na
jeden ml roztoku, farmaceuticky pfijatelny pufr a isotonické

¢inidlo.

56. Suspenzni pripravek podle naroku 54, vyznacujici se tim,
Ze roztokovd faze dale zahrnuje inzulin, inzulinovy analog,
derivatizovany inzulin nebo derivatizovany inzulinovy
analog.

s

57. Suspenzni pripravek podle naroku 56, vyznacdujici se tim,

~

Zze roztokova féaze zahrnuje inzulin.

58. Suspenzni pripravek podle naroku 56, vyznacdujici se tim,

Ze roztokova fdze zahrnuje derivatizovany inzulin.

59. Suspenzni ptipravek podle naroku 56, vyznacdujici se tim,

Zze roztokova faze zahrnuje inzulinovy analog.

60. Suspenzni pripravek podle naroku 56, vyznacujici se tim,

Ze inzulinovy analog je monomerni inzulinovy analog.

61. Suspenzni pripravek podle naroku 56, vyznacujici se tim,

Ze inzulinovy analog e LysB28, ProB29-analog 1lidského

inzulinu.

62. Suspenzni pfipravek podle naroku 56, vyznacujici se tim,

Ze inzulinovy analog je AspB28-analog lidského inzulinu.
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63. Suspenzni pripravek podle naroku 54, vyznadujici se tim,\

Ze roztokovad fé4ze dale zahrnuje protein zvoleny ze souboru,
obsahujiciho inzulin a inzulinové analogy a derivatizovany
protein =zvoleny =ze souboru, obsahujiciho derivatizovany

inzulin a derivatizované inzulinové analogy.

64. Suspenzni pripravek podle naroku 63, vyznacujici se tim,
Ze protein v roztokové fazi je tyz jako protein, ktery je v
nerozpustné fazi a tim, Ze derivatizovany protein v
roztokové fazi je tyZ jako derivatizovany protein ktery je v

nerozpustné fazi.

65. Suspenzni pripravek podle naroku 54, vyznacdujici se tim,
Ze nerozpustna faze sestava \% zasadé z amorfniho

precipitéatu.

66. Suspenzni pripravek podle naroku 54, vyznacujici se tim,

Ze nerozpustnd faze sestdva v zasadd z mikrokrystald.

67. Suspenzni pripravek podle naroku 54, vyznacdujici se tim,
Ze nerozpustnd faze sestiva ze smé&si amorfniho precipitatu a

mikrokrystalu.

68. Suspenzni pfipravek podle naroku 54, vyznadujici se tim,
Ze roztokovad faze dale zahrnuje zinek a protamin, ve kterém
pomér zinku k celkovému proteinu v suspenznim pfipravku je
od zhruba 5 do zhruba 7 mol® atom@ zinku na jeden mol
celkového proteinu a pomér protaminu k celkovému proteinu v
suspenznim pfipravku je od zhruba 0,25 mg do zhruba 0,5 mg

na jeden mg celkového proteinu.
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69. Zplsob 1lé&eni diabetu, vyznacdujici se tim, Ze zahrnuje
podavani kompozice podle n&roku 1 pacientovi, ktery m& jeji
potfebu v mnoZstvi dostated&ném pro regulaci hladiny glukézy

v krvi pacienta.

70. ZpGsob 1léceni hyperglykémie vyznadujici se tim, 3e
zahrnuje podavani kompozice podle ndroku 54 pacientovi,
ktery m& jeji potfebu, v mnoZstvi dostate&ném pro regulaci

hladiny glukézy v krvi pacienta.

71. Hybridni hexamerové kompozice, vyznadujici se tim, Ze
zahrnuje Sest monomerd a zinek, ve které alespon jeden
monomer je zvolen ze souboru, zahrnujiciho inzulin,

inzulinové analogy a proinzuliny a alespoifi jeden monomer je

zvolen ze souboru, =zahrnujiciho derivatizovany inzulin,
derivatizované inzulinové analogy a derivatizované
proinzuliny.

72. SmiSend hexamerovad kompozice, vyznadujici se tim, 3Je
zahrnuje zinek-proteinové hexamery a zinek-derivatizované
proteinové hexamery, ve které zinek-proteinové hexamery
zahrnuji zinek a protein zvoleny ze souboru, =zahrnujiciho
inzulin, inzulinové analogy a proinzuliny a ve které zinek-
derivatizované proteinové hexamery zahrnuji zinek a
derivatizovany protein, zvoleny ze souboru, zahrnujiciho
derivatizovany inzulin, derivatizované inzulinové analogy a

derivatizované proinzuliny.

73. Zplsob pripravy nerozpustné kompozice podle naroku 1,

vyznadujici se tim, e zahrnuje nasledujici kroky:
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a) rozpuSténi proteinu, derivatizovaného proteinu, hexamer-

stabilizujici sloudeniny a divalentniho kationtu kovu ve
vodném rozpousté&dle, které ma PH umoZriujici vytvareni

hexamert, a
b) pfidani komplexujici slou&eniny.

74. Zpusob pripravy nerozpustné kompozice podle néaroku 1,

vyznadujici se tim, Ze zahrnuje nasledujici kroky:

a) rozpuSténi proteinu, derivatizovaného proteinu, hexamer-
stabilizujici slouCeniny a divalentniho kationtu kovu ve

vodném rozpoustédle, které m& pH, které neumoziuje vytvafeni

hexamer,

b) dprava pH na hodnotu v rozmezi mezi zhruba 6,8 a zhruba
7,8; a

c) pfidéni komplexujici sloudeniny.

75. Zzpusob pripravy nerozpustné kompozice podle néroku 1,

vyznacdujici se tim, Ze zahrnuje nasledujici kroky:

a) rozpudténi proteinu, hexamer-stabilizujici slougeniny a
divalentniho kationtu kovu ve vodném rozpoudtédle, které ma

pPH umoZnujici vytvafeni hexamert;

b) oddélené rozpusténi derivatizovaného proteinu, hexamer-
stabilizujici slouCeniny a divalentniho kationtu kovu ve

vodném rozpou$tédle, které m& pH umozZnujici vytvareni
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hexameri;
c) dikladné vzadjemné smichani roztokd z kroka a) a b); a

d) pfidani komplexujici sloudeniny do roztoku vytvofeného v

kroku c).

76. Zpusob pripravy nerozpustné kompozice podle néroku 1,

vyznadujici se tim, Ze zahrnuje nasledujici kroky:

a) rozpudténi proteinu, hexamer-stabilizujici slouceniny,
divalentniho kationtu kovu a komplexujici sloudeniny ve
vodném rozpoustédle, kde vysledny roztok ma PH, prfi kterém

nenastava precipitace;

b) oddélené rozpuidténi derivatizovaného proteinu, hexamer-
stabilizujici sloudeniny, divalentniho kationtu kovu a
komplexujici sloueniny ve vodném rozpouidtddle, kde vysledny

roztok ma pH, p¥i kterém nenastava precipitace;
c) dbdkladné vzdjemné smichéni roztok® z kroku a) a b); a

d) dprava hodnoty pH roztoku z kroku c) na hodnotu, p#i

které nastdva precipitace.

77. Zpusob pifipravy nerozpustné kompozice podle naroku 1,

vyznadujici se tim, Ze zahrnuje néasledujici kroky:

a) rozpusSténi proteinu, derivatizovaného proteinu, hexamer-
stabilizujici slouceniny, divalentniho kationtu kovu a

komplexujici slouCeniny ve vodném rozpouit&dle, kde vysledny
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roztok ma pH, p#i kterém nenastava precipitace; a

b) Uprava hodnoty pH roztoku z kroku a) na hodnotu, p¥fi

které nastavéd precipitace.

