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Farmaceuticky prostiedek lidského inzulinu

Inzulinovy farmaceutick§ prostfedek obsahujic{ suspenzi
krystald Ultrarente a velké mnoZstv{ zinku 0,5 aZ 20 mg na
100 jednotek inzulinu, pfitem2 vice neZ 50 % celkového ob-
sahu zinku v prostfedku zistdvd v rozpustné frakci, spife
neZ v komplexn{ vazb& s inzulinem a hodnota pH prostfed-
ku je 6,0 aZ 7,4 m4 charakter produktu pomalu uvoliiujicfho
lidsky inzulin. Prostfedek je prost jinych propteind, napfi-
kiad protaminu.
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Oblast techniky - -— ’ I

Vynalez spadd do oboru lidské mediciny a =2zv1l4asté se tykd
oSetFovani diabetes. PPedevdim se vyndlez tyka farmaceutického
prostifedku, ktery obsahuje molekulu lidskeého inzulinu, kterd p¥i
podéant bliZe napodobuie bazdlnt hladiny inzulinu v normdlnim lid-

skam tzle.

Dosavadni stav techniky

Hlavnim terapeutickym cilem p¥i oZetfovani diabetes je fyzi-
ologickeé Fizent hladiny glukozy v krvi. Pro tento del Jjsou do-
stupné Zetné rtzné obchodni produkty a farmaceutické prostFedky.
Pro rychle zvySeni glukozy, ke kterému dochdzi v obdobi jidla,
jsou nejvhodnzjsi rychle pasobici inzulinové produkty, Jako jsou
nap¥tklad Humulin Regular nebo tak zvané monomerni inzulinové a-
nalogy.

Jinym daleZitym zdrojem glukozového zatiZeni nemocnych Je
nizk4a hladina uvoldovdani baz&lnt glukozy 2z Jater. Je to primdrnd
vysledkem postprandidlnich metabolickych procesd, jako Jsou na-
#1klad g9lukoneogeneze a glykogenolyza. V pripadé diabetickych je-
dircd se toto bazdlni uvolfiovdani glukozy maZe podstatng zvydit
v noci a vede k prodlouZené periods hyperglycemia, zvl4sté v Zas-
nych ranntch hodindch vede k Jevu, oznatovanému jakoZto udsvitovy
Jev (“dawn phenomen"). Tyto periody hyperglycemia se Jevi JjakoZto
dalezity pPispévatel vysokym hladindam glykatovanych proteind,
Zasto maFenych JjakoXto glykosylovany hemoglobin. Konstrukce taéch-
to derivatizavanych proteinavych produktd ravozuje p¥i dlouhodo-
bych aplikacich, spojenych s diabetes, neuropatii, nefropatii a
retinopatii.

[dedlnt inzulinovy farmaceuticky prostifedek se zFetelem na
bazdlni uvoliovéni glukozy by m&l zajistovat pomalou, stdlou in-
fuzi inzulinu do krevntho systému, aby bylo zaJisté&no nizké uvol-



Hovani glukozy =z Jater. Se zPetelem na idedlni baz&alni dZinnost
v #ase je nellepsim parenterdlnim produktem obchodng dostupny ho-
véz1i inzulin Ultralente. PP¥Fi vstFikovéani Jednou denng zaruZulje
nizkeé, stalé uvoldovani inzulinu do krevnihao systému bez Jjakeho-
koliv inzulinoveého piku.

Hlavnim problémem haovéziha Ultralente Je viak skutenost,
¥e hovézi inzulin m& odlisny sled aminokyselin od lidského inzu-
linu. Lidske t&lo miZe povaZovat hovézi inzulin za cizi protein.
Chronicke vstFikaovdant této  imunogenické latky diabetickym Jedin-—
cam md¥e vést k vytvoreni protilatak k dnzulinu. To mdZe veést ke
zm@nam doby pasobeni inzulinu & Potence a k jinym problémam spo-
Jenym s Jedincovym aktivovanym imurnnim systémem. 2 t&chto ddveda
zastdvda hovézi Ultralente neidedlnim, parenterdlnim  inzulinovyn
farmaceutickym prostFfedkem. -
Rozd1ly typd inzulind Ultralente

Prichad nové rekombinantni ONA techriologie a novych enzyma—
tickych technik pro prevad#ni vepPového inzulinu na lidsky inzu-
1in vedlo k nadmérné nabidce 1lidského inzulinu od roku 1980.
Prekondnim problémd se shora uvedenym hovézim Ultralente byla lo-
gicky priprava 1lidskych krystala Ultralente a Jedich zpracovani
na farmaceutické prost¥edky pro parenterdlni podani. Formy krys-—
tald, tvary krystald, velikosti krysdtala, zpasoby p¥ipravy &
formulace farmaceutickych prost¥edkd lidského a hovéziho Ultra-
lente Jjsou v podstaté stejné.

AvZak nekolik let klinickych zkouZek vedlo ke konefnemu zjis-
téni, Ze tyto produkty identické nejsou. Skute&ns klirndcke zprda-
vy naznatuji, Ze lidsky Ultralente rychleji pasobi neZ hovézi Ul-
tralente, zatimco vepPovy Ultralente Je se zFetelem na dobu pdso-
beni mezi obZma témito farmaceutickymi prostiedky. V klinicke
praxi to vedlo k tomu, Ze mnozi lékari a diabetologové doporuco-
vali systém vsti¥ikovéani dvakr&t denng pro lidsky Ultralente. Kro-
me toho vyrazny pik absorpce inzulinu do krevntho ob&hu se pozo-
ruje 12 hodin pPo subkutannim podéni. Tento Jev nejen sniZuje
vhodnot tohoto produktu pro  protipiscbenti ke st&lému vyluZovéni
baz&élni glukozy Jater, vede také k hyperinsulinemia, kterda sa-—



motnd maZe vést k makrovaskuldrnim komplikacim.

Davady rozdild éastého pisobeni lidského a havéziho inzu-
Linu produktd Ultralente nejsou plné znamy. PFitomnost protilatek
k hovézimu inzulinu neni priméarni priZinou tohoto rozdilu v Caso-
vem pasobent. Nzkteré vyzkumy ukdzaly Ze inzulin z liskeého Ultra-
lente se mnohem rychleji absorbuje z mista vstFiku nez haovézi Ul-
tralente. Dalsf objasn®ni tohoto problému vyplynulo ze zkouBek
rozpoudténi. dédle popsanych. Na zaklades modifikaci d#ive popsa-~
rnych zkousek se zjistilo, Ze krystal hovaziho Ultralente po zFe-
ddni potFebuje mnohem deldt dobu k rozpuiténi neZ sravnatelny
lidsky krystal Ultralente. Rozdily sledu aminokyselin mezi hove-
zim & lidskym in;ulinem padobng vytvareji mirny rozdil inzulino-
veho hexameru sé zFetelem na Krystaly, co? miZe vést k rozdilu
Jjedich ndsledné rozpoustéci rychlosti. Pao vstFiknutt do podkoZni
tkan® toto zpoZdené rozpoustdni hovézich krystald vede k Jedjich
prodlousend absorpei a K prodlouZenému biologickému pasobent.

- Syntéza lidskych inzulinovych analogd byla zkoumdna JakoZto
Jedna z cest prodlouZeni doby Jejich pasobeni. Obzvlaite se pro—
vad#ly modifikace nap¥tiklad Gly (A21)Arg(B27Thy~-NH2(B30) lidskeho
inzulinu (Jorgensen a kol., British Medicaal Journal 299, str.
415 a> 419 (1989) a modifikace polohy Glu(B13) (Hansen, Biophysi-
cal Chemistry 39, str. 107 az 110, 1991). Avsak v kazdém z tichto
pripadd zavedeni nového aminokyselinového sledu vytvarelo cizi
. molekulu pro lidske t#lo a tak potencidln® stejnou nebo dokonce
vyss1 imunogenitu nez hovézi inzulin. PouZiti p¥irozene lidske
1nzulinUVéﬂmolekuly by bylo proto rozhadnZ lep3i ne2 zavadeni no-
vé inzulinové molekuly. V Zadném pFipadé nebylo popsdno, Ze by se
vysoce zinkem cbohacené lidské prostfedky Ultralente ani léatky
pro pFipravu takovych prostFedkd za dZelem praodlouZeni doby piso-
bent imunologicky vyhodného lidského Ultralente prostFedku vyrov-
naly bilologickému Zasovému pasobent farmakokineticky vyhodného
farmaceutickeho prostiedku hovéziho Ultralente nebo byly lep31.

2inek a inzulin
Ji2 mnoho let Jje znémo, Ze inzulin mdZe uspé3nd spolelnd



krystalovat s atomy zinku k ziskdnt Cetnych typa stdlych krystala

s delZ1 dobou pdscbent ne? rozpustny nebo amorfrni, rekrystalicky
inzulin. Jako komplexacniho #inidla pro inzulin bylo také pouzito
rybfho proteinu protamin k prodlouZent doby pascbent inzulinu av-
Sak pro svoji heterogenitu a moZnou imunogenicitu je toto FelSent
mélo atraktivni pro subkutarni léfebrne chronické paddvéant .

V Zasnych letech 1950 byly vyvinuty nove formulace hovazich
inzulinovych krystald, které obsahudf Pouze 1inzulin a zinek v a-
cetdtovém pufru p¥i neutrdlni hodnots pH (Hallas-Moller & kol.,
Science 116, str. 394 &2 398, 1952). Tento Lente inzulin se Je
prost fosf4tovych iontd, které siln® vzajemns pascbi se zinedna-
tymi  donty za vytva¥enti nerozpustnych derivata fosforednanu zi-
neZnatého. Prostredky, obsahujic! pouze krystalicky inzulin v a-
cetdtovém pufru, Jsou oznatovéany Jakosto Ultralente. Krystaly,
pPipravend timto zpdsobem, se zde oznatui Jjakodto “inzulinové
krystaly Ultralente".

Jakkoliv Je zapotFebi pouze dvou atomad zipku k vytvorerit
komplexu s kaZdym inzulinovym hexamerem k vytvorFeng viastnich Ul-
tralente krystald, urity molarnt nadbytek zinku je v kaXdém
prostfedku Ultralente a zjistilo se, Ze Jje vhodné poddavat hovazt
Ultralente vstFiknutim jJednou dernn® (Schlichtkerull, Insulin Crys-—
tals, Ejnar Murksgaard Publishers, Copenhagen, 1958). V téZe pub-
likaci (str. 92) se uvddi: "2d4& se, Ze trvéni pascbeni se ponskud
zkracuje, kdyZ se vepPovy inzulin nahradi hevézim inzulirem v Ul-
tralente. Proto k zajJistEni konstantntho odm&Povani terapeutic-
kych suspenzi Je nutné pFidrZet se pFisng Jjehnoho a tého> typu
inzulinu nebo nalézt pevrny pom&r mezi inzulinem od rdznych typd."
Podobn se uvddi, Ze vepPovy Ultralente inzulin se mnohem rychle-
Ji absorbuje diabetiky nez hovézi Ultralente inzulin (Brange, Ga-
lenics of Insulin, str. 28, Springer-Verlag, Berlin., 1987). Avsak
Préavé prostFfednictvim té&chto rozdila typdise zjistilo, Ze vepfovy
inzulin Je podobnéjsi strukture lidského inzulinu a proto je meéns
imunogenicky neZ hovézi inzulin. MoZné zmény farmaceutickeého pro-
st¥edku k prodlouZeni doby pasobeni“vepfovéhdiUltgq1gg¢g,gabyAbyl
ekvivalentni se zPetelen na dobu pisobenti nebo lepgf neZ hovézi



Ultralente nebyly v3ak ani doloZeny ani navrZeny. Ve skute®nosti
se jiZ d¥ive (Hallas-Moller, Diabetes 5, str.7 az 15, 1956) zjis-
tilo, Ze koncentrace zinku nad 0.2 mg na 100 jednotek inzulinu by
nebylo pomoci  pro prodlouZencou dobu pasobent Lente (nebo Ultra-
lente) inzulinovych farmaceutickych prostFedka Jjakshokoliv typu.

Uvadi se, Ze priblizne 0,09 mg zinku na 100 jednotek inzu-
linu se vdaze na nerozpustng hovézi Ultralente krystaly (14 atoma
zirku na inzulinovy hexamer) zatimco pom&rng nizkd koncentrace,
pribliZnz 0,05 mg/ml volného zinku, ztstdva nevdzdna v superna-
tantu. Zjistileo se, Ze aob& tyto koncentrace zastdavaji kanstantni
i kdyZ se sfla inzulinové formulace zvysi z 40 J/ml na 100 J/ml
(Brange, Galenics of Insulin, str. 37, Springer-Verlag, Berlin,
1987) .

V americkeém patentovém spise #fslo 5 070186 se uvdadi, Ze in-
zulinové farmaceutické prostfedky obsahujfci vysokou koncentraci
(0.02 a2z 0,05M) kationtu horetku jakoZto jingho dvoumocneho kovu,
paoskytuji rychleji pasobicvi inzulinové produkty. Aviak nyni se
s pPekvapenim zjistilo, Ze p¥iddni pevneho chloridu nebo acet&tu
zineZnatého nebo koncentrovangho vodngho roztoku chloridu nebo a-
cetdtu zineZnatéha pPimo do farmaceutického prostFedku lidskeho
Ultralente na kone®nou celkovou koncentraci zinku priblizne 0,5
. aZ p¥ibliZne 20 mg na 100 jednotek inzulinu prodluZuje rozpousts-
Nt krystald a miZe prodlouzit Jeho biologickou debu pasocbent,
ktera Jje pak tak pomald jako v pFipads hovaziho Ultralente nebo
dokonce i pomaleisft. Zjistilo se také, Ze tato modifikace Je vy-
sledkem doprovodného sniZent hodnoty pH  z pribliZng 7,4 na tak
nizkou hodnotu jJake Je 6,2. D&le se zjistilo, Ze vysledkem této
modifikace je, Z2e vétdina pridaného  zinku zdst4vd v supernatantu
a neni véazadna na nerozpustny inzulinovy krystal. Neméni rovnss
vyznamns tvar a velikaost krystald nebo chemickou stabilitu inzu-
linu ve farmaceutickych Prost¥edcich po urdité dob& skladovénit.

Podstata vyndlezu

Farmaceuticky prostifedek lidskeého inzulinu podle vyn&-



lezu Je zaloZen na tom, Ze obsashuje suspenzi inzulinovych krys-—
tald Ultralente a pFibliZng 0,5 a? prFibliZne 20 mg zinku na 100
jednotek inzulinu v prostPedku jako celku.

Vyndlez Jje tedy zam&Fen na inzulinovy prostFfedek obsahujicit
suspenzi Ultralente inzulinovych krystald za celkove koncentrace
sirku v prostFedku pFibliZng 0,5 mg a¥ p¥iblizne 20 mg na 100
jednotek inzulinu.Vice ne? 50 % zinku v prostPedku Je v roazpustné
frakci spife ne? ve formg komplexu s inzulinem. Tento inzulinovy
prost¥edek m& hodnotu pH obecns pFiblizng 6.0 aZ pribliZne 7,4.
Tento zirkem modifikovany prostPedek m& charakteristiky velmi
dlouhodob® pasobictho lidského inzulinového produktu.

Jednotlivé vyrazy a zkratky zde maji ndsledujict vyznam:

Vyraz “koncentrace zinku v prostredku  Jako celku” znamend
celkovou koncentraci zinku v prostfedku at je jiZz zinek komplexns
vézdn s inzulinem nebo Je v rozpustné forms. |

Vyrazem "Ultralente inzulin® se mint prost¥edek obsahujici
inzulinovée krystaly, p¥Fipraveng Vv acetdatovém pufru v podstata
podle Hallas-Mollera a kol., Science, 116, str. 394 g 398,
(1952). Krystaly, pFipraveng timto zptisobem, se zde oznaludi
jakozto inzulinové krystaly Ultralente.

Vyrazem “J" se mini standardni mezindrodni Jednotka inzu-
linové dZinnosti.

Vyrazem "Zn" se mini zinek.

Vichny ﬁbuziVné zkratky aminokyselin se pouZivaji Vv souladu
s americkym d¥adem patentd a ochrannych znamek podle 37 C.F.R. §
1.822 (b) (2) (1990).

Vyndlez Jje zam&Fen na inzulinovy prostifedek obsahujict
suspenzi krystald Ultralente a zinek v koncentraci p¥ibliZné 0,3
az 30 mg na 100 Jjednotek inzulinu v prostPedku Jjakozto celku. Vi-
ce ne? 50 % zinku v prostFedku Je v rozpustné frakel spi3e neZ ve
forme komplexu s inzulinem. Tento inzulinovy prostredek m& hodno-
tu pH obecna priblizne 6,0 a2 pPibliZng 7,4. Krom& toho inzulino-
vy prostPedek Ppodle vyndlezu necbsahuje 1Jjiné proteiny, Jako Je
protamin. ProstPedek maZe obsahovat konzerava&ni pFrisadu nebo i-
sotonickd &inidla & maZe takeé obsahovat+pufr, ktery nevykazule



silnou reakei se zinkem. Tento zinkem modifikovany prostredek se
vyznatuje velmi dlouhodobym pasoberiim.

ProstFedky podle vyndlezu se mohou  pFipravovat priddavanim
zinku do p¥edem pFipravenych suspenzi Ultralente inzulinaovych
krystald nebo p¥iddnim zinku po krystaliza®nim stupnl pP¥Fil vyroba
Ultralente. Zinek se mlZe p¥idavat Vv pevne formz rnebo ve forme
roztoku. Neboa se suspenze krystald Ultralente maze pPiddvat do
pevnsho zinku nebo do roztoku zirnku.

Podle vyndlezu se JjakoZto >inku maZe pouZivat raznych zined-
natych solf. JakeXto pFiklady zinefnatych soli se uvédéni acetdt,
bromid, chlorid, fluorid, Jodid a siran zinednaty. Pro pracovriiky
v cbaru Je zrejmé, Ze se mohou pouzivat tetné Jjing zinetnaté soli
pro pFipravu zinkem modifikovanych Ultralente inzulinovych pro-
stFfedkd. S vyhodou se viak pouZiva acetdtu nebo chloridu zinecna-
teho pro  vyrobu zinkem modifikovanych Ultralente inzulinovych
prostFedkd pPodle vyndlezu, Jeliko2 tyto soli nevnadelJi dalsi
chemické ionty do obchodné dostupnych farmaceutickych prostFedkd
Ultralente. ‘

Vyndlez Jje tedy zam&Fen na podstatneé zvydeni koncentrace
sinku v supernatantu farmaceutickych prost¥edka lidského Ultra-
lente bez vyrazné modifikace samotnych krystald Ultralente.
S prekvapenim se zJistilo, Ze tyto farmaceutické prostfedky lids-—
keho Ultralente cbohacené zinkem mohou pProdlouZit dobu rozpoudtE-—
ni nerozpustnych krystald inzulinu a prodlouzit tak dobu biclo-
gického pasobeni ve srovndnim s nemadifikovanymi farmaceutickymi
. prostifedky lidsksho Ultralente.

Vypustant vyraznych modifikaci krystald Ultralente mdZe byt
 dalezité =z nekolika davodd. PPedevsim se farmaceutickych pro-
stFedka Ultralente pouzivé p¥Fi chronickem podédvdant diabetikam po
~dobu 40 let a samotného 1lidskeho Ultralente Jiz temz¥* 10 let.
Zinkem modifikované farmaceuticke prostifedky vykazuji rekordni
bezpetnost. Ddle by podstané zvySeni zinku v komplexni forms
s krystaly inzulinu mohlo veést k agregaci krystala. V prab&hu do-
by by se mohly vytvaret shluky, &imZ by se farmaceutické prost-
Fedky stévaly nepouZitelnymi. Zkousky se zinkem modifikavanych



farmaceutickych prostiFedka lidského inzulinového Ultralente podle
vyndlezu nevykazuji podstatn#ji madifikovane nebo shlukleé inzuli-
nove krystaly. Konend modifikace inzulinového krystalu zinkem by
mohla vést ke zmdng samotné inzulinové struktury, coZ by mohlo
mEnit Jjeho biologické vlastnosti nebo dokonce jeho imunogenicitu.

Souzasny pokles hadnoty pH, ke kterému dochazi p#i pFipravé
modifikovanych farmaceutickych prostFedkd Ultralente, mdZe byt
take dalezity. Je zn&ma, Ze vrastalici koncentrace razpustnych
zinetnatych iontd zby3ulje chemické St&peni inzulinu mezi zbytkem
A8 (threonin) a A9 (serin) i kdyZ Jje inzulin pPitomen ve formg ne-
rozpustnych krystald (Brange & kol., Pharmaceutical Research 9,
str. 715 a® 726, 1992). Mirnég sniZeni hodnoty pH inzulinovych
farmaceutickych prostFedkd pod 7 minimalizuJe tuto stZpici reakci
a tim zlepsuje dlouhodobou stabilitu. Je rovngZ moZné, Ze tento
pokles hodnoty pH maZe byt Zdstednd zodpoavEdny za minimdlni vzé-
Jemné pasobeni nadbytku zinku s inzulinovym krystalem, JelikoZz Je
zndma, %e se vzdjemné pdsocbeni proteind a zinku sniZuje v kyse-
lejsich oblastech hadnot pH (Schlichtkrull, Insulin Crystals, EJj-
nar Munksgaard Publishers., Copernhagen, 1958).

Nové, zinkem mldifikované farmaceutické prastfedky lidského
Ultralente podle vyndlezu majil dalsi1 P?idavné charakteristiky.
Zpascb pFipravy Jje moZny dlouho po  pPiprave origindlnthao farma-
ceutickeho prostifedku lidského Ultralente. Takovym zpdsobem se
mohou pPridévat razné koncentrace zinku dokonce podle potFeby Jed-
notlivych nemocnyich v zdvislosti na Z2Z&douct dob& Pusobeni. Pro
tyto farmaceutické prostiedky nent zapotFeb1 Z&dnych novych exci-
pientd, komplexotvornych lé&tek, chemik&lii rebo organickych roz-
poustzdel, takZe lze predchdzet let nezndmé toxicits p¥i dlouho-
dobém podavéany chemickych l&tek po mnoho let. KoneZn& hodnota pH

konetného roztoku 6,0 a2 7,4 Je velmi blfizkd hodnotz pH podkoznt
tkans (7.4), takZe nevede k Zddnému dré&Zdént. - - > T

Vyndlez se tedy tyka farmaceutickych prostfedka lidskych
krystala Ultralente, vhadnych pro oSetFovéani diabetes subkutannim
vst¥ikovénim; takové injekce Poskytuji pomalou -absorpci inzulinu
takze popPFipads stati Jedno vstFiknuti dennd. Farmaceutické pros-



tFredky podle vyndlezu mohou rovng? obsahovat konzervacni p¥isadu,
Jaka Je napriklad methylparaben, #inidlo pro isaotonicitu, nap@ik-
lad chlorid sodny, pFrifem? celkovy obsah  zinku Je p#Fibli¥ng 0,5
az 20 mg na 100 inzulinovych jednotek & hodnota pH je 6,0 az
7.,4. Pracovnikim v oboru Jje jasné, Ze lze pouZit také jinych kon-
zervainich #inidel a Jjinych #inidel k dpravé isotonicity v pros—
tFedcich podle vyndlezu. Podle vyhodnégho provedent celkovy obsah
zinku je pFibliZzng 0,5 a2 7 mg na 100 +inzulinovych jednotek a
hodnota pH Je 6,2 a2 7,2. Podle Jingho vyhodngho provedeni Je
hodrota pH pro viechrny koncentrace zinku vysledkem peiddant vhod-
ného mnoZstvi pevngho chloridu zinedfnatého, pevneho acetdtu zi-
nefnatého nebo koncentrovaného vodrngho raoztoku téchto Zinidel do
predem formulovangho roztoku lidskeho Ultralente, to znamend, Ze
se neprovdadi Zadnd dalsi dprava hadnoty pH.

Pro srovndni se ddle uvddi koncentrace zirku a inzulinu uve-
dengé v literatuFfe a v patentovych spisech, pFivem? se v tabulce I
uvéadeji  ekvivalenty zinku a inzulinu ve smdsi a v, tabulce Il ek-

vivalenty zinku v roztoku.

Tabulka I
Kombinace zinek/inzulin
- mekv ¥ Zn v krystalu pM uM mg ng (gama)
In/g bezvadého Zn/uM Zn/pM Zrn/100 Jedno- Zn/Jedn.
inzulinu inzulinu inzulinu inzulin- tek inzulinu inzulinu
hexameru
G,12 0,38 0,33 2,0 0,013 0,13
0,31 1,00 0,980 5,4 0,035 0,35
0,89 2,75 2,51 15,1 0,100 1,00
2,66 8,00 7,75 46,5 0,300 - - 3,00
4,43 12,70 12,80 77,0 0,500 5,00
66,00 68,50 192,50 1155,0 71,500 75,00

177,00 85,30 514,20 3086,0 20,000 200,00



- 10 -

Tabulka LI
Zinek v roztoku
mekv Zn/1 % ZIn mg Zn/ml mM  Zn/1
0,306 0,001 0,01 0,153
0,612 0,002 0,02 0,306
1,530 0,005 0,05 0,765
3,060 0,010 0,10 1,530
6,120 0,020 0,20 3,060
15,300 0.050 0,50 7,650
30,600 0,100 1,00 15,300
61,200 0,200 2,00 30,600
153,000 0,500 5,00 76,500
306,000 1,000 10,00 153,000
612,000 2,000 20,00 306,000

Nasledujict pPiklady Praktického provedent vyndlez bliZe

obJastuji bez zdmsru Jeho Jjakeéhokoliv omezent.

Priklady provedent

Priklad 1

P¥iprava zinkem modifikovanych farmaceutickych prostredka lidske-
ho Ultralente
Pouzije se Humulinu Ultralente (Lilly., Indianopolis. IN)

Ultralente (hov&ztho) inzulinu nastavengho suspenzi inzulinu a

[+

zirnku USP  (Nova Nordisk, Baksvaerd., Dénsko)., obou v koncentraci
100 inzulinovych Jednotek na ml (J100). Téchto formulact, obsahu-
jfcich celkovou koncentraci zinku pribliZne 0,15-mg/ml, se pouZje
bud p¥imo nebo po zFed&ni na J40 pomact sterilntho+¥edidla Steri-
le Diluent pro Ultralente inzulin (Lilly), ktery obsahuje 0,05 mg
zinku. Do pPedem zvaZenych vzorkd pevného chloridu zinenatého
(EM Science, Cherry Hill, NJ) se p¥idd p¥imo roztok J100 neba J40
inzulinu Ultralente. Alternativng se pFidajJi do farmaceutickych
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prostredkd J100 Humulin Ultralente rdzna mnoZstvi koncentrovanych
roztokd chloridu zinednatého (100 mg/ml  vody) nebo octanu zined-
natého s nastavenou hodnotou pH (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ,
200 mg/ml vody) - Celkova koncentrace zinku se stanovi bud kombi-
nact vypodtenych koncentract zinku v inzulinu, v rozpouztédle a
v reagenciich, nebo se zjistuje experimentdlng atomovou absorpe-

ni spektroskaopii.

Priklad 2

Hodnota pH zinkem modifikovanych farmaceutickyech prostfedka 1id-
skehao Ultralente

Bazne farmaceutické prostfedky Ultralente maji hodnotu pH
priblizneg 7,4. Zinkem modifikované farmaceuticke prostredky Ul-
tralente se p¥iprail podle prikladu 1 a zjistuli se Jejich hodnoty
pH. Udaje Jsou v tabulce III.

Tabulka III

 S1la Zpasob  PouZite  acelkava
B iﬁzdliﬁdnb?idénir In—¢inidlo Konedngé mg mg in/100 Konedné
Vzo- (J/ml) n - | Zn/ml  J inzulinu pH
rek - I . prost¥edku
1 40 Zadny Zadne 0,09 0,23 7,38
2 40 pPevny chlorid 0,25 0,63 7.30
3 40 Pevny chlorid 0,59 1,48 7,03
4 40 pevny chlorid 1,09 2,73 6,80
5 40 Pevny chlorid 2,40 6,00 6,75
6 40 Pevny chlorid 7.31 18,28 6,34
7 100 Zadny 24dné 0,15 0.15 7.37
8 100 pevny chlorid 2,60 2,60 6,84
9 100 pPevny chlaorid 7,40 7,40 _ 6,41
10 100 Pevny chlorid 12,20 12,20 6,21
11 97 vodny chlorid 1,59 1,64 6,80
12 94  vodny  chlorid 2,92 3,11 6,73



13 93 vodny  chlorid 3,81 4,10 6,63
14 91 vadny chlorid 4,55 5,00 6,59
15 83 vodry  chlorid 8,18 9,86 6,41
16 91 vodny  acetat 5,60 6,15 6,75
17 83 vodny  acetat 10,09 12,16 6,51

2 gtanoveno

Hodnaty pH t&chto farmaceutickych prostfedkd jasngd mirng po-
klesly po pPidéant zinefnatého reakénftho #inidla. Vzorky, pFipra-
veng s acetdtem zinednatym, Vykazuji menst pokles hodnoty pH nes
vzorky prFipravenéd s chloridem zinefnatym. V dal3fch popsanych
prikladech, s vyjimkou pFikladu 3B se neprovddeji Z&4dng dalsi dp-
ravy hodrnoty pH v roztocich takto pPipravenych.

2jistule se také, Ze pPidani nepatrnych mnoZstvi roztokd hyd-
roxidu sodného do téchto zinkem zesilenych farmaceutickych pros-
tFredkd po pPriddnt zinednatého Z#inidla miZe porgkud zvysit hodno—
tu pH. Nastaveni haodnoty pH farmaceutickych prostPedkd az na pH
7,4 p#¥isadou vetsich mnoZstvi hydroxidu sodnéha, zpdscbuje viak
okamZ?ite vytvéa¥enti chuchvalcovitych sraZenin pravd&podobn® drubu
hydraoxidu zinednatého, caZ #int farmaceuticky prostFedek nepouZi-
telnym pro dal31 d®ely. Na druhé strang p¥isada kyselych roztokad,
Jako napriklad kyseliny chlorovodikové nebo octové ke sniZend
hodnoty PH po p#ipravé zinkem zesflenych farmaceutickych pros-
tFredkd Ultralente, nezpisobule 24dné problémy se sraZeninami, av-
sak chromatografickd analyza HPLC supernatantd dokléadd, 2Ze mala
pridavnd procenta krystald Ultralente se bzhem tohoto okyselaovani
rozpoustdj1. Okyselovdni rozFed@nou kyselinou octovou se Jjevi Jja—
ko nejlepst., JelikoZz mindmalizuje nebo eliminuje rozpoustéEni in-
‘zulinu, Jako v prtklads 3B. Proto Jeliko2 lze bezpeln& provddét
mirné dpravy hodnot pH téchtao zinkem zestlenych suspenzi Ultra-
lente, neni vyndlez omezen pouze na hadnoty pH, které Jjsou vy-

sledkem pPisad $Pecifickycﬁ zinkavych reakénich Einidel.-



Priklad 3

Koncentrace zinku ve farmaceutickych prostredcich lidského Ultra-—
lente modifikovanych zinkem

A. Podobné jako u vzaorku 8 padle pPikladu 2 se pPipravi zin-
kem zesileny farmaceuticky prostPfedek lidského Ultralente. MnoZ-
stvi 1 ml z kaXdé ze t¥1 suspenzi se stanovenou celkoavou koncen-—
tracti zinku 0.7 & 2,5 mg na 100 inzulinovych Jednotek a z ne-
smangneho  inzulinového farmaceutického prostPfedku Humulin Ultra-
lente se rutngé michd po dobu 30 mirut pPi teplotd 25 °C a pak se
ulosf pFi teplotd 5 “C po dobu 20 hodin. KaZd4 suspenze se pak
vede 0,2 pm filtrem AcrodiscR (BGelman Sciences, Ann Arbor, MI).
Filtrat se zfedi 9 ml O, 1IN kyseliny chlorovadikoveé. Nerozpustne
krystaly zastanou na filtru a rozpusti se pomalym prolévanim 10
ml O, 1N kyseliny chlorovodikové kazdym filtrem. Stanovuje se kon-
centrace zinku v téchto roztocich atomovou absorpcti a zp&t se vy
portou koncentrace zinku V supernatantech nebo v inzulinovych
krystalech padvodniho farmaceutického prostifedku. Vysledky Jsou ur

vedeny Vv tabulce IV.

Tabulka IV

Vzarek Vdzany zinek Volny zinek Celkovy zinek v supernatantu
t1slo mg/ml mg/ml %

1 0,12 0,07 36,8

2 0,19 0,63 76,8

3 0,18 1,30 87,8

4 0,20 2,60 92,9

Tato zkouZka doklddd, Ze vEtsina zv1ast pridangho zinku
zdstdva v suPernatantu a nevdZe se s krystalem inzulinu ani na

formu komplexu ani kovalentn.

B. Podobng Jako v pripadé vzarku 8 podle pPikladu 2 se pFi-
pravi 20 ml farmaceutického prost¥edku obsahujictiho pFibliZng 2,5
mg/ml zinku.V p¥ipadé poloviny této suspenze se hodnota pH (6,81)



neupravuje, zatimco hodnota pH druhé poloviny se nastavuje na
6,15 priddanim maleho objemu zFeddne kyseliny woctové. Suspnze se
ulozi pfi teplotd 5 “C. V razne dobg se stanovuje koncentrace
zinku Vv supernatantech a v nerozpustnych krystalech shora popsa-
nym zpusobem. Hodnoty, ziskané p¥Fi téchto zkousksch, Jsou uvedeny
v tabulce V. '

Tabulka V
Hodnota Ony p¥i Véazany zinek Volny zinek Celkovy zinek
v supernatantu
pH 5 °C mg/ml mg/ml 4

0o 0,27 2,18 89.0

2 0,26 2,75 91,4

4 0,37 2,14 85,3

7 0,39 : 2,50 86,5

6,81 10 0,35 2,50 87,7

15 0,42 2,25 © 84,3

21 0,36 2,75 88,4

28 0,35 3,25 90,3

0o 0,29 2,14 88,1

2 0,28 2,18 88,6

4 0,25 2,12 89,4

7 0,40 2,50 86,2

- 6,15 - 10 0,30 3,00. 90,9

15 0,33 2,50 88,3

21 0,35 2,50 87,7

28 0,33 2,75 89,3

Tato zkouska dokladd, Ze nastavent hodnoty pH zFed@nou kyse-

¢ linou octovou nem@ni rozddleni zinku nezi supernatantem a rneroz-
pustnymi inzulinovymi krystaly. Dokladda take, 2e*rbidéleni zinku
se pri uloZent nijak vyrazgé' neméni. V&tZina zinku zdstdvd v su-
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pernatantové frakci v obou uvedenych farmaceutickych prostred-

cich.
Priklad 4

Stabilita zirkem modifikovanych farmaceutickych prostredkd lid-
ského Ultralente
A. Zptsobem podle prikladu 2 se pPipravi nekolik zinkem ze-
s1ilenych farmaceutickych prostredkd lidského Ultralente a zkou-
Sej1 se mikroskopicky za 43 ndsobnéha zvatient. Viechny suspenze
vykazuj1i typickou rhombohedr&lni formu krystald Ultralente,
zjisténou v nemodifikovanych prostPedcich. Velikost, tvar a in-
tegrita krystala v zinkem modifikovanych suspenzich Jje skutefng
nerozlifitelnd od nemodifikovanych suspenzi. PPitomnost vyraznéha
mnodstvi cizich, nepatFicich nerozpustnych nekrystalickych Zastic
v téchto prostFedcich se nezjistila.

Tyto farmaceutické prostPedky se chovaji pFli viFfeni stejné
Jako nemodifikované farmaceutické prostFedky Ultralente. Po viFe—
ni vykazuje krystalicka suspenze rovngz stejné charakteristiky u-
sazovant Jako nemodifikované farmaceuticke prostFedky Ultralente
jak se zFetelem na dobu potPFebriou k dokonalému usazent krystala
tak se zFetelem na objem, ktery krystaly zaujimaji.
8. Pripravi se zinkem zesileny farmaceuticky inzulinovy pro-
stFedek lidskeho Ultralente, obsahujict priblizne 7.5 mg/ml zinku
(Podobnéijéko vzorek 9 podle p¥Fikladu 2). Nemodifikovany farma-
ceuticky inzulinovy prostifedek lidskeého Ultralente (podobng Jjako
vzorek 7 podle p¥ikladu 2) se pouZivé ke kontrolnim dZelam. Oba
vzorky se uklddajt p¥i teploté 5 “C na dobu pribli¥ng Jjednoha ro-
ku. Pak se inzulinové krystaly op&t rozpusti ve z¥ed@né kyseling
chlorovodikové a hodnoti se Jejich Zistota systémem reverzni fa-
zavé vysoce vykonné kapalinové chromatografie (HPLC). PouZivéd se
pFi teplot® 40 “C kolony 4,6 x 250 mm Zorbax C-8, aobsahujici Zé&as-
tice o velikosti pora 15 rm. Inzulin se hodnoti pPi rychlosti
pratoku 0,7 ml/min v gradientu acetonitrilu obsahujfcim 0,225 M
sfran amonny P¥*i hodnot& pH pribliZng 2.



Pao Jednom roce Jje Cistota nemodifikovangho farmaceutickéha
inzulinového prostFedku lidského Ultralente 96,4% s nakolika ne-
identifikovanymi piky vzdy v oboru 0,2 % a s A2ldesamidoinzuli-
novym pikem o pribliZne 1 %. Farmaceuticky inzulinovy prostiredek
1idskeho Ultralente, obsahujict 7.5 mag/ml  zinku, po Jjednom roce
vykazuje celkovou Zistotu inzulinu 96.8 ¥ s nédkolika neidentifi-
kovanymi piky vEdy Vv cboru 0,1 a2 0,2 X & s Az‘desamidoinzulino—
vym pikem o pFibliZne 1 %. Novy, nezndamy pik eluujici pred inzu-
1linem, nepozorovany ve vzarku nemodifikovangho farmaceutickeého
inzulinového prostFedku lidskeho Ultralente, Je obsaZen 0,3 %.

Tyto zkousky doklddali, sa farmaceutické prostFedky modifi-
kované zinkem si podrZuji svoli stabilitu krystald Ultralente
s hlediska svého rozméru a tvaru. RovnaZz p¥i vysokych koncentra—
cich zinku ve farmaceutickych prostF¥edcich Ultralente nemdni Vy-
raznali chemickou Eistotu inzulinové molekuly pPo skladovani Po
dobu Jednoho roku p¥i teplot2 5 °C.

Priklad 5

Zkouska rozpustnosti

Tato zkouska Je modifikaci d¥ive popsané zkousky (Graham
a Pomeray, J. Pharm. Pharmacol. 36, str.427 aZ 430, 1983). VyuZi-
v4 rychlosti rozpousténi inzulinového krystalu po vyrazném z¥eds-
ni pufrem nevézajicim »inek JakoZto cesty pFedpovidant rychlosti,
kterou se bude krystalicky prostFedek rozpoustét po sukutannim
vstFiknutf ZivoZicham. Je to proto, Ze pPro inzulinoveé suspenze Je
rychlost rozpousténi nerozpustného inzulinu po vstFiknuti hlavnim
faktorem pro biclogickou odezvu. Proto se midZe usuzovat, Ze inzu~
1inovy farmaceuticky prostredelk, ktery se rozpousiti mnohem poma-
1eji pFi této zkousce ve srovndni s 1idskym Ultralente, bude po~

maleji pascbit v pFipadd biologickych modeld. -
Podobnym zpusobem jako vzorek 8 podle prikladu 2 se p¥Fipra-
vi t#i zinkem zesilene farmaceutické pgbstfedky 1idskeho Ultra-
+ lente, cbsahujici zinku 0,35, 0,7 a 2,5 mg/ml. Objem 0,5 ml t&ch-
i to suspenzi a 0,5 ml podil nemodif1ROVaného farmaceutického pros-



t¥edku J100 lidského a hoveztho Ultraelente se vidy pPiddé do 50 ml
pufru 0, 1M tris (tris-hydraxymethylaminomethan, Mallinckrodt, Pa-
ris, KY) o hodnota pH 7,5 za michani pPi teplote 25 °C ve sklen&-
né badce o obsahu 80 ml. V dob& tFf & osmi hodin se odeberou ali-
kvotni podily michanych suspenzi a vedou se filtrem 0,2 um Acro-
discR. Kvantitativng se stanovuje mnoZstvi inzulinu ve filtrdtu
reverzni fazovou chromatografii HPLC. Stanovule se maximdlnt ob-
sah inzulinu HPLC v nefiltrovanem okyseleném alikvotnim podilu.
V podstatd neni 2Zddny solubilizovany inzulin na zagdtku zkousky
rozpustnosti. Hodnoty, zjistene p¥i zkousce, Jsou uvedeny VvV ta-
bulce VI.

Tabulka VI

Ultra— Strnovend Maxim&lnt mnoZstvi  Maximdlni mnoZstvi

lente koncentrace rozpustného inzulinu rozpustného inzulinu
zinku (3 hodiny)'" ' (8»h6din)

typ mg/ml % ' S

1idsky 0,15 . 16,30 | 44,70

lidsky 0,35 4,50 10,70

lidsky 0,70 2,40 6,30

lidsky 2,50 1,10 3,20

hovazi 0,15 3,20 6,20

Tato zkouska dokladd, Ze nemodifikovany lidsky Ultralente se
znava rozpoustl mnohem rychledi nez modifikovany hovézi Ultralen-—
te. Doklddd takeé, Ze pridéni zinku do lidského Ultralente do kon-
centrace pFiblizne 0,7 mg na 100 inzulinovych Jednotek zpascbulje,
e se inzulinové krystaly rozpoustgji stelnou rychlbsti Jako ne-
modifikované krystaly hovéziho Ultralente.PPi dodéni 1lidskemu Ul-
tralente koncentrace zinku pFibliZn 2,5 mg na 100 inzulinovych
Jednotek zpdscobuje dokonce pomalejsi rychlost rozpousténi, nez
jakou m& nemodifikovany hovézi Ultralente inzulin.



P¥iklad 6

Kontinudlni pratokovéa zkouska rozpoustsni

Tato zkouka Jje modifikaci dPFive popsané priatokaovée zkousky
(Brange, Galenics of Insulin, str. 46 Spinger-Verlag, Berlin,
1987 & Graham a Pomeroy, J. Pharm. Pharmacal. 36, str.427 a¥ 430,
1983). Z¥edi se 2 ml padily nemaodifikovaneého liského a hovéziho
Ultralente inzulinu a vzorku lidského Ultralente obsahuictheo 0,7
mg zinku na 100 inzulinavych Jednotek (Jako popséarnio v prikladu 5)
vZdy 48 ml O, 1M pufru tris p¥i hodnote pH 7,5, KaZdych 50 ml
susperize se bezprostfedn® vede filtrem 0,2 pm AcrodiscR a promyje
se 5 ml vody. KaZXdy filtr se pak umistf in-line na elu®ni trubku
systému FPLC (Pharmacia, Piscataway, NJ). KaZdym filtram se Cerpd
terstvy 0, 1M pufr tris o hodnotsd pH 7,5 pri pratokovée rychlosti 1
ml/min. Absorbance eluantu pad filtrem se kontinu&lng manitoruje
spekteraskopicky pro eluovdni inzulinu po vice neZ dv& hodiny pei
vinoveé délce 214 nanometrd. Rizné podily eluantu se rovngZ zkou-
Zeji reverzni fd4zovou chromatografii HPLC k potvrzeni pFitomnosti
lidskeha nebo hovéziho inzulinu.

Inzulin v hovazich Ultralente krystalech je pouze velmi po-
malu rozpustny v Zerstvém tris pufru. Eluovédni hovéziha inzulinu
se potvrzuje chromatografii HPLC podilu eluantu. Inzulin v nemo-
difikovanych lidskych Ultralente krystalech vykazuje rychlejst
rozpousténi s pikem p¥#i pHibliZn® 35 mirnutdch a udr2ule se pom@r-
ne vysoké rozpouiténgd v prabzhu celée zkousky. Farmaceuticky pros-—
tPedek lidského Ultralente, obsahujict 0,7 mg/ml - zinku. vykazulje
velmi poadobnou odezvu Jjako nemodifikovany vzorek lidskesho Ultra-
lente, nikoliv vSak Jako hovézi Ultralente. To potvrzuje, Ze Zas-
ny filratnt stupen p¥l zkouZce adstratiuje veskery nevézany zinek
z tohoto farmaceutického prostFedku a zbylé krystaly'se—chOVaJI
zcela podobng  Jjako nemodifikované krystaly lidskéha Ultralente.
To Jjasné doklddd podstatny rozdil rychlosti rozpoultént 1lidskych
a hovezich inzulinovych krystald. Hodnoty z této zkousky Jsou u-
vedeny v tabulce VII. : e
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Tabulka VII
Relativnt absorbance
Doba Ultralente hovézi Ultralente lidsky Ultralente lidsky

min 0,7 mg/ml Zn
0 (0] 0 0
2,5 12,5 3,5 12,5
5,0 9,0 8,0 11,5
10,0 8,0 23,0 19,0
15,0 7,0 38,0 31,7
20,0 7,9 52,0 45,0
25,0 8,0 59,0 60,0
30,0 7.4 63,0 72,0
35,0 8,1 64,0 79,5
40,0 8,0 61,0 79,0
45,0 8.3 57,5 73,0
50,0 7.8 52,0 68,0
55,0 8,2 45,5 60,0
60,0 8,5 40,0 52,2
65,0 8,5. 36,0 45,5
70,0 8,8 31,5 39,5
75,0 9,0 29,5 36,3
80,0 9,7 26,0 25,0
90,0 9,6 23,0 22,1
100,0 10,4 20,2 22,1
110,0 11,0 18,5 24,3
120,0 11,2 16,6 24,0
130,0 12,0 15,1 21,6
Priklad 7

Zkouska farmaceutického prost¥edku Ultralente na krdlicich
Farmaceuticky prostFedek hoveziho Ultralente (J40) a lidskeho
Ultralente (J40), pFiraveny jaka vzorek 1 az 6 podle p¥rikladu 2,
se zkousl za pouZiti norm&lnich kralika. Pouziva se novozéland-
slych bilych kralika, vt Sinou samiZek, vzdy o hmotnosti 2,7 a2
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4 kg, ve vsku Pal roku a2 4 roky, které se nechaji bez potravy 16
hadin pred podanim zkusebniho vzorku. Inzulinové suspenze se vidy
vetFikujt deseti kr&alikdm subkutarnn® na zadni 31ji v déavee 0,2
Jednotek na 1 kg hmotnosti. V rdznych intervalech se odebira 100
ul objem krve z okrajovych usnich cév, smisi se s 900 ul oubjemy
antikoagulantu (E0TA-natriumfluorid) a analyzuji se na obsah glu-
kozy. Hodrnoty glukozy se standardizuji k reflektovéani pivodniho
obsahu 9lukozy, namé&Fencgha pFed vstFiknutim vzorku. Hodnoty,
zJistzne p#i této zkoudce, Jsou uvedeny v tabulce VIII.

Tabulka VIII

Vzo- Ultra—-  Stnovend Procento plvodniho obsahu glukozy v krvi
rek lente koncentrace hodiny po vst¥Fiknuti

zinku 1 2 3 4
Z1islo  typ mg/ml ’ 4
1 1idsky 0,09 60,6 65,2 89,0 90,4
2 lidsky 0,25 56,7 67,8 81,4 91,4
3 lidsky 0,59 60,4 58,9 18,1 85,5
4 lidsky 1,07 81,8 78,6 95,2 95,6
5 lidsky 2,40 92,8 80,9 80,3 88,6
6 lidsky 7,31 96,0 84,1 80,9 85,9
7 hovazl 0,15 60,1 60,1 96,7 85,7

Profil pasobeni Vv Zase v p#ipad® kr4lika je mnohem kratst
ne? v pripadz lidt. Toto potlaZeni pdscbeni v Zase vede k nevhod-
noti tohoto pokusrtho zviFete k doloZent vyznamu rozdillu mezi
farmaceutickymi prostfedky nemodifikovaného lidského a hovéziho
Ultralente (vzorek 1 ve srovndni se vzorkem 7). Vzdor - tomuto
omezeni tato zkouska doklédd, Z2e bioclogické pascbeni 1lidského
inzulinu Ultralente se dramaticky zmént p¥i  pFiddni dostatednsho
mnoZstvi  zinku do farmaceutického prostFedku. Jak dokléadadi
vzorky 4 az 6, zatdtek silneé biologické odezvy se posune nad jed-
nu  hodinu s nejhlubsim bodem mezi 2 a 4 hodinami. Maximdlni pok-~-
les glukozy Vv krvi se také sniZuje z priblizne 40 %Awyapfipadé
vzorkd 1 a2z 3 (nejhlubéi bod 1 hodina) na toliko priblEZns 20% -



pokles v pFipadd vzorkd 4 a2 6 (nejhlub3t bod 2 &2 4 hodiny)-
Farmaceutickeé prostFedky s dostatednym obsahem zinku tedy Jasns
dokladaji prodlouZenéd pascbeni ve srovnani s nemodifikovanymi

farmaceutickymi prostfedky lidskeho nebo hovatho Ultralente.

Inzulinovyifarmaceuticky ProstFedek absahujici suspenzi krystald
Ultralente a celké mnoZstvi zinku 0,5 a2 20 mg na 100 jednotek
inzulinu, pPitemZ? vice ne? 50 ¥ celkoveha obsahu zinku v pros—
tFedku zastavd v rozpustné frakci, spife ne? v komplexni vazb
s inzulinem & hodnota pH prostredku  Jje 6,0 a2 7,4 m& charakter

produktu pomalu uvolviujfctho lidsky inzulin-
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PATENTOVE NAROKY
»
1. Farmaceuticky praostfedek lidskeho inzulina, v v 2z n oa -
Eud 1o f 5 e t 1 m, Ze obsahuje suspenzi inzulinovych 1

krystald Ultralente a pPibliZng 0,5 a2 pribliZng 20 mg zinku na
100 jednotek ingulinu v prostifredku jako celku.

2. Farmaceuticky praostFedek lidského inzulinu podle néroku
.y znadtudiaed s e t 1 m , e obsahuje p¥idavne

konzervadnid &inidlo.

3. Farmaceuticky prostifedek lidskéha inzulinu podle nédroku
2, vyznatudicit s e t 1 m, Fe obsahuje prFidavné
“inidla upravujici isctornicitu.

4. Farmaceuticky prostfedek lidského inzulinu podle ndaroku
3, vyznadcudici s e t £ m, Ze obsahuje pFidavne
pufr.

5. Farmaceuticky prostfedek lidského inzulinu  paodle naroku
4, vyznadtulJici s e t 1 m , ¥e obsahuje celkové pFi-

bli¥ne 0,5 a¥ pribliZng 7 mg zinku na 100 jednotek inzulinu.

6. Zpasob pPipravy inzulinového farmaceutického prostifedku
padle ndroku 1 a2 5 ., vy znaduldi1icit s e tim, Ze

se michd zinek s inzulinovymi krystaly Ultralente.
7. Zptsob podle ndroku 1 &2 5 , vy znadculdi1icit s e

£ 1 m , Pe se pouZivd zinefnaté soli voleng ze souboru zahrrnuji-

ctha  acetat, bromid, chlorid, Jjodid, fluorid a siran zinecnaty.
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