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Regeni popisuje vodné inzulinové piipravky s
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pustény aneno vysrazeny lidsky inzulin nebo
jeho analog ¢i derivat a ve vodé rozpustny, re-
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kladni struktuie, nebo ve vodé rozpustny, ne-
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Inzulinové pfipravky obsahujici lidsky inzulin a sacharidy

Oblast techniky

Uvadény vynalez se zabyva vodnymi inzulinovymi pfipravky, které obsahuji
lidsky inzulin nebo jeho analog &i derivat, pficemz tento pfipravek ma lepsi fyzikalni
stabilitu. Vynalez se dale zabyva parenteraliné aplikovanymi prostiedky, které tyto
inzulinové pripravky obsahuji a zpusoby, jak zdokonalit fyzikalni stabilitu inzulinovych

pripravku.

Dosavadni stav techniky

Diabetes je obecné oznaceni pro poruchy u lidi, ktefi maji nadmeérné vyluCovani
moci jako u Uplavice cukrové (cukrovka, diabetes melitus) a Uplavice mocové (zZiznivka,
diabetes insipidus). Cukrovka je metabolickd porucha, pfi niz je schopnost vyuzivat
glukozu, vice €i méné zcela ztracena. Asi 2 % vSech lidi trpi diabetem.

Od zavedeni inzulinu v dvacatych letech tohoto stoleti byly udélany velké
pokroky pfi zdokonalovani Ié€eni cukrovky. Aby se vyhnuli extrémnim hladinam cukru
v krvi, diabeticti pacienti ¢asto praktikuji injekéni terapii, kdy je inzulin podavén
s kazdym jidlem.

Pii 1éCeni cukrovky se doporuéuje a pouziva velké mnozstvi inzulinovych
pripravkd, jako je normalni inzulin, Semilente® inzulin, Isophane inzulin, zink-inzulin,
protamin zink-inzulin a Ultralente® inzulin. Diabeticti pacienti se 1é¢i inzulinem nékolik
desetileti, proto je velka potreba inzulinovych pripravk(, které jsou bezpecéné a zlepsuji
kvalitu zivota pacientd. Pro nékteré komercné dostupné inzulinové pripravky je
charakteristicky rychly nastup jejich u€inku, jiné pfipravky maji relativné pomalejsi
nastup Gcinku, ale vykazuji vice ¢i méné prodlouzené plsobeni. Rychle plsobici
inzulinové pfipravky jsou obvykle roztoky inzulinu, zatimco zpomalené pUsobici
inzulinové piipravky mohou byt suspenze, obsahujici inzulin v krystalické anebo
amorfni formé, vysrazené pridanim bud samotnych soli zinku, nebo pridavkem
protaminu, nebo jejich kombinaci. Navic néktefi pacienti uzivaji piipravky, které maji jak
rychly nastup uéinku, tak prodiouzené pusobeni. Takovy pripravek maze byt inzulinovy
roztok, kde jsou suspendovany krystaly inzulinu s protaminem. Nékteri pacienti si sami
zhotovuji kone€ny pfipravek smichanim inzulinového roztoku se suspenznim

pripravkem v pomeru pozadovaném dotyénym pacientem.
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Normaliné jsou inzulinové pfipravky podavany formou subkuténni injekce. Co je
dulezité pro pacienta, je prib&h pusobeni inzulinového pfipravku, coz je vliv inzulinu
na metabolizmus glukézy, v zavislosti na ¢ase uplynulém od injekce. Na tomto prabéhu
jsou mimo jiné dlleZité &as zacatku Ucinku, maximaini drover a celkové doba
plisobeni. Pacienty jsou vyZadovany rozmanité inzulinové pfipravky s odlisnym
gasovym pribéhem pulsobeni. TentyZz pacient mize v jednom dnu pouZit inzulinové
piipravky s velmi odli$nymi pribéhy pusobeni. Pozadovany Casovy pribéh plusobeni
zavisi napf. na denni dobé a na mnozstvi a slozeni kteréhokoli pacientova jidla.

Stejné dllezitd je vSak fyzikalni stabilita inzulinového pfipravku, kvuli
rozéifenému uzivani injekénich zafizeni - inzulinovych per, coz jsou zafizeni obsahujici
zasobniky Penfill®, v nichz je inzulinovy pfipravek ulozen do doby, dokud neni
zasobnik vyprazdnén. To mlze u zafizeni obsahujicich zasobniky o obsahu 1,5 az 3,0
mi trvat pfinejmensim 1 az 2 tydny.

Prvni stabilni neutraini inzulinova suspenze byla vyvinuta Scottem a Fischerem
(J. Pharmacol. Exp. Ther. 58 (1936), 78), ktefi objevili, Ze v pfitomnosti nadbytku
protaminu a zinkovych soli (2 ug zinku na U (mezinarodni jednotka — international unit)
inzulinu) mGze stabilizovat protaminovy inzulinovy pfipravek, popsany v Hagedorn a
kol., J. Am. Med. Assn. 106(1936), 177-180.

Protamin zink-inzulin, vyrabény podle Iékopist Spojenych Stath anebo Iékopist
evropskych, obsahuji amorfni protamin zink-inzulin a rovnéz krystalicky protamin zink-
inzulin. Cerstvé pfipraveny protamin zink-inzulin obsahuje hlavné amorfni srazeninu,
ktera se bude v prib&hu skladovani preménovat na krystalické Castice, coz vede
k protrahovanému pulsobeni.

Zcela krystalickd modifikace protamin zink-inzulinu, oznacovana NPH inzulin
nebo Isophane inzulin byla vyvinuta Krayenbihlem a Rosenbergem (viz Rep. Steno
Mem. Hosp. Nord. Insulinlab. 1 (1946), 60; a dansky patent ¢. 64,708). Zjistili, ze
inzulin a protamin, pokud jsou smichany v uréitych pomérech pfi neutréinim pH a
v pfitomnosti malého mnozstvi zinku a fenolu, nebo fenolovych derivatu, s vyhodou m-
krezolu, vytvoii amorfni srazeninu, ktera se v pribéhu stani postupné, ale kompletné
preméni na protahlé tetragonaini krystaly, ohrani¢ené na koncich pyramidovymi elnimi
sténami. Inzulin a protamin zlososa spole¢né krystalizuji ve véhovém pomeéru,

odpovidajicim 0,09 mg protaminsulfatu na mg inzulinu. Pro pfipravu tetragonalnich
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krystal( jsou nezbytné zinek v mnozstvi pfinejmensim 0,15 ugna 1U a latka typu fenolu
v koncentraci vy$si nez 0,01%.

Zpod&atku byl tento druh krystall pfipravovan za pouziti vepfového a hoveziho
inzulinu z pfirodnich zdrojd, ale od 80 let se pouziva téz lidsky inzulin, piipraveny
pomoci genového inZenyrstvi, nebo ¢astecnou syntézou.

Lidsky inzulin sestava ze dvou polypeptidovych fetézcd, tzv. fetézcl A a B, které
obsahuji 21 a 30 aminokyselin. A a B fetézce jsou vzajemné spojeny dvéma
cysteinovymi disulfidickymi mUstky. Inzulin od vétsiny ostatnich druhd ma podobnou
stavbu, ale nemusi obsahovat stejné aminokyseliny na odpovidajicich pozicich
v fetézci, jako u lidského inzulinu.

Rozvoj postupl, znamych jako genové inZenyrstvi, umoznil snadno pfipravit
velké mnozstvi rozmanitych inzulinovych slougenin, analogickych lidskému inzulinu. U
téchto analogll inzulinu byla jedna nebo vice aminokyselin nahrazena jinymi
aminokyselinami, které jsou kédovany nukleotidovymi sekvencemi. Protoze lidsky
inzulin, jak bylo vysvétleno vyse, obsahuje 51 aminokyselinovych zbytkl, je zfejmé, ze
je mozny veliky pocet analogd inzulinu a skutecné bylo pfipraveno velké mnozstvi
téchto analogli, ¢asto se zajimavymi vlastnostmi. V roztocich lidského inzulinu o
koncentracich v oblasti injekénich pfipravkd, je inzulinova molekula pfitomna
v asociované formé jako hexamer. (Brange a kol.: Diabetes Care 13, (1990), 923 -
954). M4 za to, Ze rychlost absorbce do krevniho obéhu po subkutanni injekci zavisi na
velikosti molekuly a bylo zjisténo, ze analogy inzulinu se takovymi aminokyselinovymi
zaménami, které zabraruji nebo inhibuiji tvorbu téchto hexamerd, maji neobvykle rychly
nastup udinku (Brange a kol.. tamtéz). To ma pro diabetického pacienta velkou
terapeutickou hodnotu. V krystalech pfipravkil inzulinu s protaminem, které maji
protrahované pusobeni, se inzulin také nachazi ve formé& hexameru (Balschmidt a kol.:
Acta Chryst. B47, (1991), 975 — 986).

Farmaceutické piipravky, které jsou zalozeny na analozich lidského inzulinu,
jsou znamy napf. z nasledujicich dokumentd: WO 95/00550 se tyka farmaceutickych

pripravkd zalozenych na krystalech inzulinu, obsahujicich Asp®®

inzulin a protamin,
ktery vykazuje rychly nastup Géinku a prodlouzené plisobeni, kdyz je aplikovéan in vivo.
Krystaly mohou dale obsahovat zinecnaté ionty a fenol nebo m-krezol. Jako Cinidlo

udrzujici izotonocitu je k pFipravkim pfidavan glycerol.
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V US 5 461 031 jsou popsany rozlicné farmaceutické piipravky, které obsahuiji
rychle pusobici monomerni analog inzulinu, zinek, protamin a fenolové derivaty.
Pripravky dale obsahuji glycerol, ktery plsobi jako izotonické ¢inidlo.

US 5 474 978 popisuje rychle plsobici, parenterainé podavané pripravky, které
obsahuji komplex analogu lidského inzulinu, skladajiciho se z Sesti monomernich
analogl inzulinu, zinenatych iontl a pfinejmensim tfech molekul derivatl fenolu.
Vyhodnym izotonickym &inidlem je glycerol.

Nanestésti ma inzulin tendenci vytvaret nekovalentni polymerizaci nerozpustné
a biologicky neaktivni fibrily (viz napf. Jens Brange, Galenics of Inzulin, Springer-
Verlag, 1987 a odkazy tam uvedené). Tvorba fibril je podporovana zvySenymi
teplotami, napr. nad 30 °C, zviasté pokud jsou doprovazeny pohybem roztoku. Tento
fibrilaéni proces, kterému je velmi obtizné se vyhnout, tvofi horni mez pro obdobi, po
které mohou byt inzulinové pfipravky ulozeny a tedy pfimo ovliviiuje velikost objemu
zasobniku inzulinovych per.

ProtoZze vytvareni fibril obecné vyZaduje monomerizaci inzulinu, ty analogy
inzulinu, které méné ochotné vytvareji dimery a hexamery, vykazuji mensi fyzikaini

Pfedmétem predkladaného vyndlezu je tedy poskytnout inzulinové pfipravky
obsahuijici lidsky inzulin nebo jeho analog &i derivat, s vylep$enou fyzikalni stabilitou.

Podle vyndlezu je tohoto cile dosazeno vodnymi inzulinovymi pfipravky,
obsahujicimi rozpustény nebo vysrazeny lidsky inzulin nebo jeho analog &i derivat, a ve
vodé rozpustné redukované nebo neredukujici cukry, které maji ve své zakladni
struktufe nejméné 4 atomy uhliku, nebo ve vodé rozpustné neredukujici esterove
anebo éterové derivaty cukrd, nebo redukovanych cukrl, které maji ve své zakladni

strukture nejméné 4 atomy uhliku, anebo smés téchto latek.

Podstata vynalezu

Definice

Terminem ,analog lidského inzulinu“ je zde minén takovy lidsky inzulin, v némz
jedna nebo vice aminokyselin bylo odstranéno, nebo zaménéno jinymi
aminokyselinami, véetné nekddovanych aminokyselin, nebo lidsky inzulin, obsahujici

dalsi aminokyseliny, tj. vice nez 51 aminokyselin.



Terminem ,derivéat lidského inzulinu® je zde minén takovy lidsky inzulin nebo
jeho analog, v némz je k jedné nebo vice aminokyselindm vézan pfinejmensim jeden
organicky substituent.

Ve zde pouzivaném kontextu, termin ,ve vodé rozpustny* odpovida rozpustnosti
ve vodé pfinejmensim 10 mmol/l, vyhodnéji pfinejmensim 50 mmol/l, pfi teploté 20 °C.

Terminy sacharid, redukovany sacharid, monosacharid, disacharid, esterové a
éterové derivaty téchto slougenin jsou pouzivany ve shodé se zésadami K. A. Jensena
v ,Grundrids af den organiske kemi, Almen Kemi lll, Ed., Jul. Gjellerups forlag, 1969,
str. 299-316.

Ve zde pouzivaném kontextu, vyraz ,neredukujici sacharid“ oznacuje sacharid,
ktery je v podstaté neschopen reagovat s aminoskupinami inzulinu v pfipravcich podle
vyndlezu, a tvofit tak inzulin s pfipojenymi sacharidy. Tato definice zahrnuje sacharidy
u nichz je karbonylové skupina (skupiny) inaktivovana nebo biokovana, napf. tvorbou
anhydridu nebo jiného derivatu.

Z jednoho hlediska se predkladany vyndlez vztahuje kvodnym inzulinovym
pripravkim, obsahujicim: rozpustény nebo vysrazeny lidsky inzulin, jeho analog Ci
derivat a 100 az 400 mM, vyhodné&ji 150 az 250 mM, jesté vyhodnéji 180 az 230 mM ve
vodé rozpustného redukovaného nebo neredukujiciho sacharidu, ktery ma nejménée 4
atomy uhliku ve své zékladni struktuie, nebo ve vodé rozpustného neredukujiciho
esterového & éterového derivatu sacharidu nebo redukovaného sacharidu, ktery ma
nejméné 4 atomy uhliku ve své zakladni struktufe, nebo smési vySe jmenovanych
sloucenin.

Zjiného hlediska se predkladany vynalez vztahuje kvodnym inzulinovym
pfipravkiim, obsahujicim: rozpustény nebo vysrazeny lidsky inzulin, jeho analog ¢
derivat a ve vodé rozpustny redukovany nebo neredukujici sacharid, ktery mé nejmené
4 atomy uhliku ve své zakladni struktufe, nebo ve vodé rozpustny neredukujici
esterovy &i éterovy derivat sacharidu nebo redukovaného sacharidu, ktery ma nejméné
4 atomy uhliku ve své zakladni struktufe, nebo smési vyse jmenovanych sloucenin.

Z jesté jiného hlediska se predkladany vynalez vztahuje k vodnym inzulinovym
pfipravkim, obsahujicim: rozpustény nebo vysrazeny lidsky inzulin a ve vodé
rozpustny redukovany nebo neredukujici sacharid, ktery mé nejméné 4 atomy uhliku ve

své zakladni struktuie, nebo ve vodé rozpustny neredukujici esterovy &i éterovy derivat
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sacharidu nebo redukovaného sacharidu, ktery méa nejméné 4 atomy uhliku ve své
zakladni struktufe, nebo smési vy$e jmenovanych sloucenin.

Vyhodna provedeni

Je vyhodné, kdyz sacharid nebo derivat sacharidu pouzity v inzulinovém
pripravku podle tohoto vynalezu obsahuje 5 az 18 uhlikovych atomU ve své zakladni
strukture a je pfednostné vybiran z nasledujicich sloucenin:

i)  monosacharidy vybirané ze skupiny neredukuijicich ald6z nebo ketéz, vyhodné
neredukujicich aldotetréz, ketotetréz, aldopentoz, ketopentéz, aldohexéz a
ketohexdz, jesté vyhodnéji neredukuijicich aldopentéz, ketopentoz, aldohex6z a
ketohexo6z;

i) redukované monosacharidy, napf. polyhydratované alkoholy jako jsou alditoly,
prednostné vybirané ze skupiny, obsahujici redukované formy aldotetréz,
ketotetr6z, aldopentéz, ketopent6z, aldohexéz a ketohexoz, jeste vyhodné;ji
redukované formy aldopentéz, ketopentdz, aldohexéz a ketohexdz (tj. pentitoly a
hexitoly);

i) neredukujici disacharidy, pfednostné vybirané ze skupiny neredukujicich dihexoz.
Typické priklady vhodnych redukovanych nebo neredukujicich sacharidd jsou:

manitol, sorbitol, xylitol, inozitol, sacharéza a trehaléza.

veve

manitol.

Vyhodné esterové a éterové derivaty jsou esterové derivaty C; — C4 mastnych
kyselin a C, — C4 alkylové éterové derivaty.

V detailnim provedeni podle vyndlezu dale obsahuji inzulinové pripravky
halogenidy, piednostné chlorid, je$té vyhodnéji chlorid sodny. Bylo ukazano, Ze
nasledkem piitomnosti halogenidu mé pfipravek jesté vyssi fyzikaini stabilitu.

Protoze inzulinové piipravky, obsahujici rychle plsobici analogy inzulinu
obecné vykazuji ponékud nizkou fyzikaini stabilitu, pfedkladany vynalez je zviasté
vyhodny ve spojeni s pfipravky, obsahujicimi takové analogy. Tedy, inzulinové
pripravky pfipravené podle tohoto vynalezu s vyhodou obsahuji jeden nebo vice rychle
plisobicich analogti lidského inzulinu, zviasté analogd, kde v poloze B28 je Asp, Lys,
Leu, Val nebo Ala a v poloze B29 je Lys nebo Pro; nebo des(B28-B30), des(B27) nebo

des(B30) lidsky inzulin. Analog inzulinu je pfednostné vybiran z analogtl lidského
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inzulinu, které maiji v poloze B28 Asp nebo Lys a v poloze B29 je Lys nebo Pro.
Nejvyhodn&jsi analogy jsou Asp®® lidsky inzulin nebo Lys®°Pro® lidsky inzulin.
Vjiném provedeni obsahuje inzulinovy pfipravek pfipraveny podle tohoto
vynalezu inzulinovy derivat, ktery ma protrahovany prdbéh ucinku, jako jsou inzuliny,
které maji jeden nebo vice lipofilnich substituentd. Vyhodné lipofilni inzuliny jsou
acylované inzuliny v&etné téch, které jsou popsany v WO 95/07931 (Novo Nordisk

AJS), napt. derivaty lidského inzulinu, u kterych e-aminoskupina Lys®

obsahuje jako
substituent acyl, ktery ma pfinejmensim 6 atom( uhliku.

Vyhodné derivaty inzulinu jsou nasleduijici:

B29-N*-myristoyl-des(B30) lidsky inzulin, B29-N°-myristoyl lidsky inzulin, B29-N°-
palmitoyl lidsky inzulin, B28-N"-myristoyl Lys®® Pro®® lidsky inzulin, B28-N‘-paimitoyl
Lys®™® Pro® lidsky inzulin, B30-N“-myristoyl-Thr**Lys®- lidsky inzulin, B30-N‘-
palmitoyl-Thr®%Lys®- lidsky inzulin, B29-N°*-(N-paimitoyl-y-glutamyl)-des(B30)-lidsky
inzulin,  B29-N°-(N-litochlyl-y-glutamyl)-des(B30)-lidsky ~ inzulin  a B29-N°-(w-
karboxyheptadekanoyl)-des(B30)-lidsky inzulin, pfiéemz nejvyhodnejsi je B29-N*-
myristoyl-des(B30) lidsky inzulin.

Ve vyhodném provedeni obsahuje inzulinovy pfipravek jak rozpustény, tak
vysrazeny, prednostné krystalicky, inzulin nebo jeho derivat Ci analog, ve vahovém
poméru 1:99 az 99:1, vyhodnéji 20:80 az 80:20, jesté vyhodnéji 30:70 az 70:30.

V takovémto provedeni vynalezu je vyhodné, kdyZ inzulinovy pfipravek obsahuje
krystaly, které se skladaji z inzulinu nebo analogu inzulinu, protaminu a pfipadné zinku
anebo fenolovych slougenin, jako je fenol, m-krezol nebo jejich smés. Je vyhodné, kdyz
mnozstvi protaminu v krystalech odpovida 0,20 az 0,40 mg protaminové baze na 100
IU inzulinu nebo analogu inzulinu. Je vyhodnéjsi, kdyz pomér protaminu k inzulinu
v krystalech odpovida poméru v Isophan inzulinu. Zinek je pfitomen prednostné
v mnozstvi 10 az 40 ug Zn na 100 IU inzulinu, vyhodnéji v mnoZstvi 15 az 35 ug Zn na
100 IU inzulinu. Je vyhodné, kdyz jsou fenol a m-krezol pfitomny v mnoZstvi,
odpovidajicimu 0 az 4 mg/ml. Pfesto jsou nejvyhodngjsi smési 1,4 az 2,0 mg/ml m-
krezolu a 0,6 az 2,0 mg/ml fenolu.

Vyhodny inzulinovy pfipravek podle vynalezu obsahuje:

a) 60 az 3000 nmol/ml, vyhodnéji 240 az 1200 nmol/ml, lidského inzulinu nebo

inzulinového analogu anebo inzulinového derivatu;
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b) redukovany nebo neredukujici sacharid, s vyhodou manitol, v koncentraci 100 az
400 mM, s vyhodou 150 a2 250 mM, je$té vyhodnéji 180 az 230 mM;

c) chlorid, s vyhodou chiorid sodny, v koncentraci 0 az 100 mM, vyhodnéji 5 az 40 mM,
jesté vyhodnéji 5 az 20 mM; a

d) fyziologicky tolerovany pufr, s vyhodou fosfatovy pufr, jako je dihydrat
monohydrofosforeénanu sodného v mnozstvi 1 az 4 mg/ml.

Pripravky podie vynalezu mohou déle obsahovat jednu nebo vice sloucenin,
bézné uzivanych jako éinidla udrzujici izotonicitu, napf. glycerol. Je vyhodné, kdyz
hodnota pH u inzulinovych pfipravkd je v rozmezi 7,0 az 7,8.

Predlozeny vyndlez se dale tykd zplsobl pfipravy inzulinovych pripravku,
obsahujicich jak rozpustény, tak vysrazeny analog inzulinu, vyznacujicich se tim, ze
obsahuji nasledujici kroky:

a) priprava kyselého roztoku, obsahujiciho analog lidského inzulinu, zinek a mnozstvi
protaminu mensi nez v Isophane inzulinu;

b) priprava alkalického roztoku, obsahujiciho slouceninu, ktera plUsobi jako pufr pfi
fyziologickém pH;
pfigemz pfinejmensim jeden zvyse uvedenych roztok(i obsahuje fenolické
slouceniny;

c) smiseni kyselého a alkalického roztoku a pfipadné Uprava pH na hodnotu v oblasti
6,5 az 8,0, s vyhodou 7,082 7,8; a

d) ponechani vysledné suspenze srazet.

Touto metodou Ize velmi jednoduchym zpsobem ziskat inzulinové pfipravky,
obsahujici jak rozpustény, tak vysrazeny inzulin. Navic, srazenina z vysledné suspenze
se obydejné sklada z krystalli ty€inkoviteho tvaru, které jsou vyhodné v tzv. PreMix
inzulinovych pfipravcich.

Vahovy pomér analogu inzulinu k protaminu v roztoku, uvedeném v kroku a) je
s vyhodou vybréan tak, aby byl v kone¢ném produktu ziskan vahovy pomeér rozpustného
k vysrazenému inzulinovému analogu v rozmezi 1:99 az 99:1, vyhodnéji 20:80 az
80:20, jesté vyhodnéji 30:70 az 70:30. Reteno presnéji, roztok uvedeny v kroku a)
s vyhodou obsahuje 120 az 6000 nmol/ml analogu inzulinu a 0,01 az 5,0 mg/mi
protaminu.



