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Pripravok inzulinu na pflcne podavanie

Oblast techniky

Vynalez sa tyka biologicky aktivnych, hydrofiinych, polymérom
modifikovanych derivatov inzulinu na podavanie do plic inhalaciou. Poskytuju sa aj

spOsoby pripravy a podavania tychto derivatov.

Doterajsi stav techniky

Inzulin je polypeptidovy hormén, ktory produkuju pankreatické B-bunky
normainych (nediabetickych) oséb. Ludsky inzulin je polypeptidovy hormén
obsahujaci 51 aminokyselin, ktory ma molekulovi hmotnost priblizne 5800
daltonov. Molekula inzulinu je zloZzena z dvoch peptidovych retazcov (retazec
A aB), ktord obsahuje jednu disulfidovtt véazbu vramci podjednotky a dve
disulfidové véazby medzi podjednotkami. Retazec A je zloZeny z 21 aminokyselin
aretazec B je zloZzeny z 30 aminokyselin. Oba retazce inzulinu vytvaraju vysoko
organizovanu Struktaru s niekofkymi o-helikalnymi regionmi v retazci A aj v retazci
B. Je zaujimavé, Ze izolované retazce inzulinu st neaktivne. Inzulin moéZe v roztoku
existovat vo forme monoméru, diméru alebo hexaméru. Inzulin vo vysoko
koncentrovanych pripravkoch pouZivanych na subkutanne lie¢enie je hexamémy,
avsak po rozpusteni vtelesnych tekutinach sa stane monomérny. Inzulin je
potrebny na regulovanie metabolizmu sacharidov zniZovanim hladin glukézy v krvi;
systémova nedostatoCnost inzulinu spdsobuje diabetes. PreZitie diabetickych
pacientov zavisi od ¢astého a dlhodobého podavania inzulinu, aby sa v krvi udrzala
prijatefna hladina glukdzy.

Sucasné pripravky inzulinu sa vyznaduji nedostatkami, ktoré v lieeni
cukrovky mdzu viest k vaznym medicinskym komplikaciam. Napriklad $tandardny
zinkovy inzulinovy pripravok, ktory diabetici najéastejSie pouZivaju, je vo forme
suspenzie mikrokryStalov inaktivneho hexamérneho inzulinu. Rozpustenie mikro-
kryStalov a disociadcia hexaméru do aktivnej monomérnej formy moéze viest

k oneskorenej a individualne variabilnej absorpcii inzulinu do krvného obehu (F. Liu
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a spol., Bioconjugate Chem., 8, 664-672 (1997); T. Uchio a spol., Adv. Drug Del.
Rev., 35, 289-306 (1999); K. Hinds a spol., Bioconjugate Chem., 11, 195-201
(2000)). Nedostatkom inzulinovych pripravkov je aj fyzikalna nestabilita v désledku
tendencie inzulinu vytvarat fibrily a nerozpustné precipitaty. Precipitacia je zvlast
problematicka u pripravkov, ktoré sa pouzivaju v inzulinovych pumpach. Taktiez
formulovany inzulin Tahko chemicky degraduje, napriklad neenzymatickou
deamidéciou a vytvaranim transformagnych produktov s vysokou molekulovou
hmotnostou, ako sU napriklad kovalentné inzulinové dimeéry (J. Brange a spol.,
Pharm. Res., 9, 715-726 (1992); J. Brange aspol., Pharm. Res., 9, 727-734
(1992)). Existuje vela dbkazov, Ze incidencia imunologickych reakcii na inzulin
mdze byt vysledkom tychto kovalentnych agregéatov inzulinu (D. C. Robbins a spol.,
Diabetes, 36, 838-842 (1987). Okrem toho aj vysoko vyCisteny fudsky inzulin je
mierne imunogénny (Kim, tamtieZz).

Okrem vy$$ie uvedenych problémov s nestabilitou pripravku s z hladiska
podavania zndme aj mnohé nevyhody spojené so stéasnymi inzulinovymi
terapiami. Inzulin sa podava najcastejSie vo forme podkoznej injekcie, typicky do
brucha alebo do hornej &asti stehien. Inzulin mozno podavat aj intravendzne alebo
intramuskularne. Aby sa v krvi udrzala prijatelna hiadina glukézy, je Casto potrebné
injikovat inzulin aspori raz alebo dvakrat denne, pri¢om v pripade potreby sa
podavaj aj daldie injekcie inzulinu. Agresivne lieCenie cukrovky méze vyzadovat
dokonca este GastejSie injekcie, ked pacient si pomocou domacej diagnostickej
supravy starostlivejsie sleduje hladinu glukozy v krvi. Podavanie inzulinu formou
injekcie je v mnohych pripadoch neZiaduce. Po prvé, mnohi pacienti to povazuju za
obtiaZne a tazivé, aby si sami pichali injekcie tak Casto, ako je to potrebné, aby si
v krvi udrzali potrebn( hladinu glukoézy. V skutoCnosti mnohi pacienti s cukrovkou 2.
typu sa roky vyhybaju lieGeniu inzulinom prave pre strach z ihly. Takéto vahanie
moZe viest k nepohode, ktora v najvaznejSich pripadoch moze ohrozovat Zivot.
Okrem toho systémovéa absorpcia inzulinu z podkozne; injekcie je pomerne pomala
a Casto vyzaduje 45 aZ 90 minut, dokonca aj vtedy, ked sa pouziju rychlo posobiace
pripravky inzulinu. Bolo preto cielom poskytnt alternativne pripravky inzulinu
a alternativne cesty podavania, ktoré obchadzaju potrebu toho, aby si pacient sam

pichal injekcie, a ktory mdze poskytnat rychlu systémovl dostupnost inzulinu.
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Preskimalo sa mnoho neinjekénych typov pripravkov, napriklad oralne a nazalne,
av8ak ako vysledok tohto Usilia sa nevyvinul nijaky komeréne Uspes$ny oralny alebo
nazalny systém podavania inzulinu (Patton a spol., Adv. Drug Delivery Reviews, 1,
35 (2-3), 235-247 (1999), predovsetkym pre velmi nizku a premenlivil biologickd
dostupnost (J. Hilsted a spol., Diabetologia 38, 680-684 (1995)). Hoci biologicku
dostupnost mozno zvysit pomocou prostriedkov zvySujicich absorpciu, tieto
prostriedky mézu poskodit sliznicu.

Vyvinuli sa v8ak inhalovatelné pripravky inzulinu, ktoré sa zdaju byt celkom
sfubné v odstrafovani vy$Sie uvadzanych problémov. Napriklad US patent &islo
5,997,848 (Patton aspol., Inhale Therapeutic Systems, Inc.) opisuje suché
praskové pripravky inzulinu, ktoré su (i) pri izbovej teplote chemicky a fyzikalne
stabilné, a (ii) po inhalacii sa cez epitelové bunky alveolarnej oblasti rychlo
absorbuji do krvného obehu. Rychlo pésobiace inzulinové pripravky a sposoby
opisované vuvedenom patente obchadzaji potrebu obtiaznych samoinjekcii
a v trojmesacnych stadiach o ucinnosti v ludskom systéme sa ukazalo, ze poskytuju
ekvivalentnd kontrolu glukézy u diabetikov s cukrovkou zavislou od inzulinu typu
lall vporovnani s podkoznymi injekciami (Patton a spol., Adv. Drug Delivery
Reviews, 1, 35 (2-3), 235-247 (1999)). Suché praskové inzulinové pripravky
opisované Pattonom aspol, hoci na jednej strane odstrafiuji problémy
s nestabilitou pripravku a s nepohodou pacientov, stale este vyzaduju casté
(napriklad v €ase jedenia) inhalacie inzulinu na G€innd kontrolu glukézy. Okrem toho
typicky inzulinovy davkovaci rezim zaloZzeny na rychlom ucinku inhalovatelného
inzulinu stale este udiabetikov |. aj Il. typu vyzaduje jednu davku inzulinu
s dlhodobym G&inkom pred spanim. To znamena, Ze stale existuje potreba
aktivnych rozpustnych a stabilnych foriem inzulinu, ktoré vyZaduji menej Casté
davkovanie, t.,j. inzulinové pripravky s dlhodobym uG&inkom, ktoré sG vyhodne
podavané inhalaciou.

Inzulinové pripravky s dlhodobym u¢inkom sa idealne vyznacuji velmi
pomalym zagdiatkom a prediZenym, pomerne plochym vrcholom ug&inku. Stugasné
injikovatelné pripravky inzulinu s dlhodobym G&inkom, napriklad pripravok ultralente
(zinkova suspenzia inzulinu s predizenym G&inkom) a protaminova zinkova

inzulinova suspenzia, nie su prili§ uspokojivé. Tieto pripravky sa vyznacuji skor
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vrcholom G¢inku a neposkytujid nizku zakladnd koncentraciu inzulinu, su
nepredvidatelné atypicky sa vyznacuju dobou ulinku, ktora nie je dlhSia ako
priblizne jeden deri. Dlhy biologicky polCas inzulinu ultralente stazuje urdit optimalny
rozsah davok a protaminovy zinkovy inzulin sa pouziva zriedka pre jeho
nepredvidatelny apredizeny priebeh G&inku (Goodman a Giman, The
Pharmacological Basis of Therapeutics, 9. vydanie, zostavili Hardman a Limbird,
1996, strana 1500). Iné nelspesne skudané injikovatelné pripravky s dlhodobym
Gcinkom zahffaju pripravky s inzulinom naviazanym na albumin a hexamér inzulinu
s kobaltom (A. Hoffman, E. Ziv, Clin. Pharmacokinet., 33(4): 285-301 (1997)).
Preskiimalo sa aj mnoho plucnych pripravkov inzulinu s dihodobym tGcinkom.
Zahffaju lipozomy obsahujuce velky nadbytok lipidu vo vztahu k inzulinu (F.-Y. Liu
a spol.,, Pharm. Res. 109, 228-232 (1993)), porézne poly(kyselina mlieCna-ko-
kyselina glykolova) (PLGA) c¢astice inzulinu (D. A. Edwards a spol., Science 276
(5320), 1868-1871 (1997)), nebulizované PLGA nanosféry (Y. Kawashima a spol.,
J. Controlled Release, 62 (1-2): 279-287 (1999)) a fosfolipidové/protaminové
inzulinové pripravky (R. Vanbever a spol., Proc. Control Rel. Bioact. Mater. 25, 261-
262 (1998). Nanestastie sa ukazalo, Ze vSetky tieto pripravky su neuspokojivé, bud
kvéli nizkej biologickej dostupnosti po podani potkanom, alebo kvéli nedostatkom v
pripravku. Existuje preto davno pocitovana potreba optimalizovanych inzulinovych
pripravkov s dlhodobym Gc¢inkom, ktoré s biologicky aktivne, fyzikdine a chemicky
stabilné, rozpustné vo vode, avyhodne si monomérne. Takéto pripravky budu

idealne vyhodne vhodné na plicne podavanie.

Podstata vynalezu

V jednom aspekte vyndlez je zalozeny na inzulinovych pripravkoch na
podavanie do systémového obehu prostrednictvom hibokych oblasti pfuc.
Podstatou vynélezu je teda inzulinovy pripravok na podavanie do plic, ktory
obsahuje konjugat inzulinu kovalentne spojeny s jednou alebo viacerymi molekulami
umelo pripraveného hydrofiiného polyméru. Vo vyhodnom uskuto¢neni umelo

pripraveny hydrofilny polymér kovalentne naviazany na inzulin je polyalkylénglykol,
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napriklad polyetylénglykol (PEG), hoci vSetky tu uvadzané uskutoénenia mozZno tak
isto pouZit' aj v pripade inych umelo pripravenych hydrofilnych polymérov.

V3eobecne, konjugat inzulinu a polyméru podfa vynalezu ma také farmako-
kineticke a farmakodynamické viastnosti, ktoré st lepSie ako su vlastnosti nativneho
inzulinu, osobitne vtedy, ked sa podava do pluc. V jednom uskutogneni konjugaty
PEG ainzulinu poskytované podla vynalezu maji dobri absolGtnu biologick
dostupnost, ak sa podavaju do pluc a hlboko do plic. V osobitnom uskutoéneni
konjugat PEG ainzulinu podla vynalezu sa vyznacuje absolitnou pltcnou
biologickou dostupnostou, ktora je vacsia ako biologicka dostupnost nativneho
inzulinu. Vyhodne sa konjugat PEG a inzulinu podla vynalezu vyznaduje absolGtnou
placnou biologickou dostupnostou, ktora je aspori 1,5- az 2,0-krat vy3sia ako je
biologicka dostupnost nativneho inzulinu. Vo vyhodnom uskuto¢neni konjugat PEG
ainzulinu podla vynédlezu sa vyznaCuje absolGtnou plicnou biologickou
dostupnostou, ktora je vysSia ako priblizne 15 %, e$te vyhodnejSie vy$sia ako
priblizne 20 %, alebo najvyhodnejsie vys$sia ako priblizne 30 %.

V dalSom uskutoéneni konjugadt PEG ainzulinu podla vynalezu, ak sa
podava plucne, ma Tmax (€as potrebny na dosiahnutie maximalnej koncentracie),
ktory je aspon 1,5-krat vy38i ako je ¢as u nativneho inzulinu, alebo vyhodnejsie je
aspon 2- aZz 3-krat vy$8i, alebo eSte vyhodnejSie aspori patkrat vyssi ako je Tmax
nativneho inzulinu.

Polyetylénglykoly na pouzitie v konjugatoch podfa vynalezu mé2u mat
niekolko réznych vlastnosti. V jednom uskuto€neni vynalezu polyetylénglykolova
Cast konjugatu PEG a inzulinu podla vynalezu je na konci ukon&ena inertnou alebo
nereaktivnou terminalnou skupinou, napriklad alkoxyskupinou alebo 3pecificky
metoxyskupinou. | |

V alternativnom uskuto&neni polyetylénglykolova &ast konjugatu ma taku
architekturu, ktord je osobitne vhodna na naviazanie na inzulin véitane linearnych
polyetylénglykolov a mnohoramennych alebo rozvetvenych polyetylénglykolov.
V dalSom uskutoéneni konjugat PEG a inzulinu méZe zahffiat dve monofunkéne
odvodené molekuly inzulinu, ktoré st vzajomne spojené di-aktivovanym polyetylén-
glykolom (inzulin-PEG-inzulin). Alternativne, molekulu inzulinu v ramci tejto

»Cinkovitej” architektiry mozno modifikovat dal§imi polyetylénglykolmi.
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V dalSom uskuto&neni konjugat PEG ainzulinu podfa vynalezu zahffa
vidlicovito vetveny polyetylénglykol s rozvetvenou <¢astou na jednom konci
polymérového retazca adve volné reaktivne skupiny (alebo nasobok dvoch)
spojené s rozvetvenou Castou na naviazanie na inzulin. Vtomto uskutoCneni
vynalezu rozvetvena architektira polyetylénglykolu umoZiuje naviazanie
polymérového retazca na dve alebo viaceré molekuly inzulinu.

Polyetylénglykolova ¢ast inzulinového konjugatu podfa vynalezu moéze
volitelne obsahovat jednu alebo viaceré degradovatelné spojenia.

Inzulin je typicky kovalentne napojeny na PEG prostrednictvom spojovacej
Sasti, ktora je umiestnena na konci molekuly PEG. Vyhodné spojovacie Casti na
pouZitie podla vynalezu zahffiaju tie, ktoré st vhodné na spojenie s reaktivnymi
aminoskupinami inzulinu, napriklad aktivne estery, aktivne karbonaty, aldehydy
a acetaly N-hydroxysukcinimidu.

V dalsom uskuto&neni vynalezu PEG kovalentne napojeny na inzulin
v konjugate podfa vynalezu zahfiia priblizne 2 az priblizne 300 podjednotiek
(OCH,CHy>), vyhodne priblizne 4 az 200 podjednotiek, a vyhodnejSie priblizne 10 az
100 podjednotiek.

V alternativnom uskutodneni PEG kovalentne naviazany na inzulin ma
nominalnu priemernd molekulovi hmotnost priblizne 200 aZ priblizne 10000
daltonov. Vo vyhodnom uskutoéneni PEG méa nominainu priemernd molekulovu
hmotnost priblizne 200 aZ priblizne 5000 daltonov. V este vyhodnejSom uskutoCneni
PEG ma nominalnu priemernu molekulovi hmotnost priblizne 200 az priblizne 2000
daltonov, alebo priblizne 200 az priblizne 1000 daltonov.

V osobitnom uskutoéneni inzulinova ¢ast konjugatu zahffia nativny fudsky
inzulin.

V dalSom uskutoéneni konjugat pripravku podla vynalezu sa vyznacuje
gistotou, ktora je vy$sia ako 90 % (t.j. v konjugatovej Casti pripravku 90 alebo viac %
hmotnostnych zahffia jeden alebo viaceré polyetylénglykoly s inzulinom). To
znamena, Ze pripravky podla vyndlezu sa mdzu vyznacovat vysokym stupriom
gistoty konjugovanej inzulinovej zlozky, t.j. v pripravku nie st meratelné mnoZstva

volnych polyetylénglykolov a inych necistdt suvisiacich s PEG.
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V jednom uskuto¢neni pripravok podfa vynalezu zahfiia konjugat, v ktorom
inzulin je kovalentne naviazany na PEG v jednom alebo viacerych zo svojich amino
miest. Inzulin obsiahnuty v pripravku podla vynalezu méze byt monosubstituovany
(tj. ma iba jeden kovalentne naviazany PEG). Osobitné monosubstituované
konjugaty PEG a inzulinu podla vynéalezu maju polyetylénglykolovu éast kovalentne
naviazani na polohu molekuly inzulinu, ktord méze byt skupina PheB1, GlyA1
a LysB29.

Vo vyhodnom uskutogneni polyetylénglykolovéa Gast je kovalentne naviazana
na inzulin v mieste PheB1. PEG v jednom uskutoéneni aspori v 75 % miest B-1Phe
inzulinu je kovalentne naviazanych na PEG. V dalSom uskuto&neni aspon priblizne
90 % miest B-1Phe inzulinu je kovalentne naviazanych na PEG.

Pripravky podla vynalezu mézu zahfiat aj zmes monokonjugovaného
a dikonjugovaného inzulinu a PEG, ktord ma ktorukolvek vlastnost alebo vlastnosti
opisané vysSie. Takéto pripravky mozu dalej zahfiat trikonjugovany inzulin a PEG.

V alternativnom uskutogneni konjugat PEG a inzulinu podfa vynalezu sa
vyznacuje takou rychlostou proteolyzy, ktora je znizen& v porovnani s nepegylo-
vanym alebo nativhym inzulinom.

Pripravok podla vynalezu méze zahffiat aj zmes konjugatu PEG a inzulinu
a nie chemickym sp&sobom modifikovaného alebo nativneho inzulinu.

Do vynélezu sa zahffia aj pripravok opisany vy$sie vo forme aerosolu.

Pripravky podla vynalezu mozno rozpustit alebo suspendovat v tekutej alebo
suchej forme a okrem toho mézu zahfiiat aj farmaceuticky prijatefny excipient.

Poskytuje sa aj biologicky aktivny konjugat polyetylénglykolu a inzulinu, ktory
je vhodny na podavanie inhalaciou do hlbokych &asti pfuc.

V dalSom aspekte vynalez poskytuje spésob na podavanie konjugatu PEG
a inzulinu cicav€iemu subjektu, ktory takyto konjugat potrebuje, inhalaciou pripravku
PEG a inzulinu podfa opisu vy$sie vo forme aerosélu.

V dalSom aspekte vynalez poskytuje aj spésob na poskytovanie v podstate
neimunogénneho inzulinového pripravku na podavanie do plac. Spdsob zahfia
kovalentné naviazanie inzulinu na jednu alebo viaceré molekuly umelo pripraveného

hydrofilného polymérneho konjugatu podla opisu vo vynéleze a podavanie pripravku
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do plic pacientovi inhalaciou. Tymto spdsobom inzulin prechadza do pltc
a vstupuje do krvného obehu.

V dalSom aspekte sa poskytuje spdsob na poskytovanie inzulinového
pripravku s predizenym G&inkom na podavanie do plic fudského subjektu. Sposob
zahffla kovalentné naviazanie inzulinu na jednu alebo viaceré molekuly umelo
pripraveného hydrofilného polyméru na poskytovanie pripravku, ktory zahina
konjugat inzulinu a hydrofilného polyméru a podavanie pripravku do plic subjektu
inhalaciou. Po podani inzulin prechadza do pfac a vstupuje do krvného obehu
a zvysené hladiny inzulinu v krvi sa udrzuju aspor 8 hodin po podani.

Konjugat PEG a inzulinu podfa vynalezu vo forme aerosélu a podavany
inhalaciou je uzito&ny na lieenie cukrovky (diabetes mellitus, DM).

Tieto ainé objekty avlastnosti vynalezu budu jasnejSie po precitani
nasledujuceho podrobného opisu.

Navrh, syntéza a charakterizovanie roznych zastupcov konjugatov PEG
a inzulinu bolo optimalizované na pulmonarne podévanie do pluc. Hoci priprava
molekil PEG ainzulinu bola uZ opisanda davnejSie, pouzitie kovalentného
naviazania PEG na poskytovanie pripravkov inhalovatelného inzulinu s predizenym
udinkom nebolo predtym dokazané. V tomto ohlade vyzva, ktorej prihlasovatelia
&elili, bola poskytnut konjugaty PEG a inzulinu s optimalnym vyvazenim poctu,
lokalizacie, S$truktiry a molekulovej hmotnosti retazcov PEG kovalentne
naviazanych na molekuly inzulinu na poskytnutie inzulinovych pripravkov vhodnych
na podavanie do systémového obehu, vyhodne cez hiboké Casti plac. V suvislosti
s vy$Sie uvedenym, sa prekvapujuco zistilo, Ze urcité inzulinové pripravky
modifikované polyetylénglykolom maju jednu alebo niekolko z nasledujucich
vlastnosti: (i) st biologicky aktivne, t.j. maji aspon 5 % aktivity nativneho inzulinu,
alebo vyhodne ich biologicka aktivita sa bud aspori do znaCnej miery udrzuje, alebo
sa iba minimalne zniZuje v porovnani s aktivitou nativneho inzulinu, (i) absorbuju sa
z ptac do krvného obehu (na rozdiel od ,ostavania“ v plicach), (iii) si chemicky
a fyzikalne stabilné, (iv) ak sa podavaju do pluc, dosahuju také koncentracie
inzulinu v krvi, ktoré st zvySené nad zakladnou hladinou aspon priblizne este 8
hodin po podani, (v) st rezistentné vo&i enzymom degradujucim inzulin, a (vi) maju

také biologické pol&asy, ktoré st dlhsie ako je poltas nepegylovaného inzulinu po
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podani inhalaciou, podrobnosti ktorych budd zrejmé po preéitani nasledujiceho

opisu.

I. Definicie

Nasledujuce vyrazy, tak ako sa pouZivaji vo vynaleze, maji uvedeny
vyznam.

Tak, ako sa pouZivaji v Specifikicii av prilozenych néarokoch, formy
v singulari zahfiiaju aj odkazy v plurali, pokial kontext jasne nediktuje inak.

Inzulin“ tak, ako sa pouZiva vo vynéaleze, zahffia aj proinzulin a obsahuje
vSetky vycCistené izolované polypeptidy, ktoré maju Cast alebo cell primarnu
Strukturalnu konforméciu (to znamena, vedla seba leZiacu sériu aminokyselinovych
zvy$kov) a aspon jednu z biologickych vlastnosti prirodného inzulinu. V&eobecne,
vyraz ,inzulin® zahffia prirodny a synteticky odvodeny inzulin zahffiajuci aj jeho
glykoformy aj analégy véitane polypeptidov s jednou alebo viacerymi modifikaciami
aminokyselin (deléciami, inzerciami alebo substiticiami) v takom rozsahu, Ze do
znacnej miery si uchovavaji aspor 80 % alebo viac terapeutickej aktivity spojenej
s inzulinom s plnou dizkou (este pred chemickou modifikaciou s hydrofilnym, umelo
pripravenym polymérom podfa opisu vynalezu. Inzuliny podlfa vynalezu mozno
vyprodukovat — akymkolvek Standardnym sp6sobom  zahfiiajucim, avsak
neobmedzujacim sa na pankreaticki extrakciu, rekombinantni expresiu a poly-
peptidovi syntézu in vitro. Nativny inzulin alebo inzulin divého typu méze byt
prirodny (t.j. izolovany z prirodného zdroja) alebo vytvoreny synteticky.

.Fyziologicky Stiepatelnd" alebo ,degradovatelnd“ vazba znamena slabu
vazbu, ktora vo fyziologickych podmienkach reaguje s vodou (t.j. hydrolyzuje sa).
Vyhodné su také vazby, ktorych poléas hydrolyzy pri pH 8 a 25 °C je menej ako
priblizne 30 minat. Tendencia vazby hydrolyzovat vo vode nezavisi len od
v8eobecného typu vazby spajajicej dva centralne atomy, ale aj od substituentov
naviazanych na tieto centralne atdbmy. Primerané hydrolyticky nestabilné alebo
slabé vazby zahifaji, avSak sa neobmedzuju iba na karboxylatester, fosfatester,
anhydridy, acetdly, ketaly, acyloxyalkyléter, iminy, ortoestery, peptidy a oligo-
nukleotidy.
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,Hydrolyticky stabilné“ spojenie alebo vazba sa vztahuje na chemickd vézbu,
typicky kovalentn vazbu, ktora je vo vode znacne stabilna, to znamena, Ze vo
fyziologickych podmienkach sa dlho nehydrolyzuje vo vacSom rozsahu. Priklady
hydrolyticky stabilnych vazieb zahfiiaju, av8ak sa neobmedzuju na nasledujuce
vazby: vazby uhlik-uhlik (napriklad v alifatickych retazcoch), étery, amidy, uretany,
a podobne. V8eobecne, hydrolyticky stabilna vazba je taka vézba, ktorej rychlost
hydrolyzy je vo fyziologickych podmienkach nizSia ako 1 az 2 % denne. Rychlost
hydrolyzy reprezentativnych chemickych vazieb mozZno najst vo véacsine
Standardnych u€ebnic chémie.

,PEG" alebo polyetylénglykol tak, ako sa pouziva vo vynaleze, zahffia vSetky
poly(alkylénoxidy) rozpustné vo vode. Polyetylénglykoly na pouzitie podfa vynalezu
najtypickejsie obsahuju nasledovnu struktaru: -CH,CH,O(CH2CH20),CH2CH2-, kde
terminalne skupiny alebo skuto¢na architektira celkovej PEG Casti mbéze byt r6zna.
Jeden vSeobecne pouzivany PEG je PEG s ukonéenym koncom, kde jeden koniec
PEG je ukonéeny pomerne inaktivnou skupinou, typicky alkoxyskupinou, napriklad
metoxyskupinou (-OCHj3), a na druhom konci je hydroxyl, ktory mbze byt chemicky
modifikovany. Specifické PEG formy na pouzitie pri priprave inzulinovych
konjugatov podla vynalezu, ako su napriklad rozvetvené, linearne, vidlicovito
vetvené polyetylénglykoly a podobne, budu podrobnejSie opisané nizsie.

,Konjugat PEG a inzulinu”“ sa vztahuje na molekulu inzulinu (podla definicie
vy33ie), na ktoru je kovalentne naviazana alebo pripojena aspori jedna polyetylen-
glykolova ¢ast a vykazuje stupen inzulinovej aktivity (napriklad priblizne 2 % az
priblizne 100 % alebo viac biologickej aktivity nativneho inzulinu).

,Nominalna priemerna molekulova hmotnost v kontexte hydrofilného, umelo
pripraveného polyméru podla vynalezu, napriklad PEG, sa vztahuje na priemernu
molekulovi hmotnost polyméru, ktora sa typicky stanovuje s pouZzitim size exclusion
chromatografie, rozptylu svetla alebo skutocnej rychlosti v 1,2,4-trichlorbenzéne.
Polyméry podla vynalezu su typicky polydisperzné, ktorych nizka hodnota poly-
disperzity je nizsia ako priblizne 1,05.

,Lipofilna &ast” je &ast molekuly, ktord po naviazani na hydrofilny polymer
podla vynalezu prostrednictvom degradovatelnej alebo nedegradovatelnej véazby je

schopna podstatne zmenit hydrofilni povahu polyméru a tym aj konjugéatu polymeru
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a inzulinu. Typické lipofilné skupiny, napriklad mastné kyseliny, zahfiiaji priblizne
12 az 22 atdmov uhlika.

.Znaéne neimunogénny konjugat inzulinu podfa vynalezu ma znizenu
imunogenitu v porovnani s nativnym inzulinom. Imunogenitu mozno urcit
stanovenim koncentracie protilatok u mysi alebo vyhodne u kralikov po podani
konjugatu PEG a inzulinu v porovnani s nemodifikovanym inzulinom.

,Alkyl* sa vztahuje na uhlovodikové retazce, ktorych dizka je typicky 1 az 15
atomov. Uhlovodikové retazce su vyhodne, avSak nie nevyhnutne nasytené a mézu
volitelne obsahovat aj dalSie napojené funkéné skupiny. Uhlovodikové retazce
mozu byt rozvetvené alebo nerozvetvené. Alkylskupiny zahffiaji napriklad etyl,
propyl, 1-metylbutyl, 1-etylpropyl a 3-metylpentyl. V jednom vyhodnom uskuto¢neni
podla vyndlezu konjugaty zahffiajuce alkylovany PEG, a osobitne linearny
alkylovany PEG su tie, ktorych alkylova Cast nie je mastna kyselina alebo ina
lipofilna Cast.

.NiZ8i alkyl“ sa vztahuje na alkyl obsahujuci 1 az 5 atomov uhlika a méze to
byt priamy alebo rozvetveny retazec, napriklad metyl, etyl, n-butyl, izobutyl, terc-
butyl.

+Absolitne plicna biologicka dostupnost” znamena percento davky lieku
(napriklad konjugatu PEG ainzulinu podla vynalezu), ktora sa poda do plic
a absorbuje sa a vstupi do krvného obehu cicavca, v porovnani s intravenéznou
davkou nativneho inzulinu. Reprezentativne modelové systémy na stanovenie
absolutnej placnej biologickej dostupnosti zahffiaji potkana, psa, kralika a opicu.
Inhalovatelné pripravky obsahujuce konjugaty PEG a inzulinu podla vynalezu sa
v jednom aspekte vyznacuju absolitnou plucnou biologickou dostupnostou aspon
20 % v plazme alebo v krvi, pricom absolGtna plicna biologicka dostupnost méze
byt 10 az 30 % alebo viac. VSeobecne, v zavislosti od Specifickej povahy konjugatu
PEG ainzulinu, konjugat podla vynalezu sa vyznaluje absolutnou pllcnou
biologickou dostupnostou, hodnota ktorej méze byt 10 %, 12 %, 15 %, 18 %, 20 %,
22 %, 25 %, 30 %, 32 %, 35 % alebo viac. AbsolGtnu plicnu biologicki dostupnost
mozno odhadnit meranim absorpcie z priameho intratrachedlneho podania,

instilacie, alebo inhalacie pripravku obsahujiceho konjugat PEG a inzulinu.
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,Féaza distriblicie” vo vztahu na biologicky pol€as konjugatu PEG a inzulinu
sa vztahuje na pociatoénu rychlu fazu, pocCas ktorej sa inzulin strati z plazmy.
Terminalna pomala alebo eliminacna faza polasu sa vztahuje na pomali fazu,
pocas ktorej sa inzulin eliminuje z tela.

,Predizeny uginok® inzulinu sa vztahuje na inzulin, trvanie G&inku (t.j. zvy$ené
hladiny nad zakladnou hladinou) ktorého je aspon 6 hodin, vyhodne aspori 8 hodin.

.Potlacena hladina glukézy" sa vztahuje na hladiny glukdzy v krvi (napriklad
po podani konjugatu PEG ainzulinu podfa vynalezu), ktoré su potlacené pod
hodnoty zakladnej hladiny.

.Farmaceuticky prijatelna sol* zahffa, av8ak sa neobmedzuje, na sof
aminokyselin, soli pripravené s anorganickymi kyselinami, napriklad chloridy,
sulfaty, fosfaty, difosfaty, hydrobromidy a nitraty, alebo soli pripravené s organickymi
kyselinami, napriklad malaty, maleaty, fumaraty, vinany, jantarany, etyljantarany,
citraty, acetaty, laktaty, metansulfonaty, benzoaty, askorbaty, para-toluénsulfonaty,
palmoaty, salicylaty a stearaty, ako aj estolaty, glyceptaty a laktobionaty. Podobne,
soli obsahujuce farmaceuticky prijatelné kationy obsahuji, avSak sa neobmedzuju
na sodik, draslik, vapnik, horcik, hlinik, litium a aménium (v¢itane substituovaného
amonia).

LAminokyselina“ sa vztahuje na akukolvek zlu€eninu obsahujucu amino-
skupinu a karboxylovi skupinu. Hoci aminoskupina sa najCastejSie vyskytuje
v polohe, ktora susedi s karboxyfunkciou, aminoskupina méZe byt umiestnena
v ktorejkolvek polohe v molekule. Aminokyselina méze obsahovat aj dalSie funkcné
skupiny, napriklad amino, tio, karboxyl, karboxamid, imidazol a podobne. Amino-
kyselina m6ze byt synteticka alebo prirodna a méze sa pouzit bud v jej racemickej
alebo opticky aktivnej (D- alebo L-) forme vé&itane réznych pomerov enantiomérov.

.Peptidy“ sa skladaju zdvoch alebo viacerych aminokyselin spojenych
peptidickou vazbou. Peptidy mdzu byt homo- alebo heteropeptidy (tj. zlozené
zrovnakych alebo réznych aminokyselinovych zvyskov podfa definicie vyssie)
a mdzu mat réznu dizku od dvoch do niekolko sto aminokyselin.

,Suchy prasok* sa vztahuje na praskovy pripravok, ktory typicky obsahuje

menej ako priblizne 10 % vlhkosti.
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Pripravok, ktory je ,vhodny na pulmonérne podavanie“, sa vztahuje na
pripravok, ktory sa da previest do aerosélu a pacient ho dokaze inhalovat tak, aby
sa Cast aerosoélovych &astic dostala do pluc, aby sa umoznil prienik do dolnych
dychacich ciest a alveol. Takyto pripravok sa povazuje za ,vdychnutelny” alebo
.nhalovatelny*.

~Aerosolové“ Castice su kvapalné alebo tuhé &astice suspendované v plyne,
typicky ako vysledok spustenia (alebo zapnutia) inhalaéného zariadenia, napriklad
inhaladtora na suché prasky, atomizatora, inhalatora s davkovadom alebo
nebulizatora.

.Emitovana davka“ alebo ,ED" poskytuje indikaciu podania liekového
pripravku z vhodného inhalaéného zariadenia po spusteni alebo rozptyle.
Specifickejsie, pre pripravky so suchymi praskami ED je miera percenta prasku,
ktory sa ziska z balenia s jednotkovymi davkami a ktory vyjde z naustka inhalatora.
ED sa definuje ako pomer davky podanej inhalatorom a nominalnej davky (t.j.
hmotnost prasku na jednotku davky umiestnenej do vhodného inhalaéného
zariadenia pred jeho spustenim). ED je experimentalne stanoveny parameter
aurCuje sa typicky pomocou in vitro zariadenia, ktoré je zostavené tak, aby
napodobriovalo davkovanie pre pacienta. Na stanovenie ED hodnoty sa nominalna
davka suchého prasku, typicky v jednotkovej davkovej forme, sa umiestni do
vhodného inhalatora na suchy prasok (napriklad toho, ktory je opisany v US patente
¢. 5,785,049, Inhale Therapeutic Systems), ktory sa potom spusti, &im sa prasok
rozptyli. Vysledny aerosolovy oblak sa potom pomocou vakua vytlagi zo zariadenia,
kde sa zachyti na dechtovom filtri pripojenom k naustku zariadenia. MnoZstvo
prasku, ktoré sa dostane na filter, znamena emitovant davku. Napriklad pre
davkovi formu obsahujicu 5 mg suchého prasku umiestnenti do inhalaéného
zariadenia, ak vysledkom disperzie prasku je 4 mg prasku na dechtovom filtri podla
opisu vysSie, potom emitovana davka pre suchy praskovy pripravok je 4 mg
(podana davka)/5 mg (nominalna davka) x 100 = 80 %. Pre nehomogénne prasky
hodnoty ED poskytuji indikaciu podavania lie€iva, nie suchého prasku,
z inhalaéného zariadenia po spusteni, a sU zalozené na mnozstve lie€iva a nie na

celkovej hmotnosti prasku. Podobne pre MDI a nebulizatorové davkové formy ED
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zodpoveda percentu lieCiva, ktoré sa ziska z davkovej formy a ktora odchéadza
z naustku inhalaéného zariadenia.

.Davka jemnych dastic* (,FPD" alebo fine particle dose) je definovana ako
hmotnostné percento Castic prasku, ktorych aerodynamicky priemer je nizsi ako 3,3
um, ktora sa typicky stanovuje meranim v kaskddovom impaktore Andersenovho
typu. Tento parameter poskytuje indikaciu percenta Castic s najvacsim potencialom
dosiahnut hlboké Casti pllic pacienta na systémovy prijem lieCiva.

,Dispergovatelny* alebo ,disperzny” prasok je taky prasok, ktorého ED
hodnota je aspon 30 %, vyhodnejSie 40 az 50 %, a este vyhodnejSie aspori 50 az 60
% alebo viac.

,Hmotnostny stredny priemer” alebo ,MMD*" (mass median diameter) je miera
priemernej velkosti Castic, pretoZze prasky podla vynalezu su vSeobecne poly-
disperzné (t.j. pozostavaju z Castic réznej velkosti). Hodnoty MMD podla opisu vo
vynaleze sa stanovuju centrifugacnou sedimentaciou, hoci mozno pouZit akykolvek
poCet bezne pouzivanych spdsobov na meranie priemernej velkosti castic
(napriklad elektrénova mikroskopia, rozptyl svetla, laserova difrakcia).

,Hmotnostny stredny aerodynamicky priemer* alebo ,MMAD" je miera
aerodynamickej velkosti rozptylenej ¢astice. Aerodynamicky priemer sa pouziva na
opis aerosolového prasku ohladne jeho spravania sa pocas usadzovania
a znamena priemer sférického telesa jednotkovej hustoty, ktorej sedimentacna
rychlost vo vzduchu je rovnakd ako je sedimentatna rychlost Castice.
Aerodynamicky priemer zahfiia tvar Castice, hustotu a fyzikalnu velkost Castice.
Tak, ako sa pouzZiva vo vynaleze, MMAD sa vztahuje na distribGciu strednej
hodnoty alebo medianu aerodynamickej velkosti Castic aerosélového prasku
stanovenej kaskadovym impaktom, ak nie je uvedené inak.

44

,Farmaceuticky prijatelny excipient alebo nosi¢" sa tyka excipienta, ktory
mozno volitelne zahrnUt do pripravku podla vynalezu. Vyhodné pre pripravky na
inhalovanie s excipienty, ktoré mozno podat do plic bez vyraznych vedlajsich
toxikologickych u¢inkov subjektu, a osobitne do plic subjektu.

,Farmakologicky G¢inné mnozstvo" alebo ,fyziologicky G¢inné mnoZstvo®
znamena mnozstvo konjugatu PEG a inzulinu, ktoré je pritomné v terapeutickom

pripravku podla opisu vo vynaleze, ktoré je potrebné na poskytnutie poZadovanej
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hladiny inzulinu v krvnom obehu, ktoré vedie k cielovej hladine glukdzy v krvi.
Presné mnozstvo zavisi od mnohych faktorov, napriklad od daného konjugatu PEG
a inzulinu, pouzitého podavacieho zariadenia, komponentov aod fyzikalnych
vlastnosti terapeutického pripravku, cielovej populéacie pacientov, Gdajov pacientov,
a podobne, a osoby oboznamené s problematikou ich mézu lahko stanovit podla

informacii poskytovanych podla vynalezu.

Il. Hydrofilné, umelo pripravené konjugaty polyméru a inzulinu

Pripravilo sa niekofko ilustrujicich konjugatov PEG ainzulinu podlia
vynélezu. Hoci vyhodnym polymérom na pouZitie v konjugatoch podfa vynalezu je
polyetylénglykol, mozno pouzZit aj iné, vo vode rozpustné hydrofilné, umelo
pripravené polyméry. Iné polyméry vhodné na pouzitie podia vynalezu zahfiaju
polyvinylpyrolidén, polyvinylalkohol, polyakryloylmorfolin, polyoxazolin a poly(oxy-
etylované polyoly), napriklad poly(oxyetylovany glycerol), poly(oxyetylovany
sorbitol), a polyoxyetylovana glukéza). MozZno pouzit aj polyméry zahfiiajluce
podjednotky alebo bloky podjednotiek vybrané zvysSie opisanych polymérov
rozpuStn)'lch vo vode. Okrem toho mozno pouzit aj kopolyméry polyetylénglykolu
a polypropylénglykolu. Polyméry podla vynalezu si vyhodne bez skupin mastnych
kyselin alebo inych lipofilnych Casti.

Nasledujuca sekcia ilustruje, Ze opatrnym vyberom jednej alebo viacerych
PEG casti reagencii pegylacie, miest pegylacie inzulinu, podmienok pegylacie
a nasledného vydistenia konjugatu mozZno ziskat pripravky s obsahom konjugatu
PEG ainzulinu s pozadovanymi klinickymi vlastnostami (lepSie farmakokinetické
alalebo farmakodynamické vlastnosti). Specifické vlastnosti konjugatov PEG

a inzulinu podra vynalezu su poskytnuté nizsie.

A. Strukturalne vlastnosti polyméru a vysledny konjugat

Konjugat PEG a inzulinu podla vynalezu typicky zahffa jeden alebo viaceré
retazce PEG, ktoré maji molekulovd hmotnost priblizne 200 az priblizne 40000
daltonov a vyhodne priblizne 200 az priblizne 10000 daltonov. Vyhodne, PEG na
pouzitie podfa vynalezu ma priemernd molekulovid hmotnost, ktora je v niektorom

z nasledujtcich oblasti: priblizne 200 az 10000 daltonov, priblizne 200 az priblizne
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7500 daltonov, priblizne 200 az priblizne 6000 daltonov, priblizne 200 az priblizne
5000 daltonov, priblizne 200 az priblizne 3000 daltonov, priblizne 200 az priblizne
2000 daltonov, a priblizne 200 az priblizne 1000 daltonov. Prikladné konjugaty
pripravené s polyetylénglykolmi s molekulovou hmotnostou 5000 daltonov, 2000
daltonov a 750 daltonov s uvedené v prikladoch 1 az 4.

Vyhodné konjugaty PEG a inzulinu na podavanie do pluc maju PEG cCast,
ktorej molekulova hmotnost je nizSia ako 5000 daltonov, vyhodne nizSia ako
priblizne 2000 daltonov, a dokonca niz$ia ako priblizne 1000 daltonov. V jednom
osobitnom uskutoéneni vynalezu konjugat PEG a inzulinu ma Cast PEG, ktorej
priemerna molekulova hmotnost je 200, 300, 400, 500, 600, 750, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 3500, 4000 alebo 5000. Polyetylénglykoly s vySSou molekulovou
hmotnostou méZu byt v niektorych pripadoch menej vyhodné pre svoj potencial
stracat aktivitu molekuly inzulinu, alebo v pripade plicnych aplikacii znizovat
acinnost pri prechode plicami (priklad 8).

Kym polyetylénglykoly s nizSou molekulovou hmotnostou mézu byt vyhodné
pri zvy3ovani biologickej dostupnosti, retazce PEG s vy$§imi molekulovymi
hmotnostami, napriklad s molekulovymi hmotnostami 5000, 10000, 15000, 20000,
25000, 30000 alebo 40000 daltonov alebo viac, hoci sa vSeobecne zistilo, ze
znizujl biologicku dostupnost’ nativneho inzulinu, mézu byt vyhodné pri zvySovani
biologického polGasu, osobitne v pripade injekénych pripravkov. To znamena, Ze
vyrazné zlepSenie farmakokinetickych parametrov, napriklad oblasti pod krivkou
(area under the curve, AUC) v pripade konjugadtu PEG a inzulinu s vysSou
molekulovou hmotnostou (v porovnani s nativnym inzulinom) mdze viac ako
kompenzovat jeho znizena aktivitu.

Co sa tyka poctu podjednotiek, polyetylénglykoly na pouzitie podla vynalezu
typicky zahfhaji taky pocet podjednotiek (OCH2CHz), ktory je v niektorej
z nasledujlcich oblasti: 2 az priblizne 900 podjednotiek, priblizne 4 aZ priblizne 200
podjednotiek, priblizne 4 aZ priblizne 170 podjednotiek, priblizne 4 az priblizne 140
podjednotiek, priblizne 4 aZ priblizne 100 podjednotiek, priblizne 10 az priblizne 100
podjednotiek, priblizne 4 az priblizne 70 podjednotiek, priblizne 4 aZ priblizne 45
podjednotiek, a priblizne 4 az priblizne 25 podjednotiek.
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Konjugat PEG a inzulinu podla vynalezu mdze byt monosubstituovany (t.j.
PEG je naviazany na jedno reaktivne miesto inzulinu), disubstituovany (PEG &asti
sU naviazané na dve reaktivne miesta), trisubstituovany, alebo ma polyméry
dokonca naviazané na viac ako 3 miestach molekuly inzulinu. Monosubstituovany,
disubstituovany a trisubstituovany inzulin sa podfa vynalezu uvadza ako monomér,
dimer a trimér polyetylénglykolu (PEG). Multisubstituovany inzulin (to znamena
inzulin, ktorého PEG ¢asti st kovalentne naviazané na 2 alebo viacerych miestach
inzulinu) ma typicky, avSak nie nevyhnutne naviazani rovnaki PEG &ast na kazdé
reaktivne miesto. To znamena, Ze do GUvahy prichadzaju pripravky obsahujice
konjugaty PEG a inzulinu, ktoré maji viac ako jeden typ PEG d&asti naviazany na
molekulu inzulinu. Vyhodné pripravky podla vynalezu obsahuji hlavhe monomérne
alalebo dimérne konjugaty inzulinu. Prekvapujico sa zistilo, Ze pripravky
obsahujuce konjugat PEG a inzulinu, ktoré nie si z hladiska miesta $pecifické
(obsahuji zmes konjugatov PEG a inzulinu, ktoré st kovalentne naviazané na viac
ako jedno reaktivne miesto), maju lepSie farmakokinetické a farmakodynamické
vliastnosti ako st vlastnosti nativneho inzulinu, osobitne ak sa podavaju do plic
(prikiad 11).

Vzhlfadom na polohu PEG substiticie molekula inzulinu méa niekolko miest,
ktoré si vhodné na pegylaciu, priom amino miesta st v8eobecne, av3ak nie
nevyhnutne vyhodné. Specifické aminoskupiny inzulinu vhodné na pegylaciu
zahfiaji oba N-konce, GlyA1, PheB1 a LysB29. Tieto miesta na molekule inzulinu
sa tu uvadzaju jednoducho aj ako A1, B1 a B29. Elektrofilne aktivované polyetylén-
glykoly na pouZitie na naviazanie na reaktivne aminoskupiny na inzuline zahffaja
mPEG-ALD, mPEG-sukcinimidylpropionat, mPEG-sukcinimidylbutanoat, mPEG-
CM-HBA-NHA, mPEG-benzotriazolkarbonat, mPEG-acetaldehyddietylacetal
a podobne (Shearwater Corporation, Huntsville, Alabama).

Pripravok podlfa vynalezu mbze podla jedného uskutoCnenia obsahovat
prevazne (viac ako 90 %) monosubstituovany inzulin, napriklad mono-A1 inzulin,
mono-B1 inzulin alebo mono-B29 inzulin. Takéto pripravky m6Zzu obsahovat: i)
mono-A1 inzulin, ii) zmes mono-A1 inzulinu a mono-B1 inzulinu, alebo iii) zmes

mono-A1, mono-B1 amono-B29 inzulinu. Pripravok podla vynalezu moéze
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obsahovat prevazne disubstituovany inzulin, napriklad di-A1,B1-inzulin, alebo di-
A1,B29-inzulin, alebo di-B1,B29-inzulin, alebo ich akékolvek kombinacie.

Podobne, pripravok podfa vynalezu modze obsahovat zmes rbéznych
konjugatov PEG ainzulinu (napriklad PEG naviazany na ktorukolvek moznu
kombinaciu miest na naviazanie). Ak sa amino miesta na inzuline pouZziju ako
priklad, pripravok podia vynalezu mdze obsahovat ktorykolvek alebo viaceré
z nasledujucich konjugatov PEG a inzulinu: mono-A1-PEG inzulin, mono-B1-inzulin,
mono-B29-inzulin, di-A1,B1-inzulin, di-A1,B29-inzulin, alebo tri-A1,B1,B29-inzulin.
V jednom uskutoéneni vyhodné pripravky su tie, ktoré obsahuju prevazne
monoméry a diméry. Reprezentativne pripravky mbézu zahffiat zmes konjugatov
PEG ainzulinu obsahujicu aspon 75 % kombinovaného monoméru a diméru,
aspon priblizne 80 % kombinovaného monoméru a diméru, alebo aspon priblizne 85
az 90 % kombinovaného monoméru a diméru (napriklad priklady 5 a 6).

PheB1 je osobitne vyhodné miesto na chemicki modifikciu naviazanim
polyetylénglykolu. Osobitne, pripravok konjugatu PEG a inzulinu na pouZitie podla
vynalezu sa modze v jednom uskutoCneni charakterizovat ako pripravok, v ktorom
aspon 70 % miest B-1 na inzuline je kovalentne naviazanych na PEG bez ohladu na
celkovy pocet konjugatov PEG a inzulinu v pripravku (napriklad tabufka 3A, priklad
5).

Alternativne uskuto¢nenia zahimaju také uskutoc¢nenia, v ktorych aspon 75 %
miest B-1 na inzuline je kovalentne naviazanych na PEG, alebo v ktorych aspon 80
% miest B-1 na inzuline je kovalentne naviazanych na PEG, alebo v ktorych aspon
90 % miest B-1 na inzuline je kovalentne naviazanych na PEG.

Prekvapujuco sa zistilo, ze nahodné zmesi konjugatov PEG a inzulinu
(pripravenych skér nahodne ako cielenou pegylaciou), ak sa podaju do pluc, vedu k
zvy3enej hladine inzulinu v krvi, ktora pretrva asport 6 hodin a typickejSie aspon 8
hodin alebo viac po podani. Takéto zmesi su vyhodné nielen pre ich vhodné
farmakokinetické a farmakodynamické viastnosti, ale aj preto, lebo ich syntéza je
ovela jednoduchsia (nevyzaduje viac syntetizacnych krokov, nevyZaduje pouZitie
ochrannych skupin, nevyzaduje opakované cistiace kroky, atd.) ako zodpovedajuci

cieleny pristup.
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Alternativne miesta v molekule nativneho inzulinu, ktoré mozno chemicky
modifikovat’ kovalentnym naviazanim PEG zahffiaju oba C-konce, Arg22B, His10B,
HisbA, Glu4A, Glu17A, Glu13B a Glu21B.

Okrem nativneho inzulinu mozno pouZit aj nenativne inzuliny, v ktorych je
jedna alebo viaceré aminokyselinové substiticie, inzercie alebo delécie, aby sa pre
chemické modifikacie naviazanim jednej alebo viacerych PEG &asti ziskali dal$ie
miesta. Toto uskutoCnenie vyndlezu je osobitne uZitoéné na zavedenie dal$ich
prispésobenych pegylaénych miest vramci molekuly inzulinu, napriklad na
vytvorenie konjugatu PEG a inzulinu, ktory ma lepsiu rezistenciu vo&i enzymatickej
degradacii. Takyto pristup poskytuje vaésiu flexibilitu pri planovani optimalizovaného
inzulinového  konjugatu s poZadovanou  aktivitou, stabilitou, solubilitou
a farmakologickymi vlastnostami. Hoci je mozné vykonat mutacie, napriklad
cielenou mutagenézou v fubovolnom podte pozicii na molekule inzulinu, vyhodny je
taky variant inzulinu, v ktorom ktorykolvek z prvych Styroch aminokyselin v retazci B
je nahradeny cysteinovym zvySkom. Takéto cysteinové zvysky méZu potom
reagovat s aktivovanym polyetylénglykolom, ktory je Specificky pre reakciu
s tiolovymi skupinami, napriklad N-maleimidylovy polymér alebo iny derivat podfa
opisu v US patente €. 5,739,208 a v medzinarodnej patentovej prihladke & WO
01/62827. Prikladné sulfhydryl-selektivne polyetylénglykoly na pouZitie v tomto
osobitnom uskutoCneni podla vynalezu zahfiiaji mMPEG-rozvetveny maleinid
(MPEG(MAL);), mPEG2-rozvetveny maleimid (mPEG2(MAL),), mPEG-maleimid
(MPEG-MAL) a mPEG2-maleimid (mPEG2-MAL) (Shearwater Corporation).
Struktara tychto aktivovanych polyetylénglykolov ja nasledovna: mPEG-CONH-
CH[CH2CONH(CH,CH,0),CH,CH>-MAL], mPEG2-lyzin-NH-CH[CH,CONH-
(CH2CH20)2CH,CH,-MAL],, mPEG-MAL a  mPEG2-lyzin-NH-CH,CH,NH-
C(O)CH2CH;MAL.

V pripade potreby mozno pouzit dalSie mutacie v sekvencii nativneho
inzulinu, aby sa zvysSila biologicka aktivita konjugatu PEG a inzulinu, ktorého
biologicka aktivita je v dosledku pegylacie trochu znizena. Jednou takouto mutaciou
je Thr8 namiesto His8. Dalie mutacie mozno najst napriklad v Diabetes Care,

13(9), (1990), ktorého obsah sa tymto referencéne zaclefiuje.



-20 -

Polyetylénglykoly na pouzitie podla vynélezu mézu mat mnoho réznych
Struktar: linearnu, vidlicovo vetvend, rozvetvenu, Cinkovitd, a podobne. PEG sa
typicky aktivuje vhodnou aktivujucou skupinou primeranou na naviazanie
poZadovaného miesta alebo miest na molekulu inzulinu. Aktivovany PEG ma
reaktivnu skupinu na konci na reakciu s inzulinom. Vyraz Jlinker®, tak ako sa
pouziva vo vynaleze, zahffia aktivujicu skupinu umiestnend na konci PEG na
reakciu s inzulinom amoze dalej zahimat aj dalSie (typicky inertné) atémy
umiestnené medzi polyetylénglykolovou ¢astou polyméru a aktivovanou skupinou
na konci kvoli lah8ej priprave aktivovaného PEG. Linkery mdzu obsahovat
akykolvek poc&et atémov, av§ak vyhodné su také linkery, ktoré obsahuju metylény
vsunuté medzi hlavny retazec PEG a koncovu aktivujacu skupinu, napriklad ako
v mPEG-sukcinimidylpropionate a mPEG-butanoate. V tejto oblasti s zname
reprezentativne aktivované derivaty PEG aspdsoby na konjugaciu tychto
prostriedkov s lieGivom, napriklad s inzulinom, a st dalej opisané v praci autorov S.
Zalipsky a spol., ,Use of Functionalized Poly(Ethylene Glycols) for Modification of
Polypeptides”, v Polyethylene Glycol Chemistry: Biotechnical and Biomedical
Applications, J.M. Harris, Plenum Press, New York (1992), a v Advanced Drug
Reviews, 16:157-182 (1995).

V jednom osobitnom uskutoéneni vynalezu v PEG &asti konjugatu nie je
pritomna jedna alebo viaceré lipofilné skupiny, ktoré dokazu vyrazne modifikovat
rozpustnost polyméru alebo konjugatu polyméru a inzulinu vo vode. To znamena,
Ze polymér alebo neinzulinova ¢ast konjugatu podia vynalezu méze obsahovat
skupinu atémov, o ktorych sa predpoklada, ze su viac lipofilné ako hydrofiné
(napriklad uhlikovy retazec obsahujuci priblizne 2 az 8 az 12 atdmov uhlika), avsak
ak pritomnost takejto skupiny alebo skupin nie je dostaCujuca na vyrazni zmenu
hydrofilnej povahy polyméru alebo konjugatu, potom takato Cast méze byt
obsiahnuta v konjugatoch podla vynalezu. To znamena, ze samotny inzulinovy
konjugat podla vynalezu je skor hydrofilny ako lipofilny alebo amfifilny. Polymérova
gast konjugatu inzulinu pred naviazanim na inzulin, bud obsahujuci alebo
neobsahujuci takuto lipofilnd skupinu, ma typicky vysoké &islo hydrofilnej/lipofilnej
rovnovahy (HLB). Cislo HLB sa zaklada na hmotnostnych percentach kazdého typu
skupiny (hydrofilnej alebo lipofilnej) v molekule; hodnoty su typicky priblizne 1 az 40.
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Polymér na pouzitie v konjugatoch podfa vynalezu sa celkove charakterizuje ako
hydrofilny, bez ohladu na pritomnost jedného alebo viacerych lipofilnych
substituentov. V jednom uskutoCneni podfa vynalezu polymérna &ast konjugatu sa
vyznacuje takym &islom HLB, ktoré je vy33ie ako 25 a vyhodnejSie vyssie ako 30,
alebo eSte vyhodnejSie vysSie ako 35. Vur€itych uskutoCneniach vynalezu,
v ktorych takato lipofilna ¢ast mdze byt pritomna, tato €ast sa vyhodne nenachadza
na konci PEG retazca.

Rozvetvené polyetylénglykoly na pouZitie v konjugatoch podla vynalezu
zahfaju tie polyetylénglykoly, ktoré su opisané v medzinarodnej patentovej
prihlaske WO 96/21469, obsah ktorej sa tu v celom rozsahu referenéne zacleiuje.
VSeobecne, rozvetvené polyetylénglykoly mézu byt vyjadrené vzorcom R(PEG-
OH),, kde R znamena centralne ,jadro“ molekuly a, znamena pocet vetiev.
Rozvetvené polyetylénglykoly maju centralne jadro, z ktorého s vysunuté 2 alebo
viaceré ,PEG" vetvy. V rozvetvenej konfiguracii rozvetvené polymérové jadro ma
jedno reaktivne miesto na naviazanie na inzulin. Rozvetvené polyetylénglykoly na
pouzitie podla vynalezu typicky zahfiajiG menej ako 4 PEG vetvy, a vyhodnejSie
zahfhaju menej ako 3 PEG vetvy. Rozvetvené polyetylénglykoly ponikaju vyhodu,
Ze maju jedno reaktivne miesto naviazané na vacsi, hustejsi polymérovy oblak ako
ich linearne PEG naprotivky. Jeden osobitny typ rozvetveného PEG méze byt
vyjadreny ako (MeO-PEG-),R-X, kde p znamena 2 alebo 3, R znamena Strukturu
centralneho jadra, napriklad lyzin alebo glycerol, ktory ma 2 alebo 3 naviazané PEG
vetvy, a X znamena akukolvek vhodnu funkénd skupinu, ktora je alebo ktord mozno
aktivovat na naviazanie na inzulin. Jeden osobitne vyhodny rozvetveny PEG je
mPEG2-NHS (Shearwater Corporation, Alabama), ktorého Struktura je mPEG2-
lyzin-sukcinimid.

V daldej rozvetvenej Struktire ,pendantny PEG" ma reaktivhe skupiny na
naviazanie proteinov, ktoré st umiestnené skor pozdiz hlavného retazca PEG ako
na konci PEG retazcov, tak ako v predchadzajucom priklade. Reaktivhe skupiny
vysunuté z hlavného PEG retazca na naviazanie na inzulin m6ézu byt rovnaké alebo
rozne. Pendantné PEG s$truktiry moézu byt uZitoné, avSak st vSeobecne menej

vyhodné, osobitne na pripravky na inhalovanie.
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Alternativne, polyetylénglykolova Cast' konjugatu PEG a inzulinu mbéze mat
vidlicovito vetven( Struktaru, ktora ma rozvetvenu <&ast na jednom konci
polymérového retazca a dve volné reaktivne skupiny (alebo akykolvek nasobok
dvoch) naviazané na rozvetvend Cast na pripojenie k inzulinu. Prikladné vidlicovito
vetvené polyetylénglykoly su opisané v medzinarodnej patentovej prihlaske cislo
WO 99/45964, obsah ktorej sa tu referencne zaclefiuje. Vidlicovito vetveny poly-
etylénglykol mbéze na opacnom konci polyméroveho retazca volitelne zahfiat alkyl
alebo ,R" skupinu. Specifickejsie, vidlicovito vetveny konjugat PEG a inzulinu podla
vynalezu ma nasledujici vzorec: R-PEG-L(Y-inzulin),, kde R znamena alkyl, L
znamena hydrolyticky stabilny bod na vetve a Y znamené spojovaciu skupinu, ktora
poskytuje chemické naviazanie vidlicovito vetveného polyméru na inzulin, a,
znamena nasobok dvoch. L méze znamenat jednu ,jadrovd” skupinu, napriklad
,~~CH-“, alebo moze zahfnat dlhsi retazec atobmov. Prikladné L skupiny zahffaju
lyzin, glycerol, pentaerytritol alebo sorbitol. Osobitny atom vetvy v rozvetvenej Casti
je typicky uhlik.

V jednom osobitnom uskuto¢neni vynalezu naviazanie vidlicovito vetveného
PEG na molekulu inzulinu, (Y), je hydrolyticky stabilné. Vo vyhodnom uskuto¢neni n
znamena 2. Vhodné Y casti pred konjugaciou s reaktivnym miestom na inzuline
zahffiaju, avSéak neobmedzuju sa na aktivne estery, aktivne karbonaty, aldehydy,
izokyanaty, izotiokyanaty, epoxidy, alkoholy, maleimidy, vinylsulfény, hydrazidy,
ditiopyridiny a jodacetamidy. Vyber vhodnej aktivujocej skupiny zavisi od
planovaného miesta naviazania na molekule inzulinu a odbornik v danej oblasti
techniky ju moéze lahko uréit. Zodpovedajuca Y skupina vo vyslednom konjugate
PEG ainzulinu je taka, ktorda je vysledkom reakcie aktivovaného vidlicovito
vetveného polyméru s vhodnym reakénym miestom na inzuline. Specificka identita
takejto konecnej vazby je pre osobu oboznamend s problematikou zrejma.
Napriklad ak reakény vidlicovito vetveny PEG obsahuje aktivovany ester, napriklad
sukcinimid alebo maleimid ester, konjugacia prostrednictvom amino miesta na
inzuline vedie k vytvoreniu zodpovedajicej amido vazby. Tieto osobitné vidlicovito
vetvené polyméry s osobitne vyhodné, pretoze poskytuji konjugaty, ktorych
molovy pomer inzulinu k PEG je 2:1 alebo vy38i. Je pravdepodobné, Ze taketo

konjugaty budl blokovat miesto inzulinového receptora, pricom budi stale
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poskytovat' flexibilnG Struktdru na ochranu inzulinu voéi enzymatickej degradacii,
napriklad enzymom degradujicim inzulin.

V podobnom uskuto¢neni vidlicovito vetveny konjugat PEG a inzulinu podla
vynalezu ma nasledujici vzorec: R-[PEG-L(Y-inzulinz],. V tomto pripade R znamena
centralnu jadrova Struktaru, na ktorl je naviazany aspon jeden konjugat PEG
a inzulinu. Specificky, vyhodné vidlicovito vetvené polyméry podla tohto aspektu
vynalezu su tie, kde n sa voli zo skupiny pozostavajlicejz 1, 2, 3, 4, 5 a 6. Prikladné
jadrové R Struktiry mozno tiez odvodit z lyzinu, glycerolu, pentaerytritolu alebo
sorbitolu.

V alternativnom uskutoCneni v ktorejkolvek reprezentativnej Strukture
poskytovanej podlfa vynalezu chemicka vazba medzi inzulinom a vetvou polyméru
modze byt degradovatelna (t.j. hydrolyticky nestabilna). Alternativne, hlavny retazec
polyméru mdZe obsahovat jednu alebo viaceré degradovatelné vazby, aby sa
umoznilo in vivo generovanie konjugatu PEG a inzulinu, ktory ma mensi PEG
retazec ako pOvodne podavany konjugéat. Takéto volitelné vlastnosti polymérového
konjugatu mézu po podani poskytovat dalSiu kontrolu vyslednych poZadovanych
farmakologickych vlastnosti konjugatu. Napriklad mozno podat velky a pomerne
inertny konjugat (t.j. taky, ktory obsahuje jeden alebo viaceré naviazané PEG
retazce s molekulovou hmotnostou vySSou ako priblizne 10000, kde konjugat nema
v podstate nijaku biologicku aktivitu), ktory sa potom hydrolyzuje bud v pfucach
alebo v krvnom obehu a generuje sa biologicky aktivny konjugat, ktory ma cast,
ktora bola pdvodne pritomna v PEG retazci. Takymto spdsobom mozno vlastnosti
konjugadtu PEG ainzulinu prispdsobit trochu uc€innejSie. Napriklad absorpcia
pévodného polymérového konjugatu méze byt pomala po podani, ktoré méze byt,
avSak nie nevyhnutne, inhalaciou. Po in vivo $tiepeni hydrolyticky degradovatelnej
vazby sa uvolni bud vofny inzulin (v zavislosti od polohy degradovatelnej vazby)
alebo inzulin s malou naviazanou polyetylénovou znackou a lah$ie sa absorbuje
cez pluca a/alebo sa pohybuje v krvnom obehu.

V jednej vlastnosti tohto uskutoCnenia podla vynalezu konjugat intaktného
polyméru sa pred hydrolyzou po podani degraduje iba minimélne, takZze hydrolyza

Stiepatelnej vazby staci na usmernenie pomalého uvolfiovania aktivheho inzulinu
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do krvného obehu, na rozdiel od enzymatickej degradacie inzulinu pred jeho
uvolnenim do systémového obehu.

Primerané fyziologicky Stiepatelné vazby zahffiaju, avSak neobmedzuju sa na
ester, karbonatester, karbamat, sulfat, fosfat, acyloxyalkyléter, acetal a ketal. Takéto
konjugaty by mali mat fyziologicky Stiepatefnt vazbu, ktora je pocas skladovania
a po podani stabilna. Napriklad konjugat PEG-Stiepatelna vazba-inzulin by mal
zachovat' svoju integritu po vyrobe konecného farmaceutického pripravku, po
rozpusteni v primeranom nosici, ak sa pouZije, a po podani bez ohladu na spbsob
podania.

Osobitnejsie, podla vSeobecného opisu vy3sie, konjugaty PEG a inzulinu
obsahujuce biologicky degradovatelné vazby a uzito¢né podfa vynalezu maju
nasledovné Struktiry: PEG1-W-PEG2-inzulin (kde PEG1 a PEG2 mdZu byt rovnaké
alebo rézne, alebo PEG-W-inzulin, kde W znamena slabu, biologicky
degradovatelni vazbu. Konjugaty obsahuju PEG vetvy alebo €asti PEG vetvi, ktoré
sa daju in vivo odstranit (t.j. su Stiepatelné). Tieto osobitne modifikované inzuliny st
typicky v intaktnom stave do znacnej miery biologicky neaktivne, bud kvoli velkosti
intaktnej PEG ¢&asti molekuly, alebo kvoli sterickej blokdde aktivnych miest na
molekule inzulinu retazcom PEG. Takéto konjugaty sa vSak Stiepia vo
fyziologickych podmienkach, ¢im sa uvolni inzulin alebo biologicky aktivny konjugat
PEG a inzulinu, ktory je schopny absorbovat sa do systémového krvného obehu,
napriklad z plic. V prvej $truktire uvadzanej ako priklad ¢ast PEG1 méze mat
ktorikofvek z mnohych réznych architektur diskutovanych vo vynaleze, a typicky ma
molekulovi hmotnost aspori 10000, takze konjugat sa po podani neabsorbuje
rychlo. PEG2 ¢&ast molekuly ma vyhodne molekulovi hmotnost nizSiu ako priblizne
5000 daltonov, vyhodnejsie niz§iu ako 1000 daltonov. Vzhladom na sekundarnu
Strukturu uvadzan( ako priklad, PEG-W-inzulin, PEG ¢&ast vSeobecne ma
molekulova hmotnost aspont 10000 daltonov alebo viac.

V dalSom $pecifickom uskutoéneni vynalezu konjugat PEG a inzulinu ma
ginkovitl $truktaru, v ktorej dve inzulinové €asti si vzajomne spojené centralnym
polyetylénglykolom. SpecifickejSie, takéto konjugaty mdézu mat $trukturu inzulin-Y-
PEG-Z-inzulin, kde Y a Z znamenaju hydrolyticky stabilné vazobné skupiny, ktoré

viaZu inzulin k PEG ¢&asti. V osobitnom uskutoéneni Z znamena aktivovany sulfén,
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ktory je pred konjugaciou vhodny na reakciu s tiolovymi skupinami na inzuline
(napriklad s cysteinmi). Alternativne, Y aZ mézu znamenat akikofvek skupinu
vhodnt na kovalentné naviazanie s inzulinom. Dalsie priklady sG uvedené v US
patente ¢islo 5,900,461, obsah ktorého je tu referenne za&leneny.

Dal$ie reprezentativne mono- a difunkéné polyetylénglykoly, ktoré maja bud
linearnu alebo rozvetvenu Strukturu na pouzitie na pripravu konjugatov podla
vynalezu, si mozno kupit od firmy Shearwater Corporation (Alabama). llustraéné
Struktury s opisané v katalégu firmy Shearwater za rok 2001 “Polyethylene Glycol
and Derivatives for Biomedical Applications”, obsah ktorého sa tu referenéne

zaclenuje.

B. Priprava

Reakéné podmienky na naviazanie PEG na inzulin s rézne, v zavislosti od
daného pouzitého derivatu PEG, miesta naviazania na inzulin a osobitného typu
reakénej skupiny (t.j. lyzinu oproti cysteinu), pozadovaného stupria pegylacie,
a podobne, a odbornik v danej oblasti techniky ich moze lahko urdit.

Ako je uvedené nizSie podrobne, syntéza konjugatov podla vynalezu mbze
byt cielena podfia miesta (priklady 1, 2 a 4) alebo mdzZe byt nahodna (priklad 3).
Vhodné PEG aktivujice skupiny na reakciu s aminovymi skupinami inzulinu
(napriklad GlyA1, PheB1, Lys29B) su tresilat, aldehyd, epoxid, karbonylimidazol,
aktivne karbonaty (napriklad sukcinimidylkarbonat), acetal a aktivhe estery,
napriklad N-hydroxylsukcinimid (NHS) a polyetylénglykoly odvodené prostred-
nictvom NHS. Z nich najreaktivnejSie s PEG karboxymetyl-NHS, norleucin-NHS a
sukcinimidylkarbonat. Dalsie PEG prostriedky na naviazanie na inzulin zahfiajd
PEG sukcinimidylsukcinat a propionat. PEG aktivhe estery vhodné na pouZzitie
podla vynalezu, napriklad tie, ktoré maju jednu &ast kyseliny propanovej alebo
butanovej, su opisané v US patente Cislo 5,672,662, obsah ktorého sa tu v celom
rozsahu zadlefiuje. Specifické aktivne estery na pouzitie na pripravu konjugatov
podla vynalezu zahffiaja mPEG-sukcinimidylpropionat a mPEG-sukcinimidyl-
butanoat (priklady 1 az 4).

Optimalizované experimentalne podmienky pre 3Specificky konjugat moéze

odbornik v danej oblasti techniky lahko ur€it, typicky rutinnym experimentovanim.
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Reaktivne skupiny vhodné na aktivaciu PEG polyméru na naviazanie na
tiolovu (sulfhydrylovi) skupinu na inzuline zahfnaju vinylsulfény, joédacetamid,
maleimid a ditioortopyridin. Osobitne vyhodné reagencie zahffiaju PEG-vinylsulfony
a PEG-maleimid. Dalsie reprezentativne vinylsulfony na pouzitie podia vynalezu st
opisané v US patente ¢islo 5,739,208, obsah ktorého sa tu referenéne zaclenuje.

V niektorych pripadoch pripravky podla vynélezu zahffaju selektivne
pegylovany inzulin, t.j. vysledné konjugaty su zna¢ne homogénne ohfadne polohy
a stupnia pegylacie. To znamena, ze pegylacia aminoskupiny selektivna vo vztahu
k miestu vedie k pripravku s inzulinovym konjugatom, kde naviazani PEG Cast ma
hlavne planované miesto pegylacie, napriklad PheB1. V zavislosti od planovaného
miesta pegylacie moze byt potrebna synteticka stratégia ochrany alebo odstranenia
ochrany, aby sa zabranilo pegylacii neciefovych reaktivnych miest v ramci molekuly
inzulinu, napriklad pouzitim ochrannej skupiny, napriklad terc-BOC (terc-butoxy-
karbonyl) alebo di-BOC (di-butoxykarbonyl). Iné vhodné amino-ochranné skupiny
zahfnaji karbobenzoxy (CBZ), tritylové derivaty, napriklad trityl (Tr), dimetoxytrityl
(DMTr) a podobne. Iné ochranné skupiny, napriklad cyklické diacylové skupiny
alebo nitrofenylsulfenyl (Nps) mézu byt tiez uzito€né na ochranu amino-funkcii.
Prikladna cielena syntéza pripravku obsahujiceho 5K-PEG-inzulin sa poskytuje
v priklade 1 a 2.

Takéto cielené naviazanie pouzité na poskytnutie inzulinovych konjugatov
podia vynalezu vedie k pripravkom, ktoré sa vyznacuju vysokym stupfiom
substitiicie na osobitnom reaktivnom mieste na molekule inzulinu. Tieto pripravky
mozno potom v pripade potreby dalej Cistit a poskytnut pripravky obsahujice
znacne Cisté mono- alebo difunkéné PEG inzuliny.

Znadéne cisty pripravok obsahujuci PEG inzulin je taky pripravok, ktory
obsahuje konjugat PEG a inzulinu s Cistotou asport 90 %, a vyhodne aspori 95 %
podla ktoréhokolvek z nasledujlcich analytickych spdsobov. Z tohto hladiska sa
gistota vztahuje na obsah konjugatu PEG a inzulinu. To znamena3, Ze konjugat PEG
a inzulinu s &istotou aspoi 90 % obsahuje aspon 90 % hmotnostnych konjugatu
PEG a inzulinu, a zvy$nych takmer 10 % znamena nedistoty, ktoré nie st konjugat
PEG ainzulinu. Konjugaty PEG ainzulinu podla vynalezu sa typicky Cistia

s pouZitim jedného alebo viacerych Cdistiacich spbsobov, napriklad i6novo-
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vymennou  chromatografiou, size exclusion chromatografiou, afinitnou
chromatografiou, hydrofobnou interakénou chromatografiou a chromatografiou
s reverznou fazou. Celkovd homogenitu vysledného PEG inzulinu (pocet
pritomnych foriem PEG a inzulinu) mozno stanovit pomocou jednej alebo viacerych
z nasledujucich  spbésobov: chromatograficky, elektroforézou, hmotnostnou
spektrometriou a osobitne MALDI-MS, a NMR spektroskopiou. Jeden osobitne
uzitony spbsob na identifikovanie miest modifikacie inzulinu je RP-HPLC
mapovanie peptidov spojené s testom identity USP pre fudsky inzulin s pouZitim
endoproteinazy Glu-C (priklad 6).

C. Charakteristika konjugatov PEG a inzulinu

Podfa jedného aspektu vynalezu sa poskytuju pripravky obsahujuce PEG
a inzulin, ktoré st vhodné na plicne podavanie. Podla in vivo Gdajov v prikladoch 7
az 11, konjugaty PEG a inzulinu podla vynalezu po podani do plic maju lepsie
farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti ako nativny inzulin. Ukazalo sa, Ze
inzulin mozno modifikovat polyetylénglykolmi s molekulovou hmotnostou az 5000
Kaz 10000 K alebo viac a stale si uchovavaju aktivitu. Aktivita reprezentativneho
konjugatu PEG a inzulinu, 5K-PEG-inzulin, je ukazana v priklade 7. Okrem toho,
ako vidiet z prikladov poskytovanych podlfa vynalezu, prikladné konjugaty PEG
a inzulinu, ktoré maja PE retazce s priemernou molekulovou hmotnostou medzi 750
daltonov az 2000 daltonov az 5000 daltonov, ked sa podavajl intraven6zne a do
plic, nie s velmi zadrziavané v plficach, ak sa podavaju do pluc, ako sa dokazalo
podfa sérovych koncentracii inzulinu, a st efektivne pri znanom potlaceni glukézy
(priklady 7 az 11), ktora v urCitych pripadoch trva vyrazne dlh$ie ako v pripade
nativneho inzulinu. Okrem toho vynalez poskytuje konjugaty Peg a inzulinu, ktors,
ak sa podavaju do plac, vykazuju rychly nastup Géinku (do 1 hodiny po podani).
Suhrn  farmakokonetickych  a farmakodynamickych parametrov  prikladnych
pripravkov PEG a inzulinu podla vynalezu je poskytnuty v tabulke 13.

VSeobecne, pripravok PEG a inzulinu podla vynalezu sa vyznaéuje jednou
alebo viacerymi z nasledujucich vlastnosti. Konjugaty PEG ainzulinu podla
vynalezu si uchovavaju aspon meratefni mieru Specifickej aktivity. To znamena, Ze

konjugat PEG a inzulinu podfa vynalezu ma Specificka aktivitu priblizne medzi 2 %
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az priblizne 100 % alebo viac v porovnani so $pecifickou aktivitou nativheho
inzulinu. V jednom vyhodnom uskutoCneni vynalezu konjugat PEG a inzulinu ma
aspon 10 % alebo viac biologickej aktivity v porovnani s nemodifikovanym, nativnhym
inzulinom, aje v podstate neimunogénny. Biologicka aktivita konjugatu podla
vynalezu je vyhodne priblizne 5 % az aspon priblizne 20 % alebo viac biologickej
aktivity nativneho inzulinu. Biologicka aktivita konjugatu podla vynalezu sa mbze
charakterizovat nepriamo, napriklad kontrolovanim glukézy v krvi a hladin inzulinu
na vygenerovanie zodpovedajucich farmakodynamickych al/alebo farmako-
kinetickych Udajov, alebo radioimunoanalytickym testom (RIA).

Pri brani sérovych koncentracii inzulinu do tvahy po podani konjugatu PEG a
inzulinu napriklad do pluc, konjugaty opisované podla vynalezu maju typicky vrchol
(napriklad dosahuju Cmax alebo najvy$si bod v koncentragnej krivke) priblizne 2 az
8 hodin po podani davky, a typickejSie maju vrchol priblizne 3 az 6 hodin
a podobne. Okrem toho chemicky modifikované inzuliny podfa vynalezu, a osobitne
predizeny uginok inzulinovych pripravkov poskytovanych podfa vynalezu su Gcinné
na poskytnutie meratelného G&inku znizujiceho glukézu a udrzatefnych
koncentracii inzulinu pocas dlhSieho obdobia v porovnani s nativnym inzulinom.
Specifickejsie, konjugat PEG a inzulinu po podani do plic ma zvysené hladiny
inzulinu (zvy$ené v porovnani s bazalnou alebo zakladnou hladinou) aspon priblizne
eSte 6 hodin a vyhodne aspon este 8 hodin po podani. Vyhodne, konjugat PEG
ainzulinu po podani do plfuc vedie k zvy3enej krvnej hladine inzulinu pocas
predizeného obdobia aspofi 9 hodin, 10 hodin, 12 hodin alebo aspor 14 hodin po
podani, kedy sa daju zistit vy$s$ie ako zakladné koncentracie inzulinového konjugatu
v krvnom obehu poéas takéhoto predizeného Easu po podani. V prikladoch sa
poskytuju reprezentativne pripravky s takymito vlastnostami.

Podla opisu vysSie inzulinovy konjugat podfa vynalezu je acinny na
znizovanie hladiny glukoézy v krvi. Co sa tyka schopnosti pripravkov podfa vynalezu
potladat koncentraciu krvnej glukozy, konjugat PEG a inzulinu, ak sa poda napriklad
do plac, je uginny pri potlacani hladin glukézy v krvi pod bazalnu hladinu aspon 6
hodin po podani. Osobitnejsie, pripravok PEG a inzulinu podla vynalezu je ucinny

pri potlagani hladin glukézy v krvi pod zakladnu koncentraciu aspon pocas 8 hodin,
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vyhodne aspori po¢as 10 hodin, alebo vyhodnejSie aspor 12 hodin alebo viac po
podani.

Okrem toho, pripravky PEG a inzulinu podfa vynalezu maja takd absolutnu
plficnu biologickt dostupnost, ktord je lepSia v porovnani s nativnym inzulinom.
Specificky, pripravok PEG a inzulinu podl’a' vynalezu ma takd absolGtnu plucnu
biologickii dostupnost, ktora je aspon 1,2-krat vysSia ako je absolitna plicna
biologickd dostupnost nativheho inzulinu, vyhodne aspon 1,5-krat vysSia
v porovnani s nativnym inzulinom, vyhodnejSie aspon 2-krat vy3Sia alebo este
vy$$ia, alebo este vyhodnejSie aspon 2,5- alebo 3-krat vysSia v porovnani

s nativnym inzulinom. (llustrujuce vysledky su poskytnuté v tabufke 13.)

ll. Pripravky

Pripravky obsahujice konjugat polyméru a inzulinu podla vynalezu mozno
podavat v Cistej forme alebo v terapeutickych/farmaceutickych pripravkoch
obsahujucich dalSie excipienty, rozpustadla, stabilizatory, atd., podfa osobitného
spOsobu podania a davkovacej formy. Konjugaty podlfa vynalezu mozno podavat
parenteralne aj neparenteralne. Specifické spdsoby podania zahffiaji oralne,
rektalne, bukalne, topické, nazalne, oftalmické, subkutanne, intramuskularne,
intraven6zne, transdermaine a pulmonarne podanie. NajvyhodnejSie spdsoby su
parenteralne a pulmonarne podanie.

Farmaceutické pripravky pre cicavéie avyhodne ludské podanie typicky
zahffaju aspon jeden konjugat PEG a inzulinu podla vynalezu spolu s jednym alebo
s viacerymi farmaceuticky prijatelnymi nosiémi podfa podrobnejSieho opisu niZSie,
osobitne pre pulmonarne pripravky. Pripravky podfa vynélezu, napriklad na
parenteralne podanie,‘su najtypickejSie tekuté roztoky alebo suspenzie, kym
inhalovatelné pripravky na plficne podavanie su vSeobecne tekutiny alebo prasky,
pricom praskové pripravky st vSeobecne vyhodné. Dalsie, hoci menej vyhodné
pripravky chemicky modifikovanych inzulinov podfa vynalezu zahfiaja sirupy,
krémy, masti, tablety, a podobne.

Pripravky a zodpovedajice davky inzulinu sa liSia v zavislosti od
koncentracie biologickej aktivity pouzitého inzulinu. Injikovatelny inzulin sa meria

v USP inzulinovych jednotkdch av USP inzulinovych [udskych jednotkach (U);
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jedna jednotka inzulinu sa rovna mnozstvu, ktoré je potrebné na znizenie
koncentracie krvnej glukézy u hladujuceho kralika na 45 mg/dl (2,5mM). Typické
koncentracie inzulinovych pripravkov na injekciu su vrozsahu 30 az 100
jednotiek/ml, ¢o znamena priblizne 3,6 mg inzulinu na jeden mililiter. MnoZstvo
inzulinu potrebné na dosiahnutie pozadovaného fyziologického Gcinku u pacienta sa
meni v zavislosti nielen od Udajov pacienta a jeho choroby (naprikiad diabetes typu
| oproti typu 1), ale aj od sily a od daného typu pouZitého inzulinu. Napriklad rozsah
davkovania regularneho inzulinu (s rychlym G¢inkom) je priblizne 2 az 0,3 U inzulinu
na kilogram telesnej hmotnosti denne. Pripravky podla vynalezu si v jednom
aspekte (¢inné na dosiahnutie koncentracie glukézy vkrvi 90 az 140 mg/dl
u hladujucich pacientov dostavajlcich terapiu, a postprandialnu hodnotu niz8iu ako
priblizne 250 mg/dl. Odbornik v danej oblasti techniky lahko ur&i presné davkovanie
v sUvislosti s farmakodynamikou a farmakokinetikou presného inzulinového
konjugatu pouzitého na dany spdsob podavania, a da sa lahko nastavit podia
periodického sledovania hladiny glukozy.

Jednotlivé davkovania (na baze inhalacie) inhalovatelnych pripravkov
inzulinového konjugatu su typicky v rozsahu medzi 0,5 mg az 15 mg inzulinového
konjugatu, kde poZadované celkové davkovanie sa typicky dosiahne v1 az 10
vdychnutiach a vyhodne v 1 az 4 vdychnutiach. Priemerne sa celkova davka PEG-
inzulinu podaného inhalaciou v jednom podani sa pohybuje priblizne medzi 10 U az
priblizne 400 U, priom kazdé jednotlivé davkovanie alebo jednotkové davkovanie

znamena (zodpovedajuc jednému podaniu inhalaciou) priblizne 5 U az 400 U.

A. Inhalovatelné pripravky chemicky modifikovaného inzulinu

Podla opisu vys$s$ie, jedna zvyhodnych spdsobov podavania konjugatu
inzulinu podfa vynéalezu je inhalacia do pluc. Osobitné komponenty pripravku,
charakteristiky a prostriedky na podavanie st nizsie podrobne opisané.

MnozZstvo inzulinového konjugatu v pripravku znamena mnozstvo potrebné
na podanie terapeuticky G¢inného mnozZstva inzulinu na jednotkovd davku na
dosiahnutie aspori jedného =z terapeutickych UGc¢inkov nativheho inzulinu, t.|.
schopnosti kontrolovat hladiny krvnej glukézy takmer na Groveri normoglykémie.

V praxi je toto mnozstvo velmi rézne v zavislosti od daného inzulinového konjugatu,
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jeho aktivity, zavaznosti lieCeného diabetického stavu, populacie pacientov, stability
pripravku, a podobne. Pripravok vSeobecne obsahuje priblizne 1 % hmotnostnych
az priblizne 99 % hmotnostnych PEG-inzulinu, typicky priblizne 2 % az priblizne 95
% hmotnostnych konjugatu, a typickejSie priblizne 5 % az 85 % hmotnostnych
konjugatu, a zavisi aj od relativneho mnozstva excipientov/prisad obsiahnutych
v pripravku. SpecifickejSie, pripravok typicky obsahuje aspo priblizne jedno
z nasledujtcich percent PEG-inzulinu: 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %,
80 %, 90 % alebo viac % hmotnostnych. Praskové pripravky vyhodne obsahuji
aspornt 60 %, napriklad priblizne 60 az 100 % hmotnostnych PEG-inzulinu. Treba
mat na pamati, ze do pripravkov opisanych podla vynalezu sa méze inkorporovat
viac ako jeden inzulin a Ze pouZzitie vyrazu ,latka" alebo ,inzulin“ nijakym spésobom
nevyluCuje pouzitie dvoch alebo viacerych inzulinov alebo kombinaciu inzulinu
s inou ucinnou latkou. (Napriklad ilustrujuci pripravok konjugatu obsahujuceho PEG

a inzulin méze zahfat aj nativny inzulin.)

A.1. Excipienty

Pripravky podla vynalezu vo vacSine pripadov zahfiiaju jeden alebo viaceré
excipienty. Vyhodné si sacharidové excipienty, bud samostatne alebo v kombinacii
s inymi excipientami alebo prisadami. Reprezentativne sacharidy na pouzitie
v pripravkoch podfa vynalezu zahffiaju cukry, derivaty cukrov, napriklad alditoly,
aldénové kyseliny, esterifikované cukry a polyméry cukrov. Prikladné sacharidové
excipienty vhodné na pouzitie podlfa vynalezu zahifiaju napriklad monosacharidy
ako je napriklad fruktéza, maltéza, galaktéza, glukéza, D-mandza, sorbdza,
a podobne; monosacharidy ako je napriklad laktéza, sacharéza, trehaldza,
celobiéza, a podobne; polysacharidy ako je napriklad rafin6za, melezitéza, malto-
dextriny, dextrany, Skroby a podobne; a alditoly ako je napriklad manitol, xylitol,
maltitol, laktitol, xylitol, sorbitol (glucitol), pyranozylsorbitol, myoinozitol a podobne.
Vyhodné st neredukujuce cukry, cukry, ktoré su schopné tvorit znacne suchu
amorfn( alebo sklovitd fazu v kombinacii s inzulinovym konjugatom, a cukry
s relativne vysokou Tgs (napriklad Tgs vy$Sou ako 40 °C, vyhodne vy3Sou ako 50
°C, vyhodnejsie vy$Sou ako 60 °C, a eSte vyhodnejSou ako 70 °C, a najvyhodnejSie
s Tgs vy3Sou ako 80 °C a viac).
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Dalsie excipienty zahfiaji aminokyseliny, peptidy a osobitne oligoméry
zahfajuce 2 az 9 aminokyselin, a vyhodnejSie di- az pentaméry, a polypeptidy,
z ktorych vsetky mézu byt rovnaké alebo rézne. Reprezentativne aminokyseliny
zahfnaju glycin (gly), alanin (ala), valin (val), leucin (leu), izoleucin (ile), metionin
(met), prolin (pro), fenylalanin (phe), tryptofan (trp), serin (ser), treonin (thr), cystein
(cys), tyrozin (tyr), asparagin (asp), kyselina glutamova (glu), lyzin (lys), arginin
(arg), histidin (his), norleucin (nor) aich modifikované formy. Osobitne vyhodna
aminokyselina je leucin.

Vyhodné excipienty na pouzZitie v inhalovatelnych pripravkoch su di-
a tripeptidy obsahujuce dva alebo viaceré leucylové zvySky podia opisu
v medzinarodne] patentovej prihlaSke PCT/US00/09785 firmy Inhale Therapeutic
Systems, ktora sa tu referencéne zaclenuje v celom rozsahu.

Vyhodné su aj di- a tripeptidy, ktorych teplota prechodu do sklovitosti je
vySSia ako priblizne 40 °C, vyhodnejSie vy3Sia ako 50 °C, eSte vyhodnejSie vyssia
ako 60 °C a najvyhodnejsie vysSia ako 70 °C.

Hoci pre svoju obmedzenu rozpustnost vo vode su menej vyhodné, dalsie
peptidy zvySujlce stabilitu a aerosélové viastnosti na pouzitie podfa vynalezu su
tetraméry a pentaméry obsahujuce lubovolni kombinaciu aminokyselin podla opisu
vysSie. Vyhodnejsie, tetramér alebo pentamér zahfha dva alebo viaceré leucinové
zvysky. Leucinové zvySky mdzu byt v akejkolvek polohe peptidu, kym na
zostavajucich (t.j. neleucylovych) polohach je akakolvek aminokyselina opisana
vyS§Sie za predpokladu, ze rozpustnost vo vode vysledného tetraméru alebo
pentaméru je aspon priblizne 1 mg/ml. Neleucylové aminokyseliny v tetraméri alebo
pentaméri su vyhodne hydrofiiné aminokyseliny ako je napriklad lyzin, ¢im sa
zvySuje rozpustnost peptidu vo vode.

Polyaminokyseliny, a osobitne tie, ktoré zahfiiaju ktorukofvek aminokyselinu
opisanu podla vynalezu, su tiez vhodné na pouzitie ako stabilizatory. Vyhodné su
polyaminokyseliny ako je napriklad polylyzin, kyselina polyglutamova a poly(lys,
ala).

Dalsie excipienty a prisady uZito&né v pripravkoch a spdsoboch podfa
vynalezu zahfnaju, avSak sa neobmedzuji iba na proteiny, nebiologické polyméry

a biologické polymeéry, ktoré moézu byt pritomné samostatne alebo v kombinacii.
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Vhodné excipienty sa poskytuji v medzinarodnej patentovej prihlaske &islo WO
96/32096 a 98/16205. Vyhodné su excipienty s teplotou prechodu do sklovitosti (Tg)
vySSou ako priblizne 35 °C, vyhodne vy$8ou ako priblizne 40 °C, este vyhodnejsie
vy3Sou ako priblizne 45 °C, najvyhodnejsie vy$3ou ako 55 °C.

Prikladné proteinové excipienty zahfiiaja albuminy, ako je napriklad fudsky
serovy albumin (HAS), rekombinantny ludsky albumin (rHA), Zelatina, kazein,
hemoglobin, a podobne. Pripravky mézu tiez zahffiat timivy roztok alebo
prostriedok na uUpravu pH, typicky, av8ak nie nevyhnutne, sol pripravent
z organickej kyseliny alebo zasady. Reprezentativne timivé roztoky zahfmaja soli
organickych kyselin, kyselinu askorbovd, glukénovu, uhli€ita, vinnu, jantarova,
octovl alebo ftalovi. Iné vhodné tlmivé roztoky zahffiaja Tris, hydrochlorid
trometaminu, boréat, glycerolfosfat a fosfat. Vhodné s aj aminokyseliny ako
napriklad glycin.

Pripravky podla vynalezu mdzu zahfiat aj dalSie polymérne excipienty/-
prisady, napriklad polyvinylpyrolidony, derivaty celulézy ako je naprikiad hydroxy-
propylmetylceluléza, Ficolly (polymérny cukor), hydroxyetylSkrob (HES), dextraty
(napriklad cyklodextriny ako napriklad 2-hydroxypropyl-B-cyklodextrin a sulfobutyl-
éter-B-cyklodextrin), polyetylénglykoly a pektin.

Pripravky m6zu dalej zahfiiat dochucovadla, prostriedky na timenie chute,
anorganické soli (napriklad chlorid sodny), antimikrobialne prostriedky (napriklad
benzalkéniumchlorid), sladidla, antioxidanty, povrchovo aktivne latky (napriklad
polysorbaty, napriklad TWEEN 20 a TWEEN 80, a pluronika ako s naprikiad F68
a F88 komeréne dostupné od firmy BASF), sorbitanestery, lipidy (napriklad
fosfolipidy ako je napriklad lecitin a iné fosfatidylcholiny, fosfatidyletanolaminy, hoci
vyhodne nie vo forme lipozdmov), mastné kyseliny a mastné estery, steroidy
(napriklad cholesterol) a chelaéné prostriedky (napriklad EDTA, zinok ainé
podobné vhodné kationy). PouZzitie urgitych disubstituovanych fosfatidylcholinov na
pripravu perforovanych mikrostruktar (t.j. dutych, poréznych mikrosfér) sa opisuje
podrobnejSie nizSie. Iné farmaceutické excipienty a/alebo prisady vhodné na
pouZitie v pripravkoch podla vynalezu st uvedené v praci Remington: The Science
& Practice of Pharmacy, 19. vydanie, Williams & Williams (1995), a v Physician’s
Desk Reference, 52. vydanie, Medical Economics, Montvale, NJ (1998).
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V jednom uskutoéneni v pripravku podfa vynalezu moézu chybat latky
podporujuce penetraciu, ktoré mozu zapriCinit drazdenie a su toxické vo vysokych
koncentraciach ¢asto potrebnych na poskytnutie znaénej podpory absorpcie.
Specifické podporné latky, ktoré modzu byt nepritomné v pripravkoch podra
vynélezu, si latky podobné detergentom, napriklad deoxycholét, laureth-9, DDPC,
glykocholat a fusidaty. Avsak uréité podporujuce latky, napriklad tie, ktoré chrania
inzulin pred enzymatickou degradaciou, napriklad inhibitory proteaz a peptidaz, ako
je napriklad alfa-1 antiproteaza, kaptropril, tiorfan a inhibitory prote4dz HIV, mozno
v urgitych uskutoéneniach vynélezu zadlenit do pripravkov PEG-inzulinu podfa
vynalezu. V dal§om uskutoéneni konjugaty PEG a inzulinu podla vynalezu mézu
chybat lipozomy, lipidické matrice a kapsulacné prostriedky.

Vseobecne, farmaceutické pripravky podfa vynalezu obsahuju priblizne 1 %
az priblizne 99 % hmotnostnych excipientu, vyhodne priblizne 5 az 98 %
hmotnostnych excipientu, vyhodnejsie priblizne 15 az 95 % hmotnostnych
excipientu. Edte vyhodnejsie, pripravok su$eny rozpraSovanim obsahuje priblizne 0
az 50 % hmotnostnych excipientu, vyhodnejsie 0 az 40 % hmotnostnych excipientu.
VSeobecne, vysoka inzulinova koncentracia sa vyZzaduje vo finalnom
farmaceutickom pripravku. Optimalne mnoZzstvo excipientu/prisady sa typicky urCuje
experimentalne, t.j. pripravou pripravkov obsahujacich rézne mnozstva excipientov
(nizke aZ vysoké), preskumanim chemickej a fyzikalnej stability PEG-inzulinu,
MMAD a dispergovatelnosti farmaceutickych pripravkov, a potom preskimanim
rozsahu, pri ktorom sa dosiahne optimalna ucinnost aerosolu bez vyraznych

vedrajSich Ucinkov na stabilitu inzulinu.

A.2 Priprava suchych praskov

Pripravky suchych praskov podla vynalezu zahffiajice konjugat s obsahom
PEG ainzulinu mozno pripravit ktorymkolvek spésobom na suSenie, vyhodne
suenim pomocou rozpradovania. Tento spdsob su$enia pripravku sa uskutoChuje
napriklad podla v$eobecného opisu v Spray Drying Handbook, 5. vydanie,
K. Masters, John Wiley & Sons, Inc., NY, NY (1991), av Platz, R. aspol,
medzinarodna patentova prihlaska Gislo WO 97/41833 (1997) a WO 96/32149

(1996), obsah ktorych sa tu referen¢ne zaclenuje.
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Roztoky konjugatov PEG a inzulinu sa suSia rozpraSovanim vo vhodnom
sprejovom susSiacom zariadeni, napriklad v takom, ktoré je komeréne dostupné od
dodavatelov, napriklad Niro A/S (Dansko), Buchi (Svajéiarsko) a podobne, veduce
k dispergovatelnému suchému prasku. Optimalne podmienky na susSenie
rozpraSovanim roztokov obsahujucich PEG ainzulin sG rézne, v zavislosti od
komponentov pripravku, a vSeobecne sa ur€uju experimentalne. Plyn pouzity na
rozpraSenie materialu je typicky vzduch, hoci si vhodné aj inertné plyny ako je
napriklad dusik alebo argén. Okrem toho teplota vstupujliceho aj vystupujiceho
plynu pouzittho na usuSenie rozpraseného materidlu je taka, Ze nezapricini
degradaciu PEG-inzulinu v rozpraSenom materiale. Takéto teploty sa typicky urcuju
experimentalne, hoci vSeobecne teplota pri vstupe je priblizne 50 °C az priblizne
200 °C a pri vystupe je priblizne 30 °C az priblizne 150 °C. Vyhodné parametre
zahfiaja atomizacny tlak priblizne 137,88 kPa az 1034,1 kPa (20 az 150 psi)
a vyhodne priblizne 206,82 kPa az 275,76 kPa az 689,4 kPa (30 az 40 az 100 psi).
Pouzity atomiza¢ny tlak ma typicky jednu z nasledujicich hodnét: 137,88, 206,82,
275,76, 344,7, 413,64, 482,58, 551,52, 620,46, 689,4, 758,34, 827,28 kPa (20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120 psi) alebo viac.

Respirovatefné pripravky obsahujice PEG ainzulin s vlastnostami
opisanymi podla vynalezu sa mézu pripravit aj suSenim uréitych komponentov
pripravku, ktoré veda k vzniku prasku s perforovanou mikrostruktirou podfa opisu
vo WO 99/16419, ktorého cely obsah sa tu referenéne zallefuje. Prasky
s perforovanou mikro$truktirou typicky zahffiajid duté mikrosféry suSené
rozpradovanim s relativne tenkou poréznou stenou ohrani¢ujicou velkd vnutorna
dutinu. Prasky s perforovanou mikrostruktirou sa mézu dispergovat vo vybranom
suspenznom médiu (ako je napriklad nevodny a/alebo fluorizovany fakaci
prostriedok) na poskytnutie stabilizovanych disperzii eSte pred suSenim. Pouzitie
perforovanych (alebo poréznych) mikrostruktir alebo mikroCastic s pomerne nizkou
hustotou vyrazne znizuje pritazlivé sily medzi Casticami, ¢im sa znizuju $mykové
sily, ¢o vedie k zvySenej tekutosti a dispergovatelnosti vyslednych praskov ak
zniZzeniu degradacie vioCkovanim, sedimentaciou alebo krémovaniu ich

stabilizovanych disperzii.
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Podobne, pripravok obsahujuci PEG ainzulin na plucne podavanie mdze
zahfiat aerodynamicky lahké €astice podfa opisu v US patente cCislo 6,136,295.

Praskovy pripravok podfa vynalezu sa mdzZe pripravit aj lyofilizaciou,
vakuovym susenim, susSenim rozpraSovanim a zmrazovanim, spracovanim super-
kritickych kvapalin (napriklad podia opisu autorov Hanna a spol., US patent Cislo
6,063,138), suSenim na vzduchu, alebo inymi formami suSenia odparovanim.

V dalsom spdsobe suché prasky mozno pripravit aglomerovanim
komponentov prasku, preosievanim materidlov na ziskanie aglomeratov,
sféronizovanim na poskytnutie sférickejSieho aglomeratu, a ur€enim rozmerov, aby
sa ziskal produkt s uniformnymi rozmermi, napriklad podla opisu autorov C. Ahlneck
a spol., medzinarodna PCT prihlaska c&islo WO 95/09616, 1995, ktora sa tu
referenéne zaclenuje.

Suché prasky mozno pripravit aj zmieSanim, drvenim, preosievanim alebo
pradovym mletim komponentov pripravku do formy suchého prasku.

Po priprave sa pripravky obsahujice suchy praSok vyhodne udrzuju
v suchych podmienkach (t.j. v podmienkach s pomerne nizkou vlhkostou) pocas
vyroby, spracovania a skladovania. Bez ohladu na pouzity spésob suSenia spdsob
vedie vyhodne k inhalovatelnym, vysoko dispergovatelnym Casticiam zahfiajacim

chemicky modifikovany inzulin podla vynalezu.

A.3 Viastnosti pripravkov suchych praskov

Prasky podfa vynalezu su dalej charakterizované niekolkymi vlastnostami,
hlavne jednou alebo viacerymi z nasledujucich: (i) konzistentne vysoka disperznost,
ktora sa uchova aj pocas skladovania, (ii) malé aerodynamické rozmery Castic
(MMAD), (iii) lepSie davkové hodnoty jemnych Castic, tj. praSky majia vysSsie
percento Gastic s rozmermi mensimi ako 3,3 pm MMAD. VSetky tieto vlastnosti
prispievaju k zvy3enej schopnosti prasku penetrovat do tkaniv dolnych dychacich
ciest (tj. do alveol) na podanie do systémového obehu. Tieto fyzikalne
charakteristiky inhalovatefnych praskov podla vynalezu, ktoré si podrobne opisané
nizdie, su délezité pre maximalizaciu UCinnosti aerosélového podania takychto

praskov do hlbokych &asti pluc.
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Suché prasky podla vynalezu sa skladuju z aeros6lovatelnych &astic, ktoré
st schopné penetrovat do pluc. Castice podfa vynalezu maji stredny hmotnostny
priemer (MMD) niz$i ako priblizne 20 az 30 pum, alebo nizsi ako 20 pm, alebo nizsi
ako priblizne 10 um, vyhodne niz8i ako priblizne 7,5 um, a vyhodnejSie nizsi ako 4
um, a dokonca nizsi ako priblizne 3,5 um, a obycCajne su v rozsahu 0,1 az 5 ym v
priemere. Vyhodné prasky sa skladaju z &astic, ktorych MMD je priblizne 0,2 az 4,0
pm. V niektorych pripadoch prasok obsahuje aj nerespirovatefné Castice nosica,
ako je napriklad laktéza, kde nerespirovatefné Castice su typicky vacéSie ako
priblizne 40 um v priemere.

Prasky podla vyndlezu sa dalej vyznacduju velkostou aerosoélovych €astic,
ktora je nizSia ako je priblizne 10 um stredného hmotnostného aerodynamického
priemeru (MMAD), pricom MMAD je vyhodne niZ$i ako priblizne 5 pm, vyhodnejSie
niz8i ako 4 um, este vyhodnejsie niz8i ako 3,5 um, a najvyhodnejsie nizsi ako 3 um.
Stredné hmotnostné aerodynamické priemery praskov su typicky v rozsahu priblizne
0,1 az 10 um, vyhodne priblizne 0,2 az 5,0 um MMAD, vyhodnej$ie priblizne 1,0 az
4,0 um MMAD, a este vyhodnejSie priblizne 1,6 az 3,0 um. Malé aerodynamické
priemery mozno vSeobecne dosiahnut kombinaciou optimalizovanych susiacich
podmienok rozpraSovanim a volbou a koncentraciou excipientov.

Prasky obsahujuce PEG ainzulin podfa vynalezu mozno dalej
charakterizovat podla hustoty. Praskovy pripravok na inhalaciu ma vSeobecne
sypkd hmotnost priblizne 0,1 aZz 10 g/cm®, vyhodne priblizne 0,1 az 2 glcm?,
a vyhodnejsie priblizne 0,15 az 1,5 glcm?®.

Obsah vihkosti praskov je vSeobecne nizsi ako priblizne 20 % hmotnostnych,
oby€ajne nizsi ako priblizne 10 % hmotnostnych, a vyhodne nizsi ako priblizne 5 %
hmotnostnych. Vyhodné prasky podia vynalezu maju obsah vihkosti, ktory je nizsi
ako jeden alebo viaceré z nasledujucich hmotnostnych percent: priblizne 15 %, 10
%, 7 %, 5 %, alebo 3 %. Takéto tuhé latky s nizkym obsahom vlhkosti mavaju
vacsiu stabilitu pocas balenia a skladovania.

Okrem toho spdsoby sudenia rozprasovanim a stabilizatory opisané podla
vynalezu st G&inné na poskytnutie vysoko disperznych pripravkov obsahujlcich

PEG ainzulin. Pre praskové pripravky emitovana davka (ED) tychto praskov je
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typicky vysSia ako 30 % a obylajne vysSia ako 40 %. Vyhodnejsie, ED praskov
podla vynalezu je vysSia ako 50 %, a Casto je vySSia ako 60 %.

Pripravky opisané podla vynélezu vykazuju dobra stabilitu aj ohfadne
chemicke] a fyzikalnej stability, t.j. aerosodlovych viastnosti v Case. Ohladne
chemickej stability pripravok obsahujuci konjugat PEG ainzulin vSeobecne
nedegraduje viac ako o0 15 % po usuSeni rozpraSenim. To znamena, Ze prasok
obsahuje aspon 85 % intaktného konjugatu PEG a inzulinu, vyhodne aspon 90
alebo 95 % intaktného konjugatu, a eSte vyhodnejsie obsahuje priblizne 97 % alebo
viac intaktného PEG-inzulinu. Spdsob su$enia rozpraSovanim vyhodne vedie
k praSkom, ktoré maju menej ako priblizne 10 % agregatov celkového proteinu, to
znamena, Ze viac ako 90 % hmotnostnych chemicky modifikovaného inzulinu je
v monomeérnej forme.

Co sa tyka aerosolovych vlastnosti, pripravky podfa vynalezu sa vSeobecne
vyznacuju poklesom emitovanej davky o menej ako priblizne 20 %, vyhodne mene;
ako priblizne 15 %, a vyhodnejSie o menej ako 10 %, ak sa skladuju pri izbovej

teplote pocas troch mesiacov.

A.4 Podavanie pripravku

Pripravky PEG ainzulinu podla opisu vynadlezu mozno podat s pouZitim
akéhokolvek inhalatora na suché prasky (DPI), t,. inhalatného zariadenia, ktoré
vyuziva pacientov inhalovany dych ako nosi¢ na transport lie€iva vo forme suchého
prasku do plic. Vyhodné su inhalatné zariadenia na suché prasky firmy Inhale
Therapeutic Systems podia opisu autorov Patton, J. S. a spol.,, US patent Cislo
5,458,135, 17. oktéber 1995; Smith, A. E. a spol., US patent Cislo 5,740,794, 21.
april 1998; a Smith, A. E. a spol., US patent Cislo 5,785,049, 28. jul 1998, zalleneneé
tu referenéne. Pri podavani pomocou zariadenia takéhoto typu je praskové liecivo
obsiahnuté v rezervoari s perforovatefnym krytom alebo inym pristupovym
povrchom, vyhodne je to balenie alebo nadobka blisterového typu, kde rezervoar
mobze obsahovat jednu davkovu jednotku alebo mnohonasobné davkové jednotky.
Vhodné spdsoby na plnenie velkého poctu dutin (t.j. baleni s jednotkovou davkou)

s presne uréenymi davkami lie€iva vo forme suchého prasku opisali napriklad autori
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Parks, D. J. a spol., medzinarodna patentova prihlaSka WO 97/41031, 6. november
1997, ktora je tu referenéne za&lenena.

Iné disperzné zariadenia na suché prasky na podavanie do plic zahiiajl
napriklad zariadenia opisané autormi Newell, R. E. a spol., eurépsky patent cislo
EP 129985, 7. september 1988; Hodson, P. D. a spol., eurépsky patent ¢islo EP
472598, 3. jul 1996; Cocozza, S. a spol., eur6psky patent &islo EP 467172, 6. april
1994, a Lloyd, L. J. a spol., US patent &islo 5,522,385, 4, jin 1996, zallenené tu
referen¢ne. Na podavanie suchych praskov obsahujucich PEG-inzulin st vhodné
inhalacné zariadenia, ako je napriklad Astra-Draco ,TURBUHALER®. Tento typ
zariadenia podrobne opisali Virtanen, R., v US patente ¢islo 4,668,218, 26. maj
1987; Wetterlin, K. a spol., US patent ¢islo 4,667,668, 26. maj 1987; a Wetterlin, K.
a spol., US patent &islo 4, 805,811, 21. februar 1989, ktoré su tu vsetky referen¢ne
zaClenené. Iné vhodné zariadenia zahffiaji inhalatory na suché prasky, ako je
napriklad Rotahaler® (Glaxo), Discus® (Glaxo), Spiros™ inhalator (Dura
Pharmaceuticals) a Spinhaler® (Fisons). Vhodné su aj zariadenia, ktoré vyuZivajl
pouzitie piestu na poskytnutie vzduchu bud na nalozenie praskového liediva, na
zdvihnutie lie€iva z plochy nosia pretlacenim vzduchu cez tuto plochu, alebo na
zmieSanie vzduchu s praskovym lieGivom v mieSacej komérke s naslednym
zavedenim praSku do pacienta cez naustok zariadenia, podla opisu autora
Mulhauser, P., a spol., US patent ¢islo 5,388,572, 30. september 1997, zacleneny
tu referencne.

Inhalovatelny pripravok obsahujuci PEG ainzulin mozZno podat gaj
prostrednictvom inhalatora pod tlakom, ktory podava presne uréené davky (MDI),
napriklad inhalator na presné davky typu Ventolin®, ktory obsahuje roztok alebo
suspenziu lie€iva vo farmaceuticky inertnej hnacej kvapaline, ako je naprikladvchlér-
fludruhlovodik alebo flu6ruhlfovodik podfa opisu v Laube a spol., US patent Cislo
5,320,094, 14. jun 1994, a Rubsamen a spol., US patent &islo 5,672,581 (1994) oba
su tu referenne zalenené.

Podobne, PEG-inzuliny podfla vynalezu mozno rozpustit alebo suspendovat
v rozpustadle, napriklad vo vode alebo vo fyziologickom roztoku, a podavat

nebulizaciou. Nebulizatory na podavanie aerosdlového roztoku zahfiiaju AERx™
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(Aradigm), Ultravent® (Mallinkrodt), Pari LC Plus™ alebo Pari LC Star™ (Pari
GmbH, Nemecko), DeVilbiss Pulmo-Aide, a Acorn I1® (Marquest Medical Products).

Podla opisu vysSie, konjugaty PEG a inzulinu podla vynalezu mozno podat
aj parenteralne intraven6znou injekciou, alebo menej vyhodne intramuskularnou
alebo subkutannou injekciou. Presné komponenty takychto pripravkov méze
odbornik v danej oblasti techniky lahko urcit. Vhodné formulaéné typy na
parenteralne podavanie zahffiaju roztoky pripravené na injikovanie, suché prasky na
kombinaciu s rozpustadlom pred pouZitim, suspenzie pripravené na injikovanie,
suché nerozpustné pripravky na kombinovanie s nosicom pred pouZitim, emulzie
a kvapalné koncentraty na zriedenie pred podanim. Napriklad injikovatelny roztok
pripravku obsahujuceho PEG a inzulin podla vynalezu méze zahfiiat pripravok
rozpusteny vo vodnom nosici, napriklad vo vodnom chloride sodnom, V Ringerovom
roztoku, injek€nom roztoku dextrdzy, laktatovom Ringerovom roztoku a podobne,
ambézu zahfat jeden alebo viaceré farmaceuticky prijatelné kompatibilné

excipienty alebo prisady podla opisu vyssie.

IV. Pouzitie

Pripravky podla vynalezu su uzZitocné, ked sa podavaju akymkolvek
vhodnym spdsobom podania, a vyhodne inhalaciou alebo injekciou, v terapeuticky
ucinnom mnozstve cicavCiemu subjektu na lieCenie diabetes mellitus, a osobitne
cukrovky |. alebo Il. typu.

Vsetky ¢lanky, knihy, patenty ainé publikacie, na ktoré sa vo vynaleze
odkazuje, sa tymto v celom rozsahu referencne zaclenuju.

Nasledujuce priklady ilustruji, avSak nijako neobmedzuju rozsah vynalezu.

Prehlad obrazkov na vykrese

Obrazok 1 znazoriuje rychlost enzymatického natravenia ilustratného
konjugatu PEG ainzulinu (,750-2 PEG inzulin“) v porovnani s nemodifikovanou

inzulinovou kontrolou podla podrobného opisu v priklade 6.
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Obréazok 2 ukazuje priemerné koncentracie inzulinu v sére po intravendznom
podani ilustrujacich pripravkov pegylovaného (5K PEG inzulin) v porovnani s
nepegylovanym inzulinom (podrobnosti st uvedené v priklade 7).

Obrazok 3 ukazuje koncentracie glukozy v krvi po intravendéznom podani
prikladnych pripravkov pegylovaného (5K PEG inzulin) v porovnani s nepegylo-
vanym inzulinom (podrobnosti st uvedené v priklade 7).

Obrazok 4 ukazuje priemerné koncentracie inzulinu v sére po intratrachealnej
instilacii pegylovaného (150 pg/zviera, 5K PEG inzulin) v porovnani s nepegylo-
vanym ludskym inzulinom (40 pg/zviera) u potkanich samcov (priklad 8).

Obrazok 5 ukazuje priemerné koncentracie glukdzy v krvi po intratrachealnej
instilacii pegylovaného (150 pg/zviera, 5K PEG inzulin) v porovnani s nepegylo-
vanym fudskym inzulinom (40 pg/zviera) u potkanich samcov (priklad 8).

Obréazok 6 ukazuje priemerné koncentracie inzulinu v sére po intratracheélnej
instilacii pegylovaného (750-1 PEG inzulinu) v porovnani s nepegylévany?m fudskym
inzulinom u potkanich samcov (priklad 9).

Obrazok 7 ukazuje priemerné koncentracie glukozy v krvi po intratracheéalnej
instilacii pegylovaného (750-1 PEG inzulin) v porovnani s nepegylovanym fudskym
inzulinom u potkanich samcov (priklad 9).

Obrazok 8 ukazuje priemerné koncentracie inzulinu v sére po intratrachealnej
instilacii pegylovaného (750-1 PEG inzulin, 80 a 160 pg/zviera) v porovnani s
nepegylovanym fudskym inzulinom (80 pg/zviera) u potkanich samcov (priklad 10).

Obrazok 9 ukazuje priemerné koncentracie glukézy v krvi po intratracheélnej
instilacii pegylovaného (750-1 PEG inzulin, 80 a 160 pg/zviera) v porovnani
s nepegylovanym fudskym inzulinom (80 pg/zviera) u potkanich samcov (priklad
10).

Obrazok 10 ukazuje priemerné koncentracie inzulinu v sére po intra-
trachealnej instilacii pegylovaného (750-2 PEG inzulin, 80 pg/zviera) v porovnani
s nepegylovanym [udskym inzulinom (80 pg/zviera) u potkanich samcov (priklad
11).

Obrazok 11 ukazuje priemerné koncentracie glukézy vkrvi po intra-

trachealnej instilacii pegylovaného (750-1 PEG inzulin, 80 pg/zviera) v porovnani
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s nepegylovanym [udskym inzulinom (80 pg/zviera) u potkanich samcov (priklad
11).

Obrazok 12 ukazuje priemerné Kkoncentracie glukézy v krvi po intra-
trachealnej instilacii pegylovaného (2K PEG inzulin, 300 pg/zviera, 600 ng/zviera,
900 pg/zviera a 1200 pg/zviera) v porovnani s nepegylovanym ludskym inzulinom
(80 pg/zviera) u potkanich samcov (priklad 12).

Obrazok 13 ukazuje priemerné koncentracie inzulinu v sére po
intravendznom podani ilustrujiceho pripravku pegylovaného (2K PEG inzulin)
v porovnani s nepegylovanym inzulinom (podrobnosti si uvedené v priklade 13).

Obrazok 14 ukazuje koncentracie glukézy v krvi po intravenéznom podani
prikladného  pripravku  pegylovaného (2K PEG inzulin) v porovnani

s nepegylovanym inzulinom (podrobnosti su uvedené v priklade 13).

Priklady uskutoénenia vynalezu

Materialy a spésoby
Polyetylénglykolové reagencie sa ziskali od firmy Shearwater Corporation
(Huntsville, Alabama).

Ludsky inzulin s ziskal od firmy Diosynth, Inc.

Priklad 1

Syntéza Di-N**" N°*82_t-Boc-inzulinu

Pripravok zloZzeny hlavne z monopegylovaného inzulinu sa pripravil cielenym
sposobom podla opisu v priklade 1 a2 s pouzitim linearneho polyetylénglykolu
s 5000 daltonov.

Pripravil sa najprv di-chraneny inzulin podla nesledujuceho opisu. 602 mg
ludského inzulinu (0,103 mmol) sa rozpustil v 3,0 ml bezvodého dimetylsulfoxidu
(DMSOQO) obsahujuceho 166 pl trietylaminu. Do inzulinového roztoku sa pridalo 50 pl
di-terc-butyldikarbonatu (0,215 mmol). Po 60 minutach pri izbovej teplote sa reakcny

roztok vylial do 240 ml aceténu, potom sa pridali 3 kvapky 6M HCI na zacatie
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vlockovania. Precipitat sa izoloval filtraciou a vysusil vo vakuu. Reakény produkt sa
vyCistil preparativnou HPLC s pouzitim kolony Waters 25x100 mm C18 (priemerna
velkost Gastic 15 um; velkost pérov 100A). Zmesi acetonitriu a 0,1 % TFA
v deionizovanej vode boli pouzité ako eluenty rychlostou 3,0 ml/min. Produkt sa
vyizoloval a destiloval, aby sa odstranil acetonitril a potom sa lyofilizoval. VytaZok
bol 164,8 mg (26,7%, molekulova hmotnost priblizne 6000 prostrednictvom MALDI).

Priklad 2
Syntéza monopegylovaného inzulinového konjugatu mPEG-5K-SPA-PheB1
N?8'-metoxypoly(etylénglykol 5K-inzulin (MPEG5K-PheB1-inzulin)

150 mg (priblizne 0,025 mmol) nanovo &isteného di-N*', N®%_t-boc inzulinu
z prikladu 1 sa rozpustil v4 ml DMSO obsahujuceho 95 pl trietylaminu. Do roztoku
inzulinu sa pridalo 169 mg (0,032 mmol) mPEG-SPA-5000 (mPEG-sukcinimidyl
propionatu, mPEG-O-CH,CH,C(O)O-sukcinimidu, molekulova hmotnost 5000). Po
inkubacii cez noc (29 hodin) pri izbovej teplote sa vysledny derivat mPEG-inzulinu
zriedil deionizovanou vodou na 100 ml, dialyzoval sa 4 hodiny proti deionizovanej
vode a potom sa lyofilizoval. Lyofilizovany produkt sa potom opét rozpustil v4 ml
bezvodého TFA a udrziaval sa 1,5 hodiny v N, atmosfére pri 0 °C, aby sa odstranili
Boc ochranné skupiny. mPEG-inzulin zbaveny ochrannych skupin sa zriedil
deionizovanou vodou na 50 ml a dialyzoval sa cez noc proti 0,1 % NH4HCO;
a deionizovanej vode. Vysledkom lyofilizacie produktu je biely praSok. Vytazok bol
117,6 mg (41,6 %, molekulova hmotnost priblizne 11311,6 podla MALDI).

Percento monokonjugovaného inzulinu na zaklade hmotnostnych
spektralnych dajov bolo priblizne 90 %, €o potvrdilo miestne Specificki povahu
tohto syntetického pristupu. DalSia charakterizacia je poskytnuta v priklade 5.
Inzulinovy obsah vysledného produktu bol 51,3 %. Pre jednoduchost sa N°F'-
metoxypoly(etylénglykol)5K-propiénamido-inzulin alebo mPEG5K-PheB1-inzulin sa
tu uvadza ako ,5K PEG inzulin®.

Priklad 3
Syntéza konjugatu mPEG-2K-SPA-inzulinu
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Na pripravu nie cielene (t.j. nahodnym spésobom) pegylovaného inzulinu
s pouzitim linearneho polyetylénglykolu s molekulovou hmotnostou priblizne 2000
daltonov sa pouzZil nasledujici spésob. 0,1012 g inzulinu (molekulova hmotnost
5826 Da, 0,01737 mmol) sa rozpustilo v 0,5 ml bezvodého DMSO a pdsobilo sa nan
s 50 pl trietylaminu (0,3587 mmol, 20-nasobny molovy nadbytok). Do vysSie
uvedenej reakénej zmesi sa pridalo 52 mg m-SPA-2000 (mPEG-sukcinimidyl-
propionat, Shearwater Corporation, molekulova hmotnost priblizne 2000 Da,
0,02605 mmol, 1,5-nasobny mélovy nadbytok). Zmes sa mieSala priblizne 17 hodin
pri izbovej teplote v dusikovej atmosfére. Reakéna zmes sa potom rozpustila v 0,1
% TFA do celkového objemu 5,5 ml a vycistila sa s HPLC s reverznou fazou
s pouzitim kolony C-18 a acetonitrilu/0,1 % TFA ako eluentu). HPLC s reverznou
fazou ukazala zmes mono- (naviazany jeden PEG) a di-pegylovaného (naviazané
dva PEGy) produktu; pripravok sa tu uvadza ako ,2K PEG inzulin®. Vytazok: 68 mg.
Obsah inzulinu podla RP-HPLC 50,5 mg.

Priklad 4
Syntéza konjugatu mPEG-750 Da-SPA-inzulinu

Miestne Specifickym spdsobom sa pripravil pripravok zlozeny prevazne
zinzulinu pegylovaného na mieste B1 s pouzitim reprezentativneho modifikatora
polyetylénglykolu, t.j. linearneho 750 daltonového polyetylénglykolu, ktory ma na

jednom konci sukcinimidylpropionat vhodny na kovalentné naviazanie na inzulin.

4A. Syntéza Di-N*" NB%.t-Boc inzulinu

Di-chraneny inzulin sa pripravil nasledovnym spdsobom. 602 mg fudského
inzulinu (0,103 mmol) sa rozpustilo v 3,0 ml bezvodého dimetylsulfoxidu (DMSO),
ktory obsahoval 166 pl trietylaminu. Do inzulinového roztoku sa pridalo 50 pl di-ferc-
butyldikarbonatu (0,215 mmol). Po 60 minutach pri izbovej teplote sa reakény roztok
vylial do 240 ml acetonu a potom sa pridali 3 kvapky 6M HCI, aby sa zacalo
vlockovanie. Precipitat sa vyizoloval filtraciou a vysusil sa vo vakuu. Reak&ny
produkt sa vycistil preparativhou HPLC s pouzitim kolény Waters 25x100 mm C18

(priemerna velkost Castic 15 um; velkost porov 100 A). Ako eluenty sa pouZili zmesi
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acetonitrilu a 0,1 % TFA v deionizovanej vode rychlostou 3,0 mli/min. Produkt sa
vyizoloval, destiloval sa, aby sa odstranil acetonitril a potom sa lyofilizoval. Vytazok
bol 164,8 mg (26,7 %, molekulova hmotnost priblizne 6000 podla MALDI).

4B. Syntéza konjugatu mPEG-750 Da-SPA-PheB1-inzulinu

63,4 mg (priblizne 0,01056 mmol nanovo vygisteného di-N*',N82°-t-boc-
inzulinu z prikladu 4 sa rozpustilo v 0,5 ml DMSO, ktory obsahoval 200 pl trietyl-
aminu. Do roztoku inzulinu sa pridalo 33 mg (0,03173 mmol, molekulova hmotnost
mSPA750 je priblizne 1040 Da) mPEG-SPA-750 (mPEG-sukcinimidyl-propionatu,
mPEG-0O-CH,CH,C(0)O-sukcinimidu, molekulovad hmotnost PEG 750). Po inkubacii
cez noc (29 hodin) pri izbovej teplote sa do reakénej zmesi pridalo 300 pl TFA
a vysledny derivat mPEG-inzulinu sa vyzrazal v 100 ml etyléteru a vysusil sa vo
vakuu. Vytazok bol priblizne 28,5 mg s obsahom inzulinu 21,3 mg podla HPLC
s reverznou fazou (33,6 %, molekulova hmotnost priblizne 6639,3 Da podla
MALDI). Kvéli jednoduchosti sa tu pripravok uvadza ako ,750 PEG inzulin®.

S tymto materialom sa uskutocnili dve rézne syntézy, priCom oba spdsoby
pouzili vySSie uvedeny spOsob syntézy s jednou vynimkou: jedna syntéza sa
uskutoCnila v mélovom pomere mPEG-SPA-750 k inzulinu 7:1, kym druhy spbsob
syntézy sa uskuto¢nil v mélovom pomere mPEG-SPA-750 k inzulinu 3:1. Pripravky
produktu, ktoré st vysledkom tychto dvoch syntéz, sa tu uvadzaju ako ,750-1 PEG
inzulin® (molovy pomer PEG Kk inzulinu bol 7:1) a ,750-2 PEG inzulin® (mélovy
pomer PEG Kk inzulinu bol 3:1).

Priklad 5

Charakterizacia prikladnych pripravkov PEG-inzulinu

Pegylované pripravky obsahujuce inzulinovy konjugat podfla opisu vyssie boli
dalej charakterizované réznymi analytickymi sposobmi.

Hmotnostna spektrometria sa pouzZila na poskytnutie odhadu relativhych
mnozstiev mono-, di- a trikonjugovaného inzulinu (uvadzaného tiez ako PEG
inzulinovy monomér, dimér a trimér) pritomny vo v8etkych pripravkoch zaloZzenych

na relativnych vrcholovych oblastiach. Vysledky su uvedené nizSie v tabulke 1.
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Tabulka 1
Relativne mnoZstva mono-, di- a trikonjugovaného inzulinu podla hmotnostnej

spektrometrie

Pripravok PEG-inzulinu % monokonjugatu | % dikonjugatu | % trikonjugatu
5K PEG inzulin 91 4 nebolo uréené
750-1 PEG inzulin 46 39 15
750-2 PEG inzulin 60 32 8
2K PEG inzulin 51 45 nebolo uréené

S pripravkami obsahujucimi 750-1, 750-2 a 2K PEGe-inzulin sa urobila size
exclusion chromatografia (SEC) opisana vySSie s pouzitim dvoch Shodex SEC
kolon (Cislo Casti KW-802.5) zostavenych do série v systéme Waters 2690 HPLC.
Mobilna faza pozostavala z22 % ladovej kyseliny octovej a 33 % acetonitrilu
(objemovych) vo vode. Udaje z chromatografie sa pouZili ako alternativny pristup na
stanovenie relativneho mnozstva mono-, di- a trikonjugovaného inzulinu vo
vSetkych pripravkoch. vysledky st uvedené nizSie v tabufke 2. Porovnanie udajov
v tabulke 1 a 2 ukazuje, Ze oba r6zne spOsoby poskytuju vysledky, ktoré st ohladne
relativnych mnozstiev jednotlivych typov konjugatov pritomnych v pripravkoch do

znacnej miery zhodné.

Tabulka 2

Relativne mnozstva mono-, di- a trikonjugovaného inzulinu podia HP-SEC

Typ inzulinu % monokonjugatu % dikonjugatu % trikonjugatu % iné
PEG 750-1 48 47 5 0
PEG 750-2 66 26 7 2
PEG 2000 40 51 nebolo urCené 9

Uskutocnili sa dalSie Stadie, aby sa ur€ilo rozdelenie réznych polohovych
konjugatov v kazdom ztroch prikladnych pripravkov, tj. rozsah substiticie na

kazdom ztroch moznych miest naviazania, A-1Gly, B-1Phe alebo B-29 Lys. Na
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redukciu disulfidovych vazieb vo vzorkach inzulinu sa pouzil ditiotreitol (DTT,
Sigma), ¢im sa kovalentné vazby medzi retazcami inzulinu A a B prerusili.

Na uskutoCnenie redukénych reakcii sa vzorky PEG-inzulinu rozpustili v 8M
mocovine obsahujucej 0,4M hydrouhli¢itanu aménneho priblizne v koncentracii 0,2
mg/ml ekvivalentnej hmotnosti inzulinu pre kazdi konjugovan( zliéeninu. DTT sa
rozpustil vo vode (7 mg/ml), ¢im sa ziskal vodny roztok DTT. Jeden diel DTT sa
potom pridal do 5 dielov kazdého z inzulinovych roztokov, a redukénéa reakcia sa
uskutocnila pri 50 °C poc€as 15 minut. Zredukované 750 PEG inzulinové pripravky
sa jodacetamidom (Sigma) alkylovali. Sest dielov roztokov PEG-inzulinu pred
urobenim chromatografie a enzymovym natravenim reagovalo s 1 dielom 100 mM
jodacetamidu. Reakéné produkty sa potom analyzovali pomocou HPLC. Percento
konjugacie bud retazca A alebo B inzulinu sa stanovilo podla mnoZstva retazca
A alebo B inzulinu, ktoré boli eluované neskér ako kontrola (a prisudzované
konjugacii s polyetylénglykolom). Tieto neskoro eluujice vrcholy preto chybali
v oCakadvanom retenénom Case pre kontrolu. Na poskytnutie indikacie percenta
konjugacie polyetylénglykolu na retazec A alebo B inzulinu sa pouzili relativne
vrcholové oblasti.

Na dalie preskimanie relativneho mnozstva PEG naviazaného na B-29 Lys
proti B1-Phe sa redukované a alkylované retazce A a B inzulinu 750-1 a 750-2
pripravkov obsahujucich PEG-inzulin z DTT redukcii opisanych vy$Sie sa dalej
natravili enzymom sekvenaéného stupfia, endoproteinazou Glu-C (Sigma). Pripravil
sa roztok obsahujici enzym v koncentracii 0,125 pg/ul vo vodnom roztoku
hydrouhliitanu aménneho. Pre pridanim roztoku enzymu koncentracia v kazdom
z redukovanych reakénych zmesi bola 0,05 pug/ul v 8M mocovine obsahujuicej 0,4M
hydrouhli¢itanu aménneho. Jeden diel enzymového roztoku sa potom pridal do 40
dielov inzulinového roztoku. Natravenim endoproteindzou Glu-C sa ziskajd
inzulinové peptidové fragmenty A1-A4, A5-A17, A18-A21, B1-B13, B14-B21, a B22-
B30.

Fragmenty zenzymovych natraveni oboch retazcov A aj B pripravkov
obsahujucich 750-1 a 750-2 PEG-inzulin boli analyzované prostrednictvom HPLC,
aby sa pre vSetky tieto pripravky stanovilo celkové rozdelenie miest PEG naviazani

na inzulin. Percento vrcholu chybajuceho v porovnani s kontrolou poskytlo odhad
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chromatograme eluovany inde.

na

Tabulka 3A

Rozdelenie miest naviazania PEG u jednotlivych prikladnych pripravkov PEG

a inzulinu

Typ inzulinu % konjugovanych | % konjugovanych | % konjugovanych
A1 miest B-1 miest B-29 miest

PEG 750-1 30 95 21

PEG 750-2 11 95 15

PEG 2000 63 85*

* nie su Udaje z natravenia, iba zniZzené recovery

Cisla v tabulke 3A su zaloZené na moznosti, ze kazdé miesto je na 100 %

konjugované. Napriklad kazdy monokonjugat ma 3 mozné konfiguracie (mono-A1,

mono-B1, mono-B-29) a kazdy dikonjugat ma 3 konfiguracie (di-A1, B-1; di-A-1, B-
29; a di-B-1, B-29). Udaje v tabulke 3A ukazuju, Zze napriklad pre PEG-750-1 zo

vSetkych moznych konjugatov pritomnych v pripravku v 95% konjugatov PEG-

inzulinu je polyetylénglykol kovalentne naviazany na miesto B-1.

Tabulka 3B

Rézne mozné konjugaty

Typy Monokonjugat Dikonjugat Trikonjugat HMWP
Konjugate¢. | 1 | 2 3 4 5 6 7 8
Miesto A-1|B-1|B-29]| (A-1+B-| (A-1+B- | (B-1#B- | (A-1+B- Konjugované
konjugacie 29) 29) 29) 1+B-29) |inzulinové diméry
Priklad 6

Porovnanie rychlosti enzymatického natravenia 750-2 PEG inzulinu

a nemodifikovaného inzulinu
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Rychlost enzymatického natravenia 750-2 PEG inzulinu chymotrypsinom sa
porovnal s enzymatickym natravenim inzulinu.

Pripravila sa inzulinova kontrola a pripravok s PEG 750-2 inzulinom
v koncentracii 1 mg/ml vo fosfatmi timenom fyziologickom roztoku, pH 7,8.
Chymotrypsin sa pripravil v koncentracii 1 mg/ml v 1 mM roztoku HCI. Jeden diel
roztoku enzymu sa pridal do 20 dielov roztoku inzulinu. Priblizne kazda hodinu sa
odoberali malé alikvoty zmieSaného roztoku.

Vyvinul sa spb6sob RP-HPLC (s reverznou fazou) s pouzitim C-18 kolény, kde
mobilna faza obsahovala chloristan sodny, kyselinu fosforeéni a acetonitril. Na
eluovanie jednotlivych pegylovanych inzulinov v skupine mierne rozliSenych
vrcholov monitorovanych pri 214 nm sa pouZzil acetonitrilovy gradient. Skupina
vrcholov bola integrovana manualne ako jeden vrchol a oznadil sa ako PEG inzulin.
S pokrac€ujicim travenim sa nana$al Ubytok intaktného PEG inzulinu a inzulin
(obrazok 1). Urc€il sa ich biologicky polCas v pritomnosti chymotrypsinu.

Cas potrebny na enzymatické natravenie polovice koncentracie hlavnej
zloZky pripravku obsahujiceho 750-2 PEG inzulin bol patkrat dihsi ako v pripade
nemodifikovaného inzulinu. To znamena, Ze natravenie polovice koncentracie
ilustrativneho pegylovaného inzulinu chymotrypsinom trvalo patkrat dihsie ako
v pripade normalneho inzulinu. Tieto vysledky ukazuju potencial konjugatov
obsahujucich PEG inzulin na predizeny rezidenény &as v alveolach v désledku
zvySenej rezistencie voci proteolytickej degradacii v porovnani s nemodifikovanym

inzulinom.

Priklad 7
Vyhodnotenie koncentracii sérovej glukdzy a inzulinu po intravenéznom podani 5K
PEG inzulinu u potkanov (P-2001-015)

Tato Studia sa uskutocnila na stanovenie toho, &i aktivita inzulinu v pripravku
obsahujuicom 5K PEG inzulin ostala zachovand po chemickej modifikacii
s prikladnym 5K polyetylénglykolovym retazcom, a na preskimanie kriviek davky

a odpovede glukézy tychto pripravkov po intraven6znom podani.
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Kanylované samce potkanov kmena Sprague Dawley (325 az 350 gramové)
(jugularna/femoralna zila [JVC/FVC]) s pristupom vSitym pod kozu na Siji dodala
firma Hilltop Lab Animals Inc. (P.O. Box 183, Scottdale, PA 15683). Jugularne
kanyly sa naplnili roztokom (luminarnym plnivom) polyvinylpyrolidénu (PVP,
molekulova hmotnost 40000) s farmaceutickou Cistotou, fyziologického roztoku a
heparinu (sodna sol) na udrzanie priechodnosti. Uzaver kanyly z nylénovych vlakien
sa odstranil a nahradil sa tupou kanylou typu Monoject 23Gx1 (VWR c¢islo 53498-
484) v den uskutoCnenia Studie. Testovaci systém zahffial 1 potkanieho samca
nahodne vybratého do placebo skupiny, 2 potkanich samcov nahodne vybratych do
nepegylovanej skupiny a 4 potkanich samcov nahodne vybratych do skupiny s
PEGe-inzulinom. Zdroj pegylovaného inzulinu v tomto Stadiu bol 5K PEG inzulin z

prikladu 2. Davky boli podavané intravendzne.

Pocet/pohlavie zvierat
1. den: 1 samec/skupina pre placebo, skupina 1
2 samce/skupina pre skupinu 2; 4 samce/skupina pre skupiny 3 az 5
Zvierata sa pred zacatim Stadie nechali hladovat 12 az 18 hodin. Ludsky
inzulin (Diosynth) sa pred pouzitim skladoval pri -20 °C. 5K PEG inzulin (priklad 2)

sa pred pouzitim skladoval pri -20 °C. Na podanie sa pripravili dva rézne roztoky:

Roztoky pre intravendzne podavanie:
Nepegylovany ludsky inzulin (1,0 mg/ml zasobného roztoku): 1,0 ml PBS sa pridal
do 1,0 mg inzulinového prasku.
5K PEG inzulin: (1,0 mg/ml ludského inzulinu - koncentracia vychadza z inzulinu,
nie z konjugatu): 6,0 ml PBS sa pridalo do 11,7 mg prasku 5K PEG inzulinu.
Zvierata sa anestetizovali vdychovanim izofluranu. Intravendzne davky (300
pl/zviera) sa podavali cez FVC a katéter sa potom podviazal, aby sa zabranilo
krizovej kontaminacii s krvnym riec¢istom. V8etky vzorky krvi sa odoberali cez JVC.
Fosfatmi timeny fyziologicky roztok (PBS) sa podaval zvieratam skupiny 1 vo forme
300 pl intravendznej davky. Nepegylovany ludsky inzulin sa podaval zvieratam
skupiny 2 vo forme intravendznej davky 20 pg/zviera. Pegylovany pripravok

[udského inzulinu sa podavala zvieratam skupiny 3 vo forme intravenéznej davky 20
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ng/zviera, zvieratam skupiny 4 vo forme intravendznej davky 40 pg/zviera,
a zvieratdam skupiny 5 vo forme intravendznej davky 30 ug/zviera. Vzorky Kkrvi
(priblizne 500 pl) sa odoberali z JVC pre davkou (2 az 0,25 hodin pred podanim
davky), a 10, 15, 30, 60, 120 a 180 minut po podani davky. Malé mnozstvo krvi sa
umiestnilo na prizok na testovanie glukdzy, aby sa uréila hladina glukézy v krvi
prostrednictvom glukézového monitoru typu Glucometer Elite (Bayer Corp., Elkart,
IN). ZvySok vzorky sa umiestnil do separa¢nych skimaviek na sérum a umiestnil sa
do centrifigy a krv sa oddelila. Sérum sa potom vylialo do daldej skimavky
a analyzovalo sa s pouzitim radioimunoanalytického spésobu (RIA). S pomocou
programu Microsoft® Excel 2000 sa vypocitali priemery a smerodajné odchylky
(SD).

Tabulka 4

Suhrn in vivo experimentov

V tabulke su skutoéné podané davky a skutoéné podty zvierat pouzitych

v jednotlivych skupinach. Studia sa uskutoénila po&as jedného diia.

Cislo Pripravok Spdsob Celkova denna davka| Pocet zvierat/
skupiny podania inzulinu (ng/zviera) pohlavie
1 Placebo intravendzny 0 1 samec
2 Nepegylovany inzulin | intravendzny 20 2 samce
3 Pegylovany inzulin intravenézny 20 4 samce
4 Pegylovany inzulin intravenézny 40 4 samce
5 Pegylovany inzulin intravendzny 30 4 samce

Vysledky ukazujt, Zze pripravky s 5K PEG inzulinom maju biologicku aktivitu,
t.j. molekula inzulinu ostava po modifikacii polyetylénglykolom aktivna, ako to vidiet
podfa schopnosti znizovat hladinu glukézy v krvi. Priemerné sérové koncentracie
inzulinu po intravendéznom podani pegylovaného inzulinu boli zavisié od davky;

takisto sa pozoroval aj davkovo zavisly pokles hladiny glukézy. Vysledky su zhrnuté
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na obrazku 2 aobrazku 3. Obrazok 2 ukazuje priemerné sérové koncentracie
inzulinu  po intravenéznom podani ilustrativnych pripravkov obsahujdcich
pegylovany v porovnani s nepegylovanym inzulinom; obrazok 3 ukazuje krvné

koncentracie glukdzy po intraven6znom podani vy3sie opisanych pripravkov.

Priklad 8
Podavanie 5K PEG inzulinu do pluc (P-2001-017)

Prikladny pegylovany inzulin, 5K PEG inzulin, sa podaval potkanom vo forme
intratrachealneho podavania, aby sa zistilo (i) ¢i sa uchovala biologicka aktivita po
podani do pfuc, a (ii) jeho dopad, ak vébec nejaky je, na koncentracie sérového

inzulinu a krvnej glukdzy, ak sa podaju priamo do pluc.

Zasobné roztoky

Nepegylovany inzulin: Na pripravu zasobného roztoku sa pridal 1 ml PBS do 1,0 mg
inzulinového prasku. Zasobny roztok inzulinu (kontrola) sa pripravil v defi zacatia
Studie.

5K PEG inzulin: Na pripravu 1 mg/ml (na zaklade inzulinu) zasobného roztoku sa
4,0 ml PBS sa pridali do 7,8 mg prasku 5K PEG inzulinu.

Davkoveé roztoky

40 pg/zviera inzulinu: Do 2 hodin po podani davky sa do 4,33 ml PBS pridalo 667 pl
zasobného roztoku inzulinu.

150 pg/zviera inzulinu B-1: Do 2 hodin po podani davky sa do 2,5 ml PBS pridalo

2,5 ml zasobného roztoku 5K PEG inzulinu.

Intratrachealna instilacia

Potkany boli fahko anestetizované priblizne na 5 minGt v anestetickej
kombrke z plexiskla s pouzitim inhalovaného 3,0 az 5,0%-ného Isofluranu (Abbott
Laboratories) zmieSaného s kyslikom. Podavanie sa uskutoCnilo vsunutim ihly na
podavanie (Popper & Sons Inc.; 18x3" W2-1/4 mm guli¢ka, New Hyde Park, NY

11040) nasadenej do 1 ml injekénej striekacky do Ust potkana az dole do trachey az
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po bod tesne nad hlavny hrebienok. Ked sa vsunula ihla do trachey, spravna
inzercia sa urCovala citenim drsnosti chrupav€itych prstencov pod kozou hrdla
s pouzitim gulicky podavacej ihly. Tymto spésobom sa davky podavali do pluc,
a ihla sa potom odstranila.

Vtejto stadii sa pouzilo Strnast (N = 7/skupina) predtym hladujicich
potkanich samcov (Hilltop Lab Animals, Scottsdale, PA (vaziacich 300 az 350 g)
s nasadenymi jugularnymi katétrami (JVC). Skupine 1 sa podal nepegylovany
fudsky inzulin vo forme 40 pg/300 pl intratracheélnej davky. Pripravok
pegylovaného fudského inzulinu sa podal skupine 2 vo forme 150 ug/300 pl intra-
trachealnej davky. Vzorky krvi (priblizne 500 pl) sa odoberali pre davkou (2 az 0,25
hodin pred podanim davky), a 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480 a 720 minat po podani
davky. Malé mnozstvo krvi sa umiestnilo na prizok na testovanie glukdzy, aby sa
urcila hladina glukézy v krvi prostrednictvom glukézového monitoru typu Glucometer
Elite (Bayer Corp., Elkart, IN). ZvySok vzorky sa umiestnil do separaénych
skimaviek na sérum a umiestnil sa do centrifagy a krv sa oddelila. Sérum sa potom
vylialo do dal$ej skimavky a analyzovalo sa s pouzitim radioimunoanalytického
spbsobu. S pomocou programu Microsoft® Excel 2000 sa vypoditali priemery
a smerodajné odchylky (SD). Zviera 2-3 sa zo $tadie vypustilo kvéli zrazenému

katétru.

Tabulka 5

Suhrn in vivo experimentov u potkanov

V tabulke su skutoné podané davky a skuto€né pocty zvierat pouZzitych

v jednotlivych skupinach.

Cislo Typ inzulinu Spdsob Pocet Celkova denna | Polet dni
skupiny podania zvierat/ davka inzulinu | podavania
pohlavie (ng/zviera)
Inzulin intratrachealny| 7 samcov 40 1
2 5K PEG inzulin |intratrachealny| 7 samcov 150 1
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Tabulka 6

Davkové hladiny in vivo

Cislo Typ inzulinu Celkova denné Davkovy Koncentracia
skupiny davka inzulinu objem (ul) davkového roztoku
(ng/zviera) (ng/ml)
Inzulin 40 300 133,33
2 5K PEG inzulin 150 300 500

Priemerné sérové koncentracie a priemerné koncentracie inzulinu a 5K PEG
inzulinu v krvi po intratrachealnom podani sa vniesli do grafu a st na obrazku 4 a 5.
Vysledky ukazuju, ze pripravky s pegylovanym inzulinom podla vynalezu maju po
podani a pocas pobytu v pldcach biologicku aktivitu. Farmakokinetické Udaje dalej
ukazuju, Ze pegylovany inzulin nielen prechadza cez pliuca do krvného obehu, ale
prechaddza aj so zachovanim aktivity, ako sa dokazalo meratelnymi hladinami
sérového inzulinu, ktoré zodpovedali neendogénnemu inzulinu. V dbsledku krvnych
hladin inzulinu pozorovanych do 1 hodiny po intratrachealnom podani sa zda, ze
pegylovany inzulin nie je v podstate zadrziavany v pfucach a prechadza cez ne do
krvného obehu uz kratko po podani. Vysledky dalej ukazuji, ze pegylovany inzulin,
ak sa poda do pluc, je ucginny pri znizovani krvnej glukézy. AvSak v tomto priklade
sa zd4, Ze pegylovany inzulin je menej uCinny ako nepegylovany inzulin s davkami
podavanymi na zniZzenie krvnej glukozy. Farmakokinetické aj farmakodynamické
krivky intratrachealne podavaného pegylovaného inzulinu sa podobaju trochu na
nepegylovany inzulin, hoci na zaklade profilov na obrazku 4 sa zda, Zze PEG inzulin
posobi dlhdie ako nepegylovany inzulin. DalSia optimalizacia davkového mnoZstva
a osobitné modifikatory polyetylénglykolu mdéze odbornik v danej oblasti techniky
lahko dosiahnut podla navodu prezentovaného podla vynalezu, av zavislosti na
poziadavkach davkovania, planovanej populacie pacientov, lieCeného stavu,

a podobne, osobitne chemicky modifikovaného inzulinového produktu.

Priklad 9
Podavanie 750-1 PEG inzulinu do pfuc (P-2201-025)
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Reprezentativny pegylovany inzulin, 750-1-PEG inzulin, sa intratrachealne

podaval potkanom. Stadia sa uskutoénila Giastoéne na preskimanie Ucinkov

pripravku s obsahom inzulinu kovalentne naviazaného na jeden alebo viacere

retazce polyetyénglykolu, ktorych priblizna molekulova hmotnost je 1000 daltonov

alebo menej, ak sa podavaju do pluc.

In vivo $tadia s pouzitim potkanov sa uskutoCnila v podstate podla opisu

v priklade 8 vy$sie. Presny davkovy reZzim a podavané davky su zhrnuté v tabulkach

nizsie.
Tabuflka 7
Cislo | Typ inzulinu | Spésob podania Pocet Celkova denna Pocet
skupiny zvierat/ davka inzulinu | davkovych
pohlavie (ng/zviera) dni
Inzulin intratrachealne | 2 samce 80 1
2 750-1 PEG | intratrachealne | 4 samce 100 1
inzulin
3 750-1 PEG | intratrachealne | 4 samce 300 1
inzulin
4 750-1 PEG | intratrachealne | 4 samce 500 1
inzulin
Tabulka 8
Cislo Typ inzulinu Celkova denna | Objem davky | Koncentracia
skupiny davka inzulinu (ul) davkoveho
(ng/zviera) roztoku (ug/ml)
1 Inzulin 80 300 266,67
2 750-1 PEG inzulin 100 300 333,33
3 750-1 PEG inzulin 300 300 1000,00
4 750-1 PEG inzulin 500 300 1666,67
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Sérovy inzulin a krvné koncentracie glukdzy u inzulinu a 750-1 PEG inzulinu
po intratrachealnom podani u potkanov su na obrazku 6 a 7. Podla priemernych
koncentracii inzulinu v sére na obrazku 6 vidiet, Ze nativhy alebo nepegylovany
inzulin dosiahol maximalnu sérovi koncentraciu priblizne po 15 minutach, kym
pripravky s pegylovanym inzulinom dosiahli maximalnu koncentraciu v sére po 6
hodinach (100 pg/zviera) a 8 hodinach (300 pg/zviera), o poukazuje na dlhodoby
ucinok tychto pripravkov po podani do pluc inhalaciou. Podla obrazku 6 sa
koncentracia nemodifikovaného inzulinu vratila na zakladnd hladinu priblizne 6
hodin po podani, kym hladiny inzulinu v pripade pegylovaného inzulinu po 6
hodinach boli vyrazne nad zakladnou hladinou (hodnoty boli 3- az 7-krat vy$Sie ako
bola hodnota zakladnej hladiny). Okrem toho intratrachealne podanie pegylovaného
inzulinu viedlo k udrzaniu hladiny systémového inzulinu, ktord sa nevratila na
zakladnu hladinu dokonca ani po 12 hodinach po podani. V skuto¢nosti hladiny
inzulinu v pripade pegylovaného inzulinu boli viac ako trikrat vy3Sie ako zakladna
hladina (t.j. hodnota nemodifikovaného inzulinu) po 8 aj po 12 hodinach. Tieto
vysledky su graficky znazornené na obrazku 6.

Ak sa inzulin 750-1 PEG podaval do pluc, viedlo to k zvySenym systémovym
hladindm inzulinu v porovnani s nemodifikovanym inzulinom. Okrem toho
systémové hladiny inzulinu v pripade skupiny pegylovaného inzulinu boli este stale
vyrazne nad hodnotou zakladnej hladiny dokonca aj po 12 hodinach. To znamena,
Ze zvySené hladiny inzulinu sa udrziavali v pripade skupiny pegylovaného inzulinu
aspon dvakrat tak diho ako v pripade nemodifikovaného inzulinu. Tieto Udaje dalej
ukazujl, ze pegylovany inzulin prechadza do pluc, je biologicky aktivny a poskytuje
predizené systémové hladiny inzulinu v porovnani s nemodifikovanym inzulinom.

Graf ukazujuci krvné koncentracie glukézy po intratrachealnom podani
nepegylovaného inzulinu v porovnani so 750-1 pegylovanym inzulinom je na
obrazku 7. Hladiny glukézy v krvi nasledne dobre korelovali s hladinami inzulinu
v sére v skupine pegylovaného inzulinu. (To znamena, Ze zvySené hladiny inzulinu
v sére boli v sulade so zodpovedajucim potlaenim/znizenim glukdzy v krvi). Na
obrazku 7 vidiet, Ze pripravky obsahujuce pegylovany inzulin podla vynalezu, ak sa
podali Ustne do pluc, mali skér rychly zaciatok uginku, ktory bol porovnatelny

s nativnym inzulinom, ako oneskoreny zaciatok Gcinku typicky pre mnohé pripravky
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s oneskorenym uginkom. To znamena, Ze potlatenie glukdzy sa pozoruje kratko po
podani. Okrem toho, kym nativny alebo nepegylovany inzulin dosiahne maximaine
zniZzenie hladiny glukézy priblizne o2 hodiny, ¢as na dosiahnutie maximalneho
znizenia glukozy v pripade pegylovaného inzulinu sa prediZil aspof na 4 hodiny, 6
hodin a 8 hodin pre davky 500 pg, 100 pg a 300 pg. To znamena, Ze ¢as potrebny
na dosiahnutie maximalneho znizenia hladiny glukézy vkrvi v pripade
pegylovaného inzulinu po podani do pfic sa prediZil 2- aZz 4-krat v porovnani
s nepegylovanym inzulinom. Celkove, potla¢enie glukézy 750-1 PEG inzulinom sa
vyrazne zvySil po¢as 12 hodin v porovnani s nemodifikovanym inzulinom. Po 8
hodinach sa hladiny glukézy v podstate vratili na normalnu Grovent ako
u nemodifikovaného inzulinu, kym hladiny glukézy v skupine PEG inzulinu boli 1,3-
aZz 3-krat nizie ako v pripade nemodifikovaného inzulinu. Hladiny glukézy v pripade
skupiny pegylovaného inzulinu sa nevratili na zakladn( hladinu dokonca ani po 12
hodinach, &o svedéilo o predlzenom potladeni glukézy v pripade chemicky
odvodenych pripravkov obsahujucich inzulin podla vynalezu.

Priklad 10
Podavanie 750-1 PEG inzulinu do plac (P-2002-001)

V §tadii podobnej prikladu 9 vy3Sie sa 750-1 PEG inzulin podaval potkanom
intratrachealne v davkach, ktoré boli nizSie ako davky pouzité v priklade 9.
Intratrachealna in vivo $tadia sa uskutoénila v podstate podla opisu prikladu

8 vyssie. Presny davkovy rezim a podané davky su zhrnuté niZSie v tabulkach.

Tabuftka 9 _
Cislo | Typ inzulinu | Spdsob podania Pocet Celkova denna Pocet
skupiny zvierat/ davka inzulinu | davkovych
pohlavie (ngfzviera) dni
Inzulin intratracheélne | 5 samcov 80 1
2 750-1 PEG | intratrachealne | 5 samcov 80 1

inzulin
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3 750-1 PEG | intratrachealne | 5 samcov 160 1
inzulin
Tabulka 10
Cislo Typ inzulinu Celkova denna | Objem davky | Koncentracia
skupiny davka inzulinu (pul) davkoveho

(ng/zviera) roztoku (pg/ml)

1 Inzulin 80 300 266,7

2 750PEG inzulin-1 80 300 266,7

3 750PEG inzulin-1 160 300 533,3

Sérovy inzulin a krvné koncentracie glukozy u inzulinu a 750-1 PEG inzulinu
po intratrachealnom podani u potkanov st na obrazku 8 a 9. Podla priemernych
koncentracii inzulinu v sére na obrazku 6 vidiet, ze nativny alebo nepegylovany
inzulin dosiahol maximalnu sérovu koncentraciu priblizne po 15 minatach, kym
pripravky s pegylovanym inzulinom dosiahli maximalnu koncentraciu v sére po 2
hodinach (80 pg/zviera) a 6 hodinach (160 ug/zviera). To znamena, ze ¢as na
dosiahnutie maximalnych sérovych hladin inzulinu v pripade PEG-modifikovaného
inzulinu sa predizil 8- aZ 24-krat v porovnani s nepegylovanym inzulinom po podani
do systémového obehu prostrednictvom pluc. Podla obrazku 8 sa nemodifikovany
inzulin vratil na droven zakladnej hladiny priblizne 12 hodin po podani, kym hladiny
inzulinu v pripade skupiny PEG-inzulinu boli 2,5 az 3,5-krat nad hodnotou zakladnej
hladiny v rovhakom ¢€ase po 12 hodinach. Hladiny inzulinu v pripade skupiny
pegylovaného inzulinu sa nevratili na zakladna aroven priblizne 25 hodin po podani,
Cize skupine pegylovaného inzulinu trvalo dvakrat tak dlho vréatit sa na zakladnu
hladinu ako nemodifikovanému inzulinu. Systémové hladiny inzulinu sa udrzali
v pripade skupiny pegylovaného inzulinu priblizne dvakrat tak dlho (25 hodin proti
12 hodinam) ako v pripade nemodifikovaného inzulinu. Pocas priblizne 6 hodin
hladiny inzulinu pre obe skupiny pegylovaného inzulinu zhruba zodpovedali
podavanym davkam (to znamena, ze koncentracie inzulinu u skupiny zvierat so 160

ng boli priblizne dvakrat nad hodnotou skupiny 80 pg/zviera).
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Graf priemernych koncentracii glukézy v krvi po intratrachedlnom podani
nepegylovaného inzulinu v porovnani so 750-1 pegylovanym inzulinom je na
obrazku 9. Na rozdiel od nemodifikovaného inzulinu sa 25 hodin po podani
potladenie glukézy v oboch skupinach s pegylovanym inzulinom este nevrétilo na
zakladnl hladinu. Podobne ako vysledky z prikladu 9 celkové profily pegylovaného
inzulinu ukazuju predizené potlagenie glukézy trvajice dlhsie ako 25 hodin. Po 8
hodinach sa hladiny glukézy v pripade nemodifikovaného inzulinu vratili takmer na
normalnu hodnotu, kym hladiny glukézy v pripade skupin s PEG inzulinom boli
priblizne 1,5-krat nizSie ako v pripade nemodifikovaného inzulinu. Tieto vysledky
dalej ukazuju, Ze modifikujaci inzulin s jednou alebo s viacerymi polyetylénovymi
¢astami vedie cez pluca k dobrej biologickej dostupnosti, predizenym systémovym

hladinam inzulinu a k predizenému potlageniu glukézy.

Priklad 11
Podéavanie 750-2 PEG inzulinu do pluc (P-2002-003)

Reprezentativny pripravok obsahujuci pegylovany inzulin, 750-2-PEG inzulin,
sa podaval intratrachealne potkanom. Tato Studia bola vykonana kvéli dalSiemu
preskimaniu Gginku réznych davok pegylovaného v porovnani s nepegylovanym
inzulinom po podani priamo do plic. Zvieratam sa podavalo 80 pg pegylovanej
a nepegylovanej formy inzulinu na jedno zviera. In vivo §tadia s potkanmi sa
uskutoCnila v podstate podla opisu v priklade 8 vysSie. Presny davkovy rezim

a podané davky st zhrnuté v tabufkach niZsie.

Tabulka 11
Cislo | Typ inzulinu | Spdsob podania Podet Celkova denna| Poget
skupiny zvierat/ davka inzulinu | davkovych
pohlavie (ngfzviera) dni
Inzulin intratrachealne | 7 samcov 80 1
2 750PEG-2 | intratrachedlne | 7 samcov 80 1

inzulin
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Tabuflka 12
Cislo Typ inzulinu Celkova denna | Objem davky Koncentracia
skupiny davka inzulinu (ul) davkového
(ng/zviera) roztoku (ng/ml)
1 Inzulin 80 300 266,7
2 750PEG-2 inzulin 80 300 266,7
Graf priemernych koncentracii inzulinu po intratracheainej instilacii

nepegylovaného a 750-1 PEG inzulinu v davke 80 pg/zviera je na obrazku 10. Graf
priemernych koncentracii glukdzy v krvi po intratrachealnej instilacii nepegylo-
vaného a 750-1 PEG inzulinu v davke 80 pg/zviera je na obrazku 11. Ziskali sa

vysledky podobné vysledkom v priklade 9 a 10.

NizSie je tabulka farmakokinetickych parametrov z prikladu 10 a 11.
Biologicka dostupnost je absolutna biologicka dostupnost (tj. v porovnani
s intraven6zne podavanym inzulinom).

Tabulka 13
Priemerna sérova farmakokinetika inzulinu
Priklad Typ Spbsob Davka Cuax | Twmax AUC Absolutna
inzulinu podania ug/zviera | pU/ml | min | pU*min/ml | biologicka
dostupnost
9 (P-2001- Inzulin  |intratrachealne 80 56 15 12878
25)
9 750-1 PEG |intratrachealne 100 64 368 27954
9 750-1 PEG |intratrachealne 300 160 188 50691
9 750-1 PEG |intratracheélne| 500 3474 | 184 | 255881
10 (P-2002- Inzulin  |intratrachealne 80 132 15 28167
001)
10 750-1 PEG |intratrachealne 80 56 210 36818
10 750-1 PEG |intratrachealne 160 117 78 60713
IV P-2002- Inzulin intravendzne 20 3057 5 44388
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002
\% 750-2 PEG | intravendzne 20 2638 7 63190
A 750-2 PEG | intravendzne 30 3510 5 62746
11 (P-2002- Inzulin intratrachealne 80 89 24 22203 12,5
003)
11 750-2 PEG | intratracheélne 80 164 73 57639 32
gows

* hodnota leZiaca mimo o¢akavany rozsah nebola zo suboru Udajov odstranena

** v pomere k intravendznej davke 20 pg/zviera. Hodnota s hodnotou leZiacou mimo
rozsah bola 22 %.

*** v pomere kintraven6znej davke 30 pg/zviera. Hodnota s hodnotou leziacou

mimo rozsah bola nezmenena.

Absolitna biologicka dostupnost sa vypoéitala nasledovnym spésobom:
(AUC) (DéVkaIV ins)
(AUCN ins) (Dévka)

Priklad 12
Podavanie 2K PEG inzulinu do pluc (P-2002-010)

Dalsi prikladny pripravok obsahujuci pegylovany inzulin, 2K PEG inzulin, sa
podaval potkanom intratrachealne. 2K PEG inzulin pouzity v tejto $tudii sa pripravil
podla opisu v priklade 3. Zvierata dostavali davku 80 pg nepegylovaného inzulinu
na jedno zviera. Zvierata dostavali 300 pg, 600 pg, 900 pug a 1200 pg inzulinu 2K
PEG na jedno zviera. In vivo §tadia s potkanmi sa uskuto¢nila v podstate podla
opisu v priklade 8 vy$$ie. Presny davkovy rezim a podavané davky s zhrnuté v

tabulkach nizSie.
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Tabulka 14
Cislo | Typ inzulinu | Spésob podania Pocet Celkova denna Pocet
skupiny zvierat/ davka inzulinu | davkovych
pohlavie (ug/zviera) dni
Inzulin intratrachealne 3 80 1
2 PEG2K-1 intratrachealne 3 600 1
inzulin
3 PEG2K-1 intratrachealne 3 80 1
inzulin
4 PEG2K-1 intratrachealne 3 160 1
inzulin
5 PEG2K-1 intratrachealne 3 300 1
inzulin
6 PEG2K-1 intratrachealne 3 900 1
inzulin
7 PEG2K-1 intratracheélne 3 1200 1
inzulin
Tabulka 15
Cislo Typ inzulinu Celkova denna | