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Zpiisob pripravy krystalického LysmProB”-lidského inzulinu

Oblast techniky

Vynilez se tykd monomerniho analogu lidského inzulinu. Pfedev$im se vyndlez tykd zplisobu
v . z . . o . M X~ wrw. v , 2
pripravy krystalického analogu inzulinu. Zpisob je uZite&ny pro &isténi a vyrobu Lys®®Pro®®-

lidského inzulinu. Lys®*Pro®®—lidsky inzulin je uzite&ny pro oSetfovani diabetes.

Dosavadni stav techniky

Od zavedeni inzulinu v roce 1920 se dosahuje stalych velkych pokroki ve zlep3eni oSetfovani
diabetes mellitus. Hlavniho pokroku se doséhlo v &istoté a v dostupnosti inzulinu. Byly rovnéz
vyvinuty rizné farmaceutické prostiedky s riiznou €asovou aktivaci. Nehledé na toto zlep3eni,
terapie subkutanniho vstfikovani je stale neuspokojivd pro jedince potiebujiciho regulaci
anormalizaci glycemické kontroly. U jedinci dochazi opakované k hyperglycemia nebo
k hypoglycemia a k dlouhodobym komplikacim v&etné retinopathy, neuropathy, nefropathy,
mikroangiopathy a makroangiopathy.

Aby se piedeslo extrémnim glycemickym hladindm, diabetici &asto praktikuji terapii
opakovaného vstiikovani, pfiemZ se inzulin podava pfi kazdém jidle. Nejrychleji plisobici,
obchodné dostupny inzulin vykazuje vrchol pfili§ pozd€ po vstfiknuti a trva piili§ dlouho, nez se
dosidhne optimalniho sefizeni hladin glukézy. Nejnovéji se vénuje velké usili vyvoji
inzulinovych prostfedkd a inzulinovych analogovych prostfedki, které by mély jinou kinetiku
procesu subkutanni absorpce.

Jelikoz vSechny obchodni farmaceutické prostiedky inzulinu obsahuji inzulin ve spontianné
asociovaném stavu a pfevazné v zinkové hexamerni formé, je domnénka, Ze stupném limitujicim
rychlost absorpce inzulinu z mista subkutanniho vstfiku do krevniho ob&hu je disociace
spontanné agregovaného inzulinového hexameru. K urychleni procesu absorpce se vyvinuly
monomerni inzulinové analogy. Tyto monomerni inzulinové analogy vykazuji srovnatelné
rychlej$i nastartovani aktivity neZ inzulin za soufasného zachovani biologické ucinnosti
nativniho lidského inzulinu. Vykazuji rychlejsi absorpci na misté vstfiku a pikové plsobeni
inzulinu t&sné s poobédovou glukézou jakoZto odezvou na jidlo.

Vynalez se tykd nového zpisobu pfipravy krystali takového monomerniho analogu
Lys®®Pro®”-lidského inzulinu (Lys®®*Pro®”-hl). Lys®®Pro®”-hl je popsan v evropské
zvefejnéné prihlasce vynalezu &islo 383472. Neni vSak popsan provozné schiidny proces
piipravy Lys®**Pro®®—hl.

Krystalizace inzulinu je v oboru dobfe znama. Pogatedni objevy spadaji do roku 1926, kdy Abel
krystaloval inzulin v isoelektrické oblasti z roztoku pufrovaného brucinem, pyridinem a octanem
amonnym (Abel J. J., Proc. Nat’l Acad. Sci. U. S. 12, str. 132, 1926). Peterson a kol. popisuji
v americkém patentovém spise ¢&islo 2 920104 inzulinové krystaly, zplsob jejich pfipravy a
farmaceutické prostiedky, které je obsahuji. V soufasné¢ dobé sestdvd primyslovy proces
krystalizace inzulinu z nastaveni zasaditosti inzulinového roztoku, obsahujiciho 0,25N kyselinu
octovou, priblizné 2 g/1 inzulinu a 2 % (procenta jsou vzdy minéna hmotnostné, pokud neni
uvedené jinak) zinelnaté soli na hodnotu pH 5,9 az 6,0 zisadou, svyhodou hydroxidem
amonnym (Jens Brange, Galenics of Inzulin, Springer-Verlag, 1987). PiedevSim jestlize se
Lys®®-Pro®®-hlI podrobuje podminkam, které umoziiuji vytvatet jakékoliv zinetnaté krystaly,
nedojde k takové krystalizaci.
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Vynélez se tyka zpisobu krystalizace Lys®®Pro®-hl jedine¢ného pro molekulu, to znamena
podminek, za kterych nekrystaluje lidsky inzulin.

Podstata vynalezu

Zpisob pripravy krystalického Lys®**Pro®”~lidského inzulinu spogiva podle vynélezu v tom, e
se krystaluje Lys®?*Pro®”-lidského inzulin z roztoku obsahujiciho Lys®*®Pro®”—lidsky inzulin,
zinelnatou sil, alespoii 0,3N organickou kyselinu ze souboru zahrnujiciho kyselinu octovou,
citrénovou a glycin a fenolickou sloueninu volenou ze souboru zahrnujiciho fenol, resorcinol,
m-kresol, methyl-p-hydroxybenzoat a jejich smési pfi hodnoté pH 5,5 az 6,5.

Zpusobem podle vynélezu se produkuji vysoce kvalitni zinenaté krystaly ve vysokém vyt&€zku
v provoznim méfitku. Krystaly vytvafeji stilou pevnou formu molekuly. Krystalickd pevna
hmota je obzvlasté vyhodna, jelikoz se snadnéji charakterizuje, Cisti a je farmaceuticky
elegantnéj$i nez pevné latky, které jsou amorfni. Proto je zptisob vhodny pro primyslové vyuziti.

Jak shora uvedeno, tyka se vynalez zpiisobu pripravy krystalického Lys®**Pro®*—lidského
inzulinu. Vyraz ,,Lys®*®*Pro®®-lidsky inzulin“ nebo ,,Lys®**Pro®”-hI“ se zde vzdy mini rychle
piisobici analog inzulinu, ktery je méné nachylny k dimerizaci nebo ke spontinni asociaci.
Lys®*®*Pro®-hl je lidsky inzulin, jehoZ prolin je v poloze B28 Fetézce B je substituovén lysinem
a lysin je v poloze B29 fetézce B substituovan prolinem, jak je popsino v evropské zverejnéné
pfihlasce vynalezu Cislo 383472.

Vsechny zkratky, pouzivané pro aminokyseliny, jsou v souladu s 37 C, F, R, § 1.822(b) (2) afadu
United States Patent & Trademark Office.

Vyrazem ,.fenolicka sloudenina® nebo ,,fenolicky derivat™ se zde vzdy mini fenol, resorcinol, n—
kresol nebo methyl-p—hydroxy-benzoat nebo jejich smési.

Vyrazem ,krystalizace” se zde vzdy mini vytvareni krystali Lys®®Pro®*-lidského inzulinu.

Vyraz , fyziologicky vhodna zasada“ je pracovnikiim v oboru znam. JakoZto fyziologicky vhodné
zasady se ptikladné uvadéji hydroxid sodny, hydroxid draselny a hydroxid amonny. Vyhodny je
hydroxid amonny.

Zinkem se vzdy mini zine€natd sul, ptfiCemZ se procenta mini hmotnostné a vztahuji se na
obsazeny zinek. Vytvafeni inzulinovych krystali bylo Siroce studovano. Lidsky inzulin se
provozné krystaluje v pfitomnosti 0,25N kyseliny octové, 1,6 az 2,1 g/1 inzulinu a 2 % zinenaté
soli pfi hodnoté pH 5,95 az 6,05. Krystalizace postupuje piechdzenim krystalizalni smési
z kyselé oblasti za pfidani zasady, zpravidla hydroxidu sodného. Je nejvice prekvapivé, Ze
rozpustny Lys®?*Pro®”-hl nekrystaluje za znamych podminek ptipravy inzulinovych krystald.
O Lys®®Pro®”’-hl se uvadi, e vykazuje minimalni spontanni asociaci a agregaci. Poznatek, Ze
Lys®**Pro®”-hl neagreguje zaznamenali jako prvni Brems a kol., Protein Engineering, 5:6,
str 527 az 533 (1992). Minimdlni spontanni asociace a agregace, pro kterou je analog
monomerni, zpisobuje pravdépodobné, Zze Lys®?®Pro®?-hl nekrystaluje za podminek, vyvinutych
pro inzulin.

Vynélez popisuje podminky, za kterych Lys®®Pro®”-hl krystaluje v ptitomnosti zinku
a fenolické sloudeniny za vytvofeni stalé, krystalické pevné latky. Vyhodné fenolické slou€eniny
jsou voleny ze souboru zahrnujiciho fenol, resorcino! a jejich smési. Jak pfitomnost zinku, tak
fenolické sloudeniny maji pro krystalizaci rozhodujici vyznam.
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Roztok Lys®®Pro®”-hl se pripravuje rozpouiténim inzulinového analogu ve vodném fedidle.
Koncentrace LysB28Pro®”-h] je p¥iblizné 1,8 g/1 a2 2,5 g/1. Rozpuiténi se miZze napomahat tak,
jak je b&zné pro rozpousténi kyselin, to znamena snizovanim hodnoty pH na piiblizné 3,0 az 3,5
pfidavanim fyziologicky vhodné kyseliny, s vyhodou kyseliny chlorovodikové. Jakozto dalsi
fyziologicky vhodné kyseliny se uvadgji kyselina octova, citronova a fosforecna.

Koncentrace organické kyseliny, volené ze souboru zahrnujiciho kyselinu octovou, citrénovou
a glycin, je alespoii 0,3 N; pod 0,3 N se vytvafi ve velké mife amorfni produkt. S vyhodou se
Lys®*Pro®”—hl rozpousti v ptiblizné 0,8 az 1,2 N kyseliny octové; nejvyhodnéji se pouziva IN
kyseliny octové.

Mnozstvi pfidavaného zinku je takové, aby kone¢na koncentrace byla pfiblizné 40 mg az
piiblizné 400 mg na gram analogu. Zinek se svyhodou pfidavd ve formé soli. JakoZto
representativni priklad zine&natych soli se uvadéji octan, bromid, chlorid, fluorid, jodid a siran
zine€naty. Pracovnikiim v oboru je jasné, Ze existuji dalsi Cetné soli, kterych se rovnéz mize
pouzit pfi zpisobu podle vynalezu. S vyhodou se pouZiva octanu a chloridu zine¢natého, jelikoz
tyto soli nezavadéji daldi chemické ionty do primyslové vhodného procesu. Optimalni
koncentrace zinku pfi krystalizaci je pfiblizné 100 az ptiblizn€ 300 mgnal g Lys®*Pro®”-hl.

Podminky krystalizace jsou citlivé na fenolickou sloudeninu, zasadu a koncentraci zinku;
to znamena, Ze pracovnik v oboru musi nastavit shora uvedené parametry k dosazeni dobfe
definovanych krystali. Optimalni podminky pro systém fenolicka slouCenina-zasada se méni
v uvedenych mezich. S vyhodou je fenolickou slougeninou fenol v koncentraci ptiblizné€ 0,15 az
piiblizné 0,25 % (objem/objem, kone¢na koncentrace). Nejvyhodnéji se pracuje s koncentraci
fenolické slouceniny 0,2 %

Zpusob, podle kterého se Lys®**Pro®”-hl rozpousti v roztoku nebo podle kterého se fenolickd
slougenina, zinek a Lys®*®*Pro®”-hl ptidavaji do roztoku nemaji pfi zplisobu podle vynalezu
rozhodujici vyznam. Je viak rozhodujici, aby fenolické slou¢enina interreagovala s LysP*Pro®2-
hl pod isoelektrickym bodem Lys®®*Pro®”-hl. V souhlase stim se krystalizace ma zaginat
ptidanim bud’ zinku, nebo nastavenim bazicity roztoku z kyselé oblasti na pfibliznou hodnotu pH
5,5 az 6,5 ptidanim fyziologicky vhodné zasady. JakoZto fyziologicky vhodné zasady se uvadéji
hydroxid sodny, draselny a amonny. Vyhodnou zasadou je hydroxid amonny.

Krystalizace se ma provadét nastavenim zasaditosti roztoku obsahujiciho Lys®?®Pro®”—lidsky
inzulin, zinek, alespoii 0,3 N organickou kyselinu, volenou ze souboru zahrnujiciho kyselinu
octovou, citrénovou a glycin a fenolickou slou€eninu, na hodnotu pH priblizné 5,5 az pfiblizné
6,5 za pouziti fyziologicky vhodné zasady. S vyhodou se hodnota pH nastavuje na pfiblizné 5,9
az ptiblizné 6,2. Krystaly se vytvareji po nastaveni hodnoty pH.

S vyhodou se Lys®*Pro®”-hl rozpousti v pfiblizné IN kyseliné octové (pokud je potieba
podpofit rozpousténi, hodnota pH se mé nastavit na 3,0 az 3,5). Do roztoku se pfida fenolicka
slougenina a v roztoku se necha nastavit rovnovaha. Hodnota pH roztoku se upravi na pfiblizné
5,5 az priblizné 6,5 fyziologicky vhodnou zisadou. S vyhodou se jakoZto zisady pouziva
hydroxidu amonného, pfi¢emz se hodnota pH nastavuje na 5,9 az 6,2. Krystalizace se iniciuje
pridanim zinku.

At se jiz krystalizace provadi jakkoliv vytvafeji se krystaly za michani nebo bez michani
a mohou se oddé&lit a promyt. S vyhodou se krystalizace provadi za michani. Lys®®Pro®”-hl se
miize nechat poptipadé vykrystalovat k napoméhani filtraci. Krystaly se mohou oddélit a vysusit
o0 sobé znamymi zplisoby. Pokud se krystaly shromazdi odfiltrovanim, muze se pfidvat pfidavny
zinek do filtratu nebo do matecného louhu k ziskéni daldiho Lys®*®Pro°”-hl. Krystaly,
pripravené zpiisobem podle vynalezu, maji vysokou kvalitu a v provoznim méfitku se ziskaji ve
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vysokém vytézku. Krystaly pfedstavuji stabilni pevnou formu drogové substance, vhodnou pro
konené operace. Krystalizaci se neméni istota nebo agrega¢ni kinetika materialu.

Krystalizacni teplota nemé rozhodujici vyznam. Vhodnou je teplota pfiblizné 4 az pfiblizné
26 °C. S vyhodou se provadi krystalizace pfi teploté priblizné 22 az 24 °C.

Lys®**Pro®”-hl se miize ptipravovat jakymkoliv zpiisobem peptidové syntézy vietné klasickych
(roztokovych) zplsobii, zpusobu v pevné fazi, polosyntetickych zplisobd, a nejnovéjsich
rekombinantnich DNA zpiisobli. Zpiisob pFipravy LysP®*Pro®*-lidského inzulinu popisuje
naptiklad Chance a kol. v evropské zvetejnéné pfihlasce vynalezu &islo 383472.

Nasledujici pfiklady pouze dale objasnéni zpusob pfFipravy inzulinovych analogi a neni
zamérem, aby vynalez jakkoliv omezovaly.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Ziedi se 846,5 g Lys®*®*Pro®®-hl ve 116 litrech kyseliny octové jakozto pufru na absorbanci pri
276 nm 2,25 c¢isténou vodou (260,61) a ledovou kyselinou octovou (19,441) v nadobé
z nerezavéjici oceli na kone¢nou koncentraci 1N kyseliny octové. Pfida se ztekucena slougenina
fenolu do roztoku v mnozstvi 2 ml/1 (celkovy objem 792 ml) a zjisti se hodnota pH roztoku pod
3. Hodnota pH roztoku se nastavi na 6,01 pfidanim 24 litrd hydroxidu amonného a roztok se
zahfeje na teplotu 22 °C. Po zahfati se pfidd 5,35 litrit vodného roztoku chloridu zineénatého
(2 %, hmotnost/objem). Znova se kontroluje hodnota pH, pti¢emz se zjisti, Ze je v Zddoucim
oboru (5,9 az 6,1) a roztok se micha po dobu 12 hodin. Roztok se rychle ochladi na teplotu 8 °C,
michani se zastavi, krystaly se nechaji usadit v prib&hu 18 hodin pfi teplot¢ 2 az 8°C.
Po usazeni krystalt se 370 | supernatantu dekantuje a zbyly supernatant a krystaly se prevedou
do men3i nadoby pro daldi usazeni za pouziti ¢asti dekantovaného supernatantu k vyplachnuti
piivodni nidoby. Po 14 hodinach usazovani se dekantuje 61 | supernatantu za ziskani pfiblizné
9 1 vrstvy mokrych krystali a supernatantu.

Krystaly jsou suspendované vtomto objemu a odstfed’uji se v Sesti odstfedivkach o objemu
Jjednoho litru za poctu otacek 4000/min (pfiblizné 4000 x g) v odstiedivce DPR6000 po dobu
45 minut. Aby se veSkera suspenze krystalil zpracovala v 6 odstfedivkach, je zapotiebi dvojiho
plnéni. Kapalina se dekantuje. Krystaly (pfiblizné 250 ml na nadobu) se suspenduji v 500 ml
¢isténé vody na odstfedivku a opét se odstfed'uji za poétu otaek 4000/min po dobu 45 minut.
Krystaly se resuspenduji v odstredivkach pouzitim ptiblizné 500 ml chlazeného (na teplotu 2 az
8 °C) alkoholu SD No. 3A Absolute na odstfedivku a opét se odstieduji za poftu otacek
4000/min po dobu 15 minut. Alkoholovy koncentrat se dekantuje a alkoholové promyti se
provadi jesté dvakrat. Alkoholem promyté krystaly (1,9 kg mokré hmotnosti) se susi ve vakuu.

Priklad 2

Pripravi se roztok Lys®*Pro®”-hl o koncentraci pfiblizn& 2 g/l na kone&nou koncentraci 1M
kyseliny octové (podle absorbance pfi 280 nm). Do roztoku se pfida ztekucend fenolova
slou¢enina (3,3 ml/l roztoku) s nastavenim hodnoty pH 5,9 az 6,2 pouzitim koncentrovaného
roztoku hydroxidu amonného a do roztoku se pfida chlorid zine¢naty ve formé 2 % (hmotnost/
objem) nebo 20 % (hmotnost/objem) roztoku do kone¢né koncentrace 40 az 160 mg chloridu
zine¢natého na gram Lys®**Pro®”—hl. Vzniklé krystaly se nechaji usadit a mateény louh se
odstrani dekantaci s naslednym odstfedénim. Krystaly se promyji suspendovanim ve vodé
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a odstfedénim a nakonec absolutnim ethanolem pifed vysuSenim ve vakuu. Druhy vytézek
krystall se muze ziskat pfidanim chloridu zine&natého do mateéného louhu v mnozstvi 160 mg/g
Lys®*®Pro®?-hl.

Priklad 3

Pripravi se roztok Lys®?*Pro®®-lidského inzulinu (222 mg) ve 100 ml vody Milli-Q. Podle
stanoveni chromatografii HPLC obsahuje roztok 2,0 mg Lys®**Pro®®-hI na 1 ml roztoku. Roztok
se vycefi nastavenim hodnoty pH na pfiblizné 3,0 10% kyselinou chlorovodikovou. Odeberou se
¢tyfi 5 ml podily a hodnota pH se v IN kyselin€ octové pfidanim ledové kyseliny octové upravi
na hodnotu nizsi nez 3,5. Do kazdého vzorku se pfida 10 pl ztekucené fenolové slouceniny a pak
6 pl roztoku chloridu zinecnatého ve vodé (20 % hmotnost/objem). Hodnota pH se upravi na 6,0
pridanim bud’ koncentrovaného hydroxidu amonného, nebo roztoku hydroxidu sodného (10%,
hmotnost/objem) nebo hydroxidu draselného (10%, hmotnost/objem). Roztoky se michaji po
dobu pfiblizné 15 minut a pak se nechaji stit v zakrytém stavu pfi teploté mistnosti. Pfiblizné po
dvou hodinédch se vytvori dobfe definované rhombohedralni krystaly ve vSech tfech roztocich,
pficemz se krystaly vytvaieji mnohem rychleji v roztocich s upravenou hodnotou pH hydroxidem
draselnym.

Priklad 4

Rozpusti se priblizné 42 mg Lys®**Pro®®-hI ve 20 ml vody Milli-Q, obsahujici 1,2 ml ledové
kyseliny octové. Pfidd se 44 ml ztekucené slouceniny fenolu do prvniho vzorku a 34 ml
ztekucené slouceniny fenolu do druhého vzorku, v obou piipadech se hodnota pH nastavuje na
6,0 pridanim koncentrovaného roztoku hydroxidu amonného, nadez se pfida 45 ml vodného
roztoku chloridu zine¢natého (20% hmotnost/objem). Roztok se micha po dobu ptiblizné 5 minut
a necha se pak stat zakryty pfi teploté mistnosti. Po pfiblizné 24 hodinich se vytvori dobre
definované rhombohedralni krystaly.

Piiklad 5

Pripravi se roztok Lys®®*Pro®”-lidského inzulinu (222 mg) ve 100 ml vody Milli-Q. Podle
stanoveni chromatografii HPLC obsahuje roztok 2,0 mg Lys®*Pro®®-hl na 1 ml roztoku. Roztok
se vycefi nastavenim hodnoty pH na pfiblizné 3,0 10% kyselinou chlorovodikovou. Odeberou se
¢tyfi 5 ml podily a hodnota pH se v IN kyseliné octové pfidanim ledové kyseliny octové upravi
na hodnotu nizsi nez 3,5. Do jednotlivych vzorkt se pfidd bud’ m—kresol (12 pl), nebo fenol
(10 pul), nebo resorcinol (2,1 pl roztoku ve vodé obsahujiciho 100 mg/ml) nebo methylparabenu
(1,6 ml roztoku ve vodé obsahujictho 10 mg/ml), ¢imz se ziskaji roztoky pro krystalizaci
obsahujici podobné moldmi pomeéry peptidu k fenolické slouceniné. Do kazdého vzorku se pfida
6 ml roztoku chloridu zine¢natého ve vodé (20% hmotnost/objem). Hodnota pH se upravi na 6,0
ptidanim koncentrovaného hydroxidu amonného. Roztoky se michaji po dobu pfiblizné 15 minut
a pak se nechaji stat v zakrytém stavu pfi teploté mistnosti. Pfiblizné po dvou hodinach se
vytvofi dobfe definované rhombohedralni krystaly v roztoku obsahujicim fenol. Roztoky,
obsahujici methylparaben, vytvéafeji néco hife definovanych planamich krystali. Roztoky,
obsahujici m-kresol a resorcinol nevytvareji krystaly za uvedenych podminek.

Postupuje se podobnym zplisobem pouzije se viak desetiny mnoZstvi resorcinolu a hodnota pH
se upravuje roztokem hydroxidu sodného (10% hmotnost/objem), pficemz se ziskaji dobre
definované rhombohedralni krystaly. Tento pifiklad doklad4, Ze rutinni optimalizaci podminek se
s fenolickymi slou¢eninami mohou vytvaret dobfe definované krystaly.
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Ptiklad 6

Pripravi se roztok Lys®>*Pro®”—lidského inzulinu (222 mg) ve 100 ml vody Milli-Q. Podle
stanoveni chromatografii HPLC obsahuje roztok 2,0 mg Lys®**Pro®®-hlI na 1 ml roztoku. Roztok
se vy&efi nastavenim hodnoty pH na pfiblizné 3,0 10% kyselinou chlorovodikovou. Odeberou se
¢tyfi 5 ml podily a hodnota pH se v 0,25 N kyseliné octové pridanim ledové kyseliny octové
upravi na hodnotu nizsi nez 3,5. Do vzorku se ptida 20 pl vodného roztoku chloridu zine¢natého
(2% hmotnost/objem). Hodnota pH se nastavi na 6,0 pfidanim koncentrovaného roztoku
hydroxidu amonného. Roztok se micha po dobu pfiblizné 15 minut a necha se stat v zakrytém
stavu pfi teploté mistnosti. Po pfiblizné 24 hodinach se nepozoruji Zzadné krystaly v roztoku
nybrz amorfni sraZenina, ktera se usazuje na dnu nadoby.

Pro kontrolu se jiny 5 ml podil odtdhne a zpracuje se zplisobem podle pfikladu 1 za pouziti
hydroxidu amonného. Vytvoii se dobie definované rhombohedralni krystaly Lys®®Pro®?-hl.
Jestlize se zpracovava za podminek podle pfikladu 1 za pouziti hydroxidu amonného lidsky
inzulin (2,3 mg/ml v IN kyseliné octové), nevytvoii se v prib&hu sedmi dnli Zddné krystaly.

Tato zkouska doklada, ze podminky rutinné pouzivané pro krystalizaci biosyntetického lidského

inzulinu jsou nevhodné pro krystalizaci Lys®®*Pro®*—lidského inzulinu a podobng krystaliza&ni
podminky pro krystalizaci Lys®®Pro®”—hl nevedou k produkci krystali lidského inzulinu.

Ptiklad 7

Obdobnym zplsobem jako podle pfikladu 1 se provadi krystalizace za nahrady 1IN kyseliny
octové 1N kyselinou citrénovou. Krystalizaci se ziskaji dobfe definované krystaly Lys®*Pro®—
hl.

Primyslova vyuzitelnost

Zpusob piipravy krystalického inzulinového analogu uzite¢ny pro &isténi a vyrobu Lys®**Pro’—
lidského inzulinu pro oSetfovani diabetes.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob piipravy krystalického Lys®*Pro®®-lidského inzulinu, vyznaéujici se
tim, e se krystaluje Lys®®Pro®”~lidsky inzulin z roztoku obsahujiciho Lys®*Pro®”’—lidsky
inzulin, zine€natou sul, alespofi 0,3N organickou kyselinu ze souboru zahmnujiciho kyselinu
octovou, citronovou a glycin fenolickou sloudeninu volenou ze souboru zahrnujiciho fenol,
resorcinol, m—kresol, methyl-p-hydroxybenzoat a jejich smési pfi hodnoté pH 5,5 az 6,5.

2. Zpisob podle niaroku 1, vyzmadujici se tim, Ze koncentrace Lys®*Pro®”—
lidského inzulinu v roztoku je 1,8 az 2,5 g/l, fenolickou slouCeninou je fenol a koncentrace
zine&naté soli je 40 az 400 mg/g Lys®**Pro®”—lidského inzulinu.

3. Zpusob podle naroku 2, vyznadlujici se tim, Ze koncentrace fenolické
slouteniny je objemové 0,15 aZ 0,25 %, vztaZeno na kone¢ny objem.



10

20

CZ 286066 B6

4. Zpisob podle niroku 3, vyzmnadujici se tim, e se krystalizace provadi pfi
hodnoté pH 5,9 az 6,2.

S. Zpiasob pfipravy krystalického Lys®**Pro®”-lidského inzulinu podle néroku 1,
vyznacujici se tim,Ze

a) se vnasi fenol v objemovém mnoZstvi 0,15 az 0,25 %, vztaZeno na kone¢ny objem, do roztoku
Lys"*Pro®”—lidského inzulinu obsahujiciho 1,8 a2 2,5 g/l v IN kyseling octové,

b) hodnota pH se nastavi na 5,9 a2 6,2 hydroxidem amonnym a

¢) pfidava se roztok soli zinku do kone&né koncentrace 40 az 400 mg zine¢naté soli na 1 g
Lys®**Pro®”—lidského inzulinu.

Konec dokumentu
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