78. Zplsob pfipravy nerozpustné kompozice podle néroku 1,

vyznadujici se tim, e zahrnuje nasledujici kroky:

a) rozpusténi proteinu, derivatizovaného proteinu, hexamer-
stabilizujici slouc¢eniny a divalentniho kationtu kovu ve
vodném rozpoudt&dle, kde vysledny roztok ma pH, pri kterém

nenastava precipitace pokud je p¥idano komplexujici &inidlo;

b) pfidani  komplexujici sloudeniny; a

c) uprava hodnoty pH roztoku z kroku b) na hodnotu, p#i

které nastavd precipitace.

75. ZpUsob ptipravy nerozpustné kompozice podle néaroku 1,

vyznadujici se tim, e zahrnuje nasledujici kroky:

a) rozpusténi proteinu, hexamer~stabilizujici slouceniny a
divalentniho kationtu kovu ve vodném rozpoustédle, kde
vysledny roztok m& pH, pfi kterém nenastava precipitace,

pokud je pfidana komplexujici sloudenina;

b) odd&len& rozpusténi derivatizovaného proteinu, hexamer-
stabilizujici sloucdeniny a divalentniho kationtu kovu ve
vodném rozpoudté&dle, kde vysledny roztok m& pH, p¥i kterém
nenastavd precipitace, pokud je pridana komplexujici

sloucenina;

*esd
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c) dikladné vzajemné smichani roztoka z krokd a) a b);
d) pfidéni komplexujici slouCeniny do roztoku z kroku c); a

e) Uprava hodnoty pH roztoku z kroku d) na hodnotu, p#i

které nastdvad precipitace.

80. Zpuasob p¥ipravy nerozpustné kompozice podle naroku 1,

vyznadujici se tim, Ze zahrnuje nadsledujici kroky:

a) rozpuSténi proteinu, proteinového derivatu, hexamer-
stabilizujici sloudeniny a divalentniho kationtu kovu ve
vodném rozpoudté&dle, kde vysledny roztok m& pH, pri kterém
nenastadvd precipitace, pokud je ptidéana komplexujici

sloucenina;

b) dprava hodnoty pH roztoku z kroku a) na hodnotu, pri
které dojde k precipitaci, pokud je pridana komplexujici

slouenina; a
c) pridéni komplexujici slouCeniny do roztoku z kroku b).

8l1. Zpasob pfipravy nerozpustné kompozice podle néroku 1,

vyznacdujici se tim, e zahrnuje nasledujici kroky:

a) rozpudténi proteinu, hexamer-stabilizujici slouc¢eniny a
divalentniho kationtu kovu ve vodném rozpousté&dle, kde
vysledny roztok ma pH, pfi kterém nenastava precipitace,

pokud je pridana komplexujici sloudenina:




- 166 - .e .. X e

b) oddé&lené& rozpusténi derivatizovaného proteinu, hexamer-

stabilizujici slou&eniny a divalentniho kationtu kovu ve

vodném rozpousté&dle, kde vysledny roztok mé& PH, pfi kterém
nenastavd precipitace, pokud je pridéana komplexujici

sloucenina;

c) dukladné vzajemné smichani roztoku z krokll a) a b);
d) dudprava hodnoty pH roztoku z kroku c) na hodnotu, p#i
které dojde k precipitaci, pokud je pfidédna komplexujici
slougenina; a

e) pridéani komplexujici slou€eniny do roztoku z kroku d).

82. ZpUsob pfipravy hybridnich hexamerd, vyznadujici se tim,
Ze zahrnuje rozpusténi proteinu, derivatizovaného proteinu,
hexamer-stabilizujici slou€¢eniny a divalentniho kationtu
kovu ve vodném rozpoustédle, které m& pH umozZiujici

vytvareni hexamerua.

83. Zpusob p¥ipravy hybridnich hexamerl, vyznadujici se tim,

Ze zahrnuje nasledujici kroky:
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a) rozpudténi proteinu, derivatizovaného proteinu, hexamer-
stabilizujici slou&eniny a divalentniho kationtu kovu ve
vodném rozpoudtédle, které ma PH, které neumoZfiuje vytvareni
hexamert, a

b) dUprava pH na hodnotu v rozmezi mezi zhruba 6,8 a zhruba
7,8.

Zastupuje:

Dr. Otakar Svor&ik
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