° S O L A

Roztok uvedeny v kroku a) dale obsahuje zinek, a to pfednostné v mnozstvi
odpovidajicim 10 a2 40 pug Zn na 100 IU inzulinu, vyhodnéji v mnoZstvi 15 az 35 ug Zn
na 100 IU inzulinu.

Ve vyhodném provedeni obsahuje ve vysledném produktu roztok uvedeny v
kroku a) nebo roztok uvedeny v kroku b) chlorid, s vyhodou chlorid sodny, v mnozstvi
odpovidajicim 0 az 100 mM, vyhodnéji 5 az 40 mM, je$té vyhodnéji 5 az 20 mM ve
vysledném produktu.

Je vyhodné, kdyz kysely roztok uvedeny v kroku a) mé pH pod 5, jesté vyhodnéji
v oblasti 2 az 3,5.

Analog inzulinu je vyhodné lidsky inzulin kde v poloze B28 je Asp, Lys, Leu, Val
nebo Ala a v poloze B29 je Lys nebo Pro; nebo des(B28-B30), des(B27) nebo des(B30)
lidsky inzulin, vyhodngji Asp® lidsky inzulin nebo Lys®™°Pro® lidsky inzulin a jesté
vyhodnéji Asp® lidsky inzulin.

Fenolicka slougenina, pouzita v roztoku uvedeném v kroku a) anebo v kroku b)
je s vyhodou fenol, m-krezol nebo jejich smes.

Je vyhodné, kdyz roztok uvedeny v kroku a) anebo v kroku b) déle obsahuje ve
vodé rozpustny redukovany nebo neredukujici sacharid, ktery ma nejméné 4 atomy
uhliku ve své zakladni struktufe, nebo ve vodé rozpustny neredukujici esterovy Ci
éterovy derivat sacharidu nebo redukovaného sacharidu, ktery mé nejméné 4 atomy
uhliku ve své zakladni struktufe, nebo smési vyse jmenovanych sloucenin.

Uvedeny sacharid nebo analog sacharidu vyhodné obsahuje 5 az 18 atomu
uhliku ve své zakladni strukture.

Ve zvlasté vyhodném provedeni roztok uvedeny v kroku a) anebo v kroku b)
obsahuje manitol, sorbitol, xylitol, inozitol, trehalézu, sacharézu nebo smési vyse
jmenovanych slou&enin, vyhodnéji manitol anebo sorbitol, jesté vyhodnéji manitol.

Slougenina pouzita jako zaklad pufru v zasaditém roztoku uvedeném v kroku b)
je vyhodné fyziologicky tolerovany pufr, vyhodngji fosfatovy pufr, jesté vyhodnéji
dihydrat monohydrofosforeénanu sodného.

Vysrazeny analog inzulinu je s vyhodou ve formé krystall, obsahujicich analog
inzulinu a protamin.

Suspenze, ziskana v kroku b) je s vyhodou ponechéna pro sréZeni pfi teploté
v rozmezi 5 - 40 °C, vyhodnéji 20 - 36 °C, jesté vyhodnéji 30 - 34 °C.
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Popis obrazkd

Obr. 1 je mikrofotografie (1000-nasobné zvétSeni) pfipravku podle vynalezu,

obsahujiciho krystaly lidského Asp®®

protamin-inzulinu a manitol.

Obr. 1 je mikrofotografie (1000-nasobné zvétseni) pfipravku podle vynalezu,
obsahujiciho krystaly lidského protamin-inzulinu a manitol.

Na Obr. 3 je graficky znazornén Casovy prubéh puUsobeni pfipravku podle

vynalezu, obsahujiciho jak rozpustény, tak krystalicky lidsky Asp®®

inzulin spolu s
gasovym pribéhem pusobeni pfipravku, obsahujiciho jak rozpustény, tak krystalicky
lidsky inzulin. oba pfipravky dale obsahuji manitol. Na grafu je znézornéna reakce
hladiny krevni glukézy po injekci u vepit. Obrazek ukazuje, ze u vysoce stabilniho

lidského Asp®? inzulinu je zachovan rychly néstup plsobeni.

Vynélez je ddle doloZen nasledujicimi priklady, které vdak nejsou minény jako

omezovani oblasti uplatnéni vynalezu.

Piiklady provedeni vynaiezu

Priklad |
Pripravek 1

Inzulinovy pfipravek, obsahuijici jak rozpustény, tak krystalicky Asp®® lidsky
inzulin, byl pfipraven nasledujicim zplsobem:
Roztok A:

Roztok Asp®® lidského inzulinu o koncentraci 200 IU/ml byl pripraven
rozpuiténim 76,5 mg Asp®® lidského inzulinu ve vodé za pfidani 326 ul 0.2 N kyseliny
chlorovodikové a 163 pl roztoku chloridu zineénatého (0,4 mg/ml). Poté bylo za
michani pfidano do roztoku inzulinu 8,35 mg protamin sulfatu a smés obsahujici 17,2
mg m-krezolu, 15 mg fenolu a 455 mg manitolu. U vysledného &irého roztoku bylo
zméteno pH 2,6 a2 2,9, pak bylo pfidano 10 ml vody. Roztok byl vytemperovan na 28 -
32 °C.

Roztok B:

Ve vodé pro injekce bylo rozpusténo 25 mg dihydratu monohydrofosforeCnanu
sodného. Za michani bylo pfidano 17,2 mg m-krezolu, 15 mg fenolu a 455 mg manitolu.
U vysledného &irého roztoku bylo zméfeno pH 9, pak bylo pridano 10 ml vody. Roztok
byl vytemperovan na 28 - 32 °C.
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Smichani roztokl A a B:
Roztok B byl pridan k roztoku A a pH bylo upraveno na 7,30. Vysledna suspenze
byla ponechana krystalovat pfi 30 °C po dobu 6 dni. Ve vysledném pfipravku byl
vahovy pomér vysrazeného k rozpusténému inzulinu 70:30. Piipravek byl napinén do

zasobnikd Penfill®.

Priklad Il
Ptipravek 2

Inzulinovy piipravek, obsahujici jak rozpustény, tak krystalicky Asp™?® lidsky
inzulin, byl pfipraven nasledujicim zpasobem:
Roztok A:

Roztok Asp®® lidského inzulinu o koncentraci 200 IU/ml byl pfipraven
rozpusténim 190,3 mg Asp®® lidského inzulinu ve vodé za pfidani 813 ul 0,2 N kyseliny
chlorovodikové a 410 ul roztoku chloridu zinednatého (0,4 mg/mi). Poté bylo za
michani pfidano do roztoku inzulinu 16,1 mg protamin sulfatu a smés obsahujici 43,0
mg m-krezolu, 37,5 mg fenolu, 909 mg manitolu a 14,6 mg chloridu sodného. U
vysledného &irého roztoku bylo zméfeno pH 2,6 az 2,9, pak bylo pfidano 22 ml vody.
Roztok byl vytemperovan na 32 °C.

Roztok B:

Ve vodé pro injekce bylo rozpusténo 62,4 mg dihydratu monohydrofosforecnanu
sodného. Za michani bylo pfidano 43,0 mg m-krezolu, 37,5 mg fenolu, 909 mg manitolu
a 14,6 mg chloridu sodného. U vysledného ¢irého roztoku bylo zméfeno pH 9, pak bylo
piidano 22 mi vody. Roztok byl vytemperovan na 32 °C.

Smichani roztokt A a B:

Roztok B byl pfidan k roztoku A, pH bylo upraveno na 7,30 a pak bylo pfidano
50 ml vody. Vysledna suspenze byla ponechéna krystalovat pfi 32 °C po dobu 4 dni.
Ve vysledném pfipravku byl vahovy pomér vysrézeného k rozpusténému inzulinu

70:30. Pfipravek byl napinén do zasobniku Penfill®.

Priklady 111 — Vi
Pripravky 3 az 6
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Inzulinové pripravky, obsahujici jak rozpustény, tak krystalicky Asp®?® lidsky
inzulin, byly pfipraveny jak je popsano v Piikladu Il, kromé toho, Ze mnozstvi manitolu
pouzitého v roztoku A a B bylo 818 mg, 1005 mg, 1047 mg a 1137 mg.

Pfipravky byly napinény do zasobnikud Penfill®.

Priklad VII
Pripravek VI

Inzulinovy pripravek, obsahujici jak rozpustény, tak krystalicky Lys®?® Pro®®
lidsky inzulin, byl pfipraven nasledujicim zpUsobem:
i) Krystalicka frakce
Roztok A:

Roztok Lys®® Asp®® lidského inzulinu o koncentraci 200 IU/mi byl pripraven
suspendovanim 69,7 mg Lys®® Asp®™ lidského inzulinu ve vodé. Poté bylo za michani
pridana do tohoto roztoku smés, obsahujici 16,0 mg m-krezolu, 6,5 mg fenolu, 364 mg
manitolu a 25,1 mg dihydratu monohydrofosforecnanu sodného. Poté bylo pfidano 50
ul roztoku chloridu zineénatého (10 mg/ml). U vysledného ¢irého roztoku bylo pH
upraveno na 7,4, pak bylo pfidano 10 ml vody. Roztok byl vytemperovén na 15 °C.
Roztok B:

Roztok protamin sulfatu byl pfipraven rozpusténim 7,61 mg protamin sulfatu a
25,1 mg dihydratu monohydrofosforecnanu sodného ve vodé. Za michani bylo pfidano
16,0 mg m-krezolu, 6,5 mg fenolu a 364 mg manitolu. Tento roztok byl za michani
pfidan k roztoku protamin sulfatu. U vysledného girého roztoku bylo pH upraveno na
7.4, pak bylo pfidano 10 ml vody. Roztok byl vytemperovan na 15 °C.

Smichani roztokl A a B:

Roztok B byl pfidan k roztoku A, pH bylo upraveno na 7,30. Vysledna suspenze

byla ponechana krystalovat pri 15 °C po dobu 3 dni.

i) Rozpustna frakce

Roztok Lys®® Asp®? lidského inzulinu byl pfipraven rozpusténim 34,9 mg Lys®?®
Asp®® lidského inzulinu ve vodé za pfidani 33 ul 1 N kyseliny chlorovodikové a 25 pl
roztoku chloridu zineénatého (10 mg/mi). Poté bylo za michani pfidana do roztoku
inzulinu smés, obsahuijici 26,1 mg dihydratu monohydrofosforeénanu sodnéeho, 6,5 mg

fenolu, 16,0 mg m-krezolu a 364 mg manitolu. U vysledného ¢irého roztoku bylo
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zméteno pH 7,3, pak bylo pfidano 10 ml vody. Sest ml rozpustné frakce bylo pfidano k
14 ml krystalické frakce a pH bylo upraveno na 7.30. Ve vysledném pfipravku byl
vahovy pomér vysrazeného k rozpusténému inzulinu 70:30. Pfipravek byl naplnén do

zasobniku Penfill®.

Priklad VIli
Pripravek Vi

Inzulinovy pripravek, obsahujici jak rozpustény, tak krystalicky lidsky inzulin, byl
pripraven nasledujicim zptsobem:
i) Krystalické frakce
Roztok A:

Roztok lidského inzulinu byl pfipraven rozpusténim 69,7 mg lidského inzulinu ve
vodé za pfidani 65 ul 1 N kyseliny chlorovodikové a 26 ul roztoku chloridu zine€natého
(10 mg/ml). Poté bylo za michani pridano k tomuto inzulinovému roztoku 6,0 mg
protamin sulfatu v roztoku a smes, obsahuijici 15,0 mg fenolu a 17,2 mg m-krezolu. U
vysledného &irého roztoku bylo zméreno pH 2,7 az 3,2, pak bylo pfidano 10 mi vody.
Roztok B:

Ve vodé bylo rozpusténo 24,9 mg dihydratu monohydrofosfore¢nanu sodného.
Za michani bylo pfidano 15,0 mg fenolu, 17,2 mg m-krezolu, 728 mg manitolu a 11,7
mg chloridu sodného. U vysledného &irého roztoku bylo pH upraveno na 9, pak bylo
piidano 10 ml vody.

Roztok B byl pfidan k roztoku A, pH bylo upraveno na 7,30. Vysledna suspenze

byla ponechéna pfi 22 - 24 °C do néasledujiciho dne.

ii) Rozpustna frakce

Roztok lidského inzulinu byl pfipraven rozpusténim 34,9 mg lidského inzulinu ve
vodé za pfidani 33 pl 1 N kyseliny chiorovodikové a 13 pl roztoku chloridu zine¢natého
(10 mg/ml). Poté bylo za michani pridana do roztoku inzulinu smés, obsahujici 12,5 mg
dihydratu monohydrofosforecnanu sodného, 15 mg fenolu, 17,2 mg m-krezolu a 364
mg manitolu a 5,8 mg chloridu sodného. U vysledného &irého roztoku bylo zméreno pH
7,3, pak bylo pfidano 10 ml vody. Sest ml rozpustné frakce bylo pfidano k 14 ml

krystalické frakce a pH bylo upraveno na 7.30. Ve vysledném piipravku byl vahovy
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pomér vysrazeného krozpusténému inzulinu 70:30. Pfipravek byl naplnén do

zasobniku Penfill®.

Priklad IX
Pripravek IX

Inzulinovy pripravek, obsahujici jak rozpustény, tak krystalicky Asp™® lidsky
inzulin, byl pfipraven nasledujicim zptisobem:
Roztok A:

Roztok Asp®® lidského inzulinu o koncentraci 200 I1U/ml byl pfipraven
suspendovanim 189,9 mg Asp®® lidského inzulinu ve vodé za pfidani 163 pl 1 N
kyseliny chlorovodikové a 163,5 ul roztoku chloridu zine¢natého (10 mg/mi). Poté bylo
za michani pfidano do tohoto roztoku inzulinu 11,5 mg protamin sulfatu v roztoku a
smés, obsahujici 44,3 mg m-krezolu, 38,6 mg fenolu, 1048 mg manitolu a 7,3 mg
chloridu sodného. U vysledného &irého roztoku bylo zméfeno pH 2,6 az 2,9, pak bylo
pridano 25 ml vody. Roztok byl vytemperovan na 22 - 24 °C.

Roztok B:

Ve vodé bylo rozpusténo 62,3 mg dihydratu monohydrofosforeCnanu sodného.
Za michani bylo pfidano 44,3 mg m-krezolu, 38,6 mg fenolu, 1048 mg manitolu a 7,3
mg chloridu sodného. U vysledného cirého roztoku bylo zméfeno pH 9, pak bylo
pfidano 25 ml vody. Roztok byl vytemperovan na 22 - 24 °C.

Smichani roztokd A a B:

Roztok B byl pfidan k roztoku A, pH bylo upraveno na 7,30. Vysledna suspenze
byla ponechana krystalovat pfi 32 °C po dobu 2 dni.

. Ve vysledném piipravku byl vahovy pomér vysrédzeného k rozpusténému inzulinu

70:30. Pripravek byl napinén do zasobnikl Penfill®.

Pfiklad X (srovnavaci)
Pfipravek X
Inzulinovy piipravek, obsahujici jak rozpuétény, tak krystalicky Asp™® lidsky

inzulin, byl pfipraven nasledujicim zplsobem:
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Roztok A:

Roztok Asp®® lidského inzulinu o koncentraci 200 IU/ml byl pfipraven
suspendovanim 76,5 mg Asp®® lidského inzulinu ve vodé za piidani 326 ul 0,2 N
kyseliny chlorovodikové a 163 pl roztoku chloridu zine¢natého (0,4 mg/ml). Poté bylo
za michani pfidano do tohoto roztoku inzulinu 6,35 mg protamin sulfatu v roztoku a
smés, obsahujici 17,2 mg m-krezolu, 15,0 mg fenolu a 160 mg glycerolu. U vysledného
girého roztoku bylo zméfeno pH 2,6 az 2,9, pak bylo pfidano 10 mi vody. Roztok byl
vytemperovan na 28 - 32 °C.

Roztok B:

Ve vodé pro injekce bylo rozpusténo 25 mg dihydratu monohydrofosforecnanu
sodného. Za michani bylo pfidano 17,2 mg m-krezolu, 15,0 mg fenolu a 160 mg
glycerolu. U vysledného &irého roztoku bylo zméfeno pH 9, pak bylo pfidano 10 ml
vody. Roztok byl vytemperovan na 28 - 32 °C.

Smichani roztok A a B:

Roztok B byl pfidan k roztoku A, pH bylo upraveno na 7,30. Vysledna suspenze
byla ponechana krystalovat pfi 28 - 32 °C po dobu 2 dni.

Ve vysledném pfiipravku byl vahovy pomér vysrdzeného k rozpusténemu

inzulinu 70:30. Pfipravek byl naplnén do zasobniki Penfill®.

Priklad XI
Testy fyzikalni zatéze

Pét vzork(l kazdého inzulinového pripravku bylo napinéno do zasobnikd Penfill®
a podrobeno nasledujicim testlim fyzikaini zatéze.

Zasobniky Penfill® byly upevnény na rotujici zafizeni, umisténé v inkubatoru, a
rotovany o 360° po dobu 4 hodin denné, rychlosti 30 otaéek za minutu, pfi konstantni
teploté 32 + 2 °C. Zasobniky Penfill® byly v dobé mimo otaceni ulozeny pii konstantni
teploté 32 £+ 2 °C.

Zasobniky Penfill® byly makroskopicky prohlédnuty pétkrat za tyden a zmény ve
vzhledu pfipravku byly zaznamenavany podle nasledujicich zasad:

i) zasobniky, obsahujici bilou suspenzi, kterd byla opét resuspendovatelna trepanim
a bez chuchvalcu a drobkU, byly hodnoceny jako ,nezfibrilovany*.
i) zasobniky, obsahujici suspenzi s chuchvalci a drobky, ktera nebyla

resuspendovatelna trepanim anebo suspenzi usazenou na sténach zasobniku, byly
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hodnoceny jako ,zfibrilovany“. Toto hodnoceni bylo potvrzeno pridanim 6 pl 6N HCI

do z&sobniku. Zfibrilované zasobniky nebyly po pfidani kyseliny vizualné ciré.

Vysledky jsou shrnuty v nasledujici Tabulce |
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Pripravek €.

Slozeni

Pramérny pocet
dnt do fibrilace

Prvni den
fibrilace

Asp®® inzulin 30/70
7 mM fosfat
250 mM manitol

20

20

Asp®? inzulin 30/70
7 mM fosfat

200 mM manitol

10 mM chlorid sodny

23

23

Asp®? inzulin 30/70
7 mM fosfat

180 mM manitol

10 mM chlorid sodny

21

17

Asp®?® inzulin 30/70
7 mM fosfat

220 mM manitol

10 mM chlorid sodny

19

17

Asp®? inzulin 30/70
7 mM fosfat

230 mM manitol

10 mM chlorid sodny

21

18

Asp®? inzulin 30/70
7 mM fosfat

250 mM manitol

10 mM chlorid sodny

22

22

Asp®? inzulin 50/50
7 mM fosfat

230 mM manitol

10 mM chlorid sodny

>30

>30

10
(srovnavaci)

Asp®? inzulin 30/70
7 mM fosfat
174 mM glycerol

11

Pramyslova vyuzitelnost

Inzulinové pfipravky vyrobené podle vynélezu obsahuiji sacharidy, které znacné

zvy$uji jejich fyzikalni stabilitu a jsou s vyhodou pouzitelné do zésobnikl inzulinovych

per.
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PATENTOVE NAROKY

. Vodny inzulinovy pfipravek vyznacujici se tim, Ze obsahuje rozpustény
anebo vysrazeny lidsky inzulin nebo jeho analog ¢&i derivat a 100 az 400 mM,
vyhodngji 150 az 250, jesté vyhodnéji 180 az 230 mM ve vodé rozpustného,
redukovaného anebo neredukujiciho sacharidu, ktery obsahuje nejméné 4 atomy
uhliku ve své zakladni struktufe, nebo ve vodé rozpustny, neredukuijici esterovy Ci
éterovy derivat sacharidu nebo redukovaného sacharidu, ktery obsahuje nejméné 4

atomy uhliku ve své zakladni struktuie, nebo smés vyse jmenovanych sloucenin.

. Inzulinovy piipravek podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze uvedeny
sacharid nebo sacharidovy derivat obsahuje 5 az 18 atom( uhliku ve své zakladni

strukture.

. Inzulinovy pfipravek podie naroku 2, vyznadéujici se tim, Ze obsahuje
manitol, sorbitol, xylitol, inozitol, trehalézu sachardzu, nebo jakoukoli jejich smes,

vyhodné& manitol nebo sorbitol, jesté vyhodnéji manitol.

. Inzulinovy pfipravek podle kteréhokoli z predeslych nérokd, ktery dale obsahuje

halogenidy, vyhodné chlorid, jesté vyhodnéji chlorid sodny.

. Inzulinovy pfipravek podle kteréhokoli z pfedeslych nérokd, vyznacéujici se
tim, Ze obsahuje analog lidského inzulinu, kde se v poloze B28 naléza Asp, Lys,
Leu, Val nebo Ala a v poloze B29 se nachazi Lys nebo Pro; nebo lidsky inzulin
des(B28-B30), des(B27) nebo des(B30).

. Inzulinovy pFipravek podle naroku 5, vyznadujici se tim, Ze obsahuje ze
obsahuje analog lidského inzulinu, kde se v poloze B28 naléza Asp nebo Lys a
vpoloze B29 se nachazi Lys nebo Pro, vyhodné Asp® lidsky inzulin nebo

Lys®2®Pro®® lidsky inzulin.
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Inzulinovy pfipravek podie kteréhokoli z predeslych narokGi 1 az4, vyznadujic
i se tim, 2e obsahuje derivat lidského inzulinu, ktery ma jeden nebo vice

lipofilnich substituentd, vyhodné acylovany inzulin.

Inzulinovy pfipravek podle ndroku 7, vyznacuj ici se tim, ze obsahuje
derivét lidského inzulinu, patfici do nasledujici skupiny: B29-N°-myristoyl-des(B30)
lidsky inzulin, B29-N°*-myristoy! lidsky inzulin, B29-N°-palmitoy! lidsky inzulin, B28-
Ne-myristoyl Lys®® Pro®” lidsky inzulin, B28-N°-paimitoyl Lys®® Pro®° lidsky
inzulin, B30-Né-myristoyl-Thr®?Lys®- lidsky inzulin, B30-N*- palmitoyl-Thr?°Lys®-
lidsky inzulin, B29-N°-(N-palmitoyl-y-glutamyl)-des(B30)-lidsky inzulin, B29-N°-(N-
litochlyl-y-glutamyl)-des(B30)-lidsky inzulin a B29-N°-(w-karboxyhepta-dekanoyl)-
des(B30)-lidsky inzulin, vyhodné B29-N-myristoyl-des(B30) lidsky inzulin.

Inzulinovy pripravek podle kteréhokoli z pfedeslych narokl, vyznacujici se
t i m, ze obsahuje krystaly lidského inzulinu nebo jeho analogu ¢&i derivatu a

protamin.

Inzulinovy pfipravek podle naroku 9, vyznacujic i se tim, Zekrystaly dale
obsahuiji zinek a pfipadné fenolickou slouceninu, vyhodné fenol, m-kresol nebo

jejich smés.

Inzulinovy pfipravek podle kteréhokoli z pfedeslych narokd, vyznacujici se
t i m, Ze obsahuje rozpustény i vysrézeny, s vyhodou krystalicky inzulin nebo jeho
analog, ve vahovém poméru 1:99 az 99:1, vyhodné 20:80 az 80:20, jesté vyhodnéji
30:70 az 70:30.

Inzulinovy pripravek podle kteréhokoli z pfedeslych narokl, vyznadcujici se
tim, Ze obsahuje 60 az 3000 nm/ml, vyhodné 240 az 1200 nm/ml lidského inzulinu

nebo jeho analogu &i derivatu.

Inzulinovy pripravek podle kteréhokoli z pfedeslych narokd, vyznacujici se
t i m, Ze obsahuje 0 az 100 mM, vyhodné 5 az 40 mM, vyhodnéji 5 az 20 mM

chloridu, vyhodné chloridu sodného.
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Inzulinovy pripravek podle kteréhokoli z predeslych narok, vyzna ¢ujici se

tim, ze dale obsahuije fyziologicky tolerovany pufr, vyhodné fosfatovy pufr.

Vodny inzulinovy pfipravek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje rozpustény
lidsky inzulin nebo jeho analog ¢i derivat, krystaly obsahujici lidsky inzulin nebo
jeho analog & derivat a protamin a ve vodé rozpustny, redukovany anebo
neredukujici sacharid, ktery obsahuje nejméné 4 atomy uhliku ve své zakladni
struktufe, nebo ve vodé rozpustny, neredukujici esterovy Ci éterovy derivat
sacharidu nebo redukovaného sacharidu, ktery obsahuje nejméné 4 atomy uhliku

ve své zakladni struktufe, nebo smés vyse jmenovanych sloucenin.

Inzulinovy pfipravek podle ndroku 15, vyznacujici se t i m, Ze uvedeny
sacharid nebo sacharidovy derivat obsahuje 5 az 18 atoml uhliku ve své zéakladni

strukture.

Inzulinovy pfipravek podle naroku 16, vyznacujici se t i m, ze obsahuje
manitol, sorbitol, xylitol, inozitol, trehalézu sacharézu, nebo jakoukoli jejich smes,

vyhodné manitol nebo sorbitol, jesté vyhodnéi manitol.

Inzulinovy pfipravek podle kteréhokoli z piedeslych naroka 15 az 17, ktery dale

obsahuje halogenidy, vyhodné chlorid, jeste vyhodnéji chlorid sodny.

Inzulinovy pipravek podle kteréhokoli z pfedeslych naroklt 15az 18, vyznacuj
ici se tim, ze obsahuje analog lidského inzulinu, kde se v poloze B28 naléza
Asp, Lys, Leu, Val nebo Ala a v poloze B29 se nachazi Lys nebo Pro; nebo lidsky
inzulin des(B28-B30), des(B27) nebo des(B30).

Inzulinovy pFipravek podle naroku 19, vyznacujic i se tim, Ze obsahuje
e obsahuje analog lidského inzulinu, kde se v poloze B28 naléza Asp nebo Lys a
v poloze B29 se nachazi Lys nebo Pro, vyhodné Asp®® lidsky inzulin nebo

Lys®Pro® lidsky inzulin.
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Inzulinovy pripravek podle kteréhokoli z predeslych narok 15az 18, vyznacuj
ici se tim, Ze obsahuje derivat lidského inzulinu, ktery ma jeden nebo vice

lipofilnich substituentd, vyhodné acylovany inzulin.

Inzulinovy piipravek podle naroku 21, vyznacujic i se tim,Ze obsahuje
derivat lidského inzulinu, patfici do nasledujici skupiny: B29-N*-myristoyl-des(B30)
lidsky inzulin, B29-N°*-myristoyl lidsky inzulin, B29-N°-palmitoy! lidsky inzulin, B28-
Ne-myristoyl Lys®® Pro™° lidsky inzulin, B28-N°-paimitoyl Lys®® Pro®® lidsky
inzulin, B30-N*-myristoyl-Thr*?°Lys®- lidsky inzulin, B30-N*- palmitoyl-Thr®°Lys®-
lidsky inzulin, BZQ-N‘-(N-paImitoyl—v-glutamyl)—des(B30)-Iidsk§l inzulin, B29-N°-(N-
litochlyl-y-glutamyl)-des(B30)-lidsky inzulin a B29-N°-(w-karboxyhepta-dekanoyl)-
des(B30)-lidsky inzulin, vyhodné B29-N°-myristoyl-des(B30) lidsky inzulin.

Inzulinovy ptipravek podie kteréhokoli z pfedeslych narokti 15a222, vyznacuj
ici se tim ze krystaly dale obsahuji zinek a pfipadné fenolickou slouceninu,

vyhodné fenol, m-kresol nebo jejich smés.

Inzulinovy pripravek podle kteréhokoli z pfedeslych narok(i 15az23, vyznacuj
ici se tim, ze obsahuje rozpustény i vysrazeny, s vyhodou krystalicky inzulin
nebo jeho analog, ve vahovém poméru 1:99 az 99:1, vyhodné 20:80 az 80:20, jesté
vyhodnéji 30:70 az 70:30.

Inzulinovy pripravek podle kteréhokoli z pfedesiych narokl 15 az 24, kde
redukovany nebo neredukujici sacharid, vyhodné manitol, je pfitomen v mnozstvi,
odpovidajicim 100 az 400 mM, vyhodné 150 az 250 mM, jesté vyhodnéji 180 az 230
mM.

Inzulinovy pfipravek podle kteréhokoli z predeslych narokll 13 az 25, vyznacuj
ici se tim, ze obsahuje 60 az 3000 nm/ml, vyhodné 240 az 1200 nm/ml

lidského inzulinu nebo jeho analogu &i derivatu.
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Inzulinovy ptipravek podle kteréhokoli z predeslych narok(l 15a226, vyznacuj
ici se tim 2eobsahuje 0az 100 mM, vyhodné 5 az 40 mM, vyhodnéji 5 az 20
mM chloridu, vyhodné chloridu sodného.

Inzulinovy pripravek podle kteréhokoli z pfedesiych narokl 15a227, vyznacuj
ici se tim, Ze dale obsahuje fyziologicky tolerovany pufr, vyhodné fosfatovy

pufr.

Vodny inzulinovy pfipravek, vyznacujic i se tim, Ze obsahuje rozpustény
i vysrazeny analog lidského inzulinu, kde se v poloze B28 naléza Asp, Lys, Leu,
Val nebo Ala a v poloze B29 se nachazi Lys nebo Pro; nebo lidsky inzulin des(B28-
B30), des(B27) nebo des(B30) a ve vodé rozpustny, redukovany anebo
neredukuijici sacharid, ktery obsahuje nejméné 4 atomy uhliku ve své zéakladni
struktufe, nebo ve vodé rozpustny, neredukuijici esterovy ¢&i éterovy derivét
sacharidu nebo redukovaného sacharidu, ktery obsahuje nejméné 4 atomy uhliku

ve své zakladni struktufe, nebo smés vyse jmenovanych sloucenin.

Inzulinovy piipravek podle néaroku 29, kde uvedeny sacharid nebo sacharidovy

derivat obsahuje 5 az 18 atomu uhliku ve své zakladni strukture.

Inzulinovy pfipravek podle naroku 30, vyzna gujici se tim, Ze obsahuje
manitol, sorbitol, xylitol, inozitol, trehaldzu, sacharézu, nebo jakoukoli jejich smés,

vyhodné manitol nebo sorbitol, jeste vyhodnéji manitol.

Inzulinovy pripravek podle kteréhokoli z predesiych narokd 29 az 31, ktery dale

obsahuje halogenidy, vyhodné chlorid, jesté vyhodnéji chlorid sodny.

Inzulinovy pripravek podle naroku 32, kde analog lidského inzulinu je takovy lidsky
inzulin, kde se v poloze B28 naléza Asp nebo Lys a v poloze B29 se nachazi Lys

nebo Pro: vyhodné Asp®2® lidsky inzulin nebo Lys®Pro™® lidsky inzulin.

Inzulinovy pripravek podie naroku 33, kde analog lidského inzulinu je Asp®? lidsky

inzulin.



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

23

Inzulinovy pripravek podle kteréhokoli z pfedeslych narokti 29 az 34, vyznacuj

ici se tim, ze se sklada z krystal(, které obsahuji analog inzulinu a protamin.

Inzulinovy piipravek podle naroku 35, vyznacujic i se tim, ze krystaly
dale obsahuiji zinek a pfipadné fenolickou slouceninu, vyhodné fenol, m-kresol

nebo jejich smés.

Inzulinovy pripravek podle kteréhokoli z pfedeslych narokl1 29 az 36, vyznacuj
ici se tim, Ze obsahuje rozpustény a vysrazeny, s vyhodou krystalicky analog
inzulinu, ve vahovém poméru 1:99 az 99:1, vyhodné 20:80 az 80:20, jesté
vyhodnéji 30:70 az 70:30.

Inzulinovy ptipravek podle kteréhokoli z pfedeslych narokti 29 az 37, vyznaduj
ici se tim 32e obsahuje 60 az 3000 nm/ml, vyhodné 240 az 1200 nm/mli

analogu lidského inzulinu.

Inzulinovy pipravek podle kteréhokoli z pfedeslych narokll 29 a2 39, vyznacuj
ici se tim, Ze obsahuje 0 az 100 mM, vyhodné 5 az 40 mM, vyhodnéji 5 az 20
mM chloridu, vyhodné chloridu sodného.

Inzulinovy piipravek podie kteréhokoli z pfedeslych narokd 30 az 41, ktery dale

obsahuije fyziologicky tolerovany pufr, vyhodné fosfatovy pufr.

Parenteraling aplikovany farmaceuticky vyrobek, obsahuijici inzulinovy pfipravek

pfipraveny podle kteréhokoli z pfedchazejicich naroku.

Pouziti ve vodé rozpustného redukovaného anebo neredukujiciho sacharidu, ktery
obsahuje nejméné 4 atomy uhliku ve své zékladni struktufe, nebo ve vodé
rozpustného, neredukujiciho esterového Ci éterového derivatu sacharidu nebo
redukovaného sacharidu, ktery obsahuje nejméné 4 atomy uhliku ve své zéakladni
struktufe, nebo smés vyse jmenovanych sloucenin, pro zlepseni fyzikaini stability

inzulinovych piipravkd, obsahujicich lidsky inzulin nebo jeho analog ¢i derivat.
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Pouziti manitolu, sorbitolu, xylitolu, inozitolu, trehaldzy, sachar6zy, nebo jakékoli
jejich smési, vyhodné manitolu nebo sorbitolu, je§té vyhodnéji manitolu, pro
zlepseni fyzikalni stability inzulinovych pripravk(, obsahujicich lidsky inzulin nebo

jeho analog ¢&i derivat.

Zpusob pFipravy inzulinovych pfipravkd, které obsahuji jak rozpustény, tak

vysrazeny analog inzulinu, vyznacujici se t i m, Ze obsahuje kroky:

a) priprava kyselého roztoku, obsahujiciho analog lidského inzulinu, zinek a
subizofanické mnozstvi protaminu;

b) piiprava zasaditého roztoku, obsahuijiciho latky, plsobici jako pufr pfi
fyziologickém pH;

c) pritemz alespon jeden z vy$e jmenovanych roztok(l dale obsahuje fenolickou
slouéeninu;

d) smiseni kyselého a zasaditého roztoku a pfipadné upraveni pH na hodnotu
v oblasti 6,5 az 8,0, vyvhodné 7,0 a2 7,8; a

e) ponechani vysledné suspenze srazet se.

Zptsob podle néaroku 44, kde vahovy pomér analogu inzulinu K protaminu
v roztoku, uvedeném v kroku a) je vybran tak, aby byl v kone&ném produktu ziskan
vahovy pomér rozpusténého a vysrazeného analogu inzulinu v oblasti 1:99 az 99:1,
vyhodné 20:80 az 80:20, jesté vyhodnéji 30:70 az 70:30.

Zpusob podle naroku 45, kde roztok uvedeny v kroku a) obsahuje 120 az 6000

nmol/ml analogu inzulinu a 0,01 az 5,0 mg/ml protaminu.

Zplsob podle naroku 46, kde roztok uvedeny v kroku a) dale obsahuje zinek,
vyhodné chiorid zine€naty, v mnozstvi odpovidajicim 10 az 40 pg zinku/100 U

inzulinu, vyhodné 15 az 35 ug zinku/100 U inzulinu.

Zplsob podle kteréhokoli z predeslych narokll 44 az 47, kde roztok uvedeny

v kroku a) anebo roztok uvedeny v kroku b) obsahuje chiorid, vyhodné chlorid
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sodny, v mnozstvi odpovidajicim v kone¢ném produktu O az 100 mM, vyhodné 5 az

40 mM a jesté vyhodnéji 5 az 20 mM.

Zptisob podle kteréhokoli z pfedeslych narokll 44 aZz 48, kde pH kyselého roztoku

uvedeného v kroku a) je nizsi nez 5, vyhodné v oblasti 2 az 3,5.

Zplisob podle kteréhokoli z pfedeslych narokll 44 az 49, kde analog lidského
inzulinu je takovy lidsky inzulin, kde se v poloze B28 naléza Asp, Lys, Leu, Val
nebo Ala a v poloze B29 se nachazi Lys nebo Pro; nebo lidsky inzulin des(B28-
B30), des(B27) nebo des(B30).

Zplsob podle naroku 50, kde analog lidského inzulinu je Asp™® lidsky inzulin nebo

Lys®2®Pro®? lidsky inzulin, vyhodné Asp™® lidsky inzulin.

Zplsob podie kteréhokoli z predeslych naroktl 44 az 51, kde roztok uvedeny
v kroku a) anebo roztok uvedeny v kroku b) dale obsahuje fenolickou slouceninu,

vyhodné fenol, m-krezol nebo jejich smés.

Zphsob podle kteréhokoli z predeslych narokti 44 az 51, kde roztok uvedeny
v kroku a) anebo roztok uvedeny v kroku b) dale obsahuje ve vodé rozpustny,
redukovany anebo neredukuijici sacharid, ktery obsahuje nejméné 4 atomy uhliku
ve své zakladni struktufe, nebo ve vodé rozpustny, neredukujici esterovy ¢i éterovy
derivat sacharidu nebo redukovaného sacharidu, ktery obsahuje nejméné 4 atomy

uhliku ve své zakladni struktufe, nebo smés vyse jmenovanych sloucenin.

ZpGsob podle naroku 53, kde uvedeny sacharid nebo sacharidovy derivat obsahuje

5 a2 18 atom¢ uhliku ve své zakladni strukture.

Zplisob podle naroku 54, kde roztok uvedeny v kroku a) anebo roztok uvedeny
v kroku b) obsahuje obsahuje manitol, sorbitol, xylitol, inozitol, trehalézu,
sacharézu, nebo jakoukoli jejich smés, vyhodné manitol nebo sorbitol, jesté

vyhodnéji manitol.
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Zpuisob podle kteréhokoli z predeslych narokd 44 az 55, kde pufrujici sloucenina,
pouzita v zésaditém roztoku uvedeném v kroku b) je fyziologicky tolerovany puifr,

vyhodné fosfatovy pufr, je$té vyhodnéji dihydrat monohydrofosforeénanu sodného.

Zpusob podle kteréhokoli z pfedeslych narokt 44 az 56, kde vysrazeny analog

inzulinu je ve formé krystald, obsahujicich analog inzulinu a protamin.

Zpusob podle kteréhokoli z pfedeslych naroki 44 az 57, kde suspenze ziskana
v kroku a) je ponechana srazet pfi teploté v rozsahu 5 - 40 °C, vyhodné 20 - 36 °C,
jesté vyhodnéji 30 - 34 °C.
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Obr. 1

Nahradni list (Pravidlo 26)
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Nahradni list (Pravidlo 26)
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Nahradni list (Pravidio 26)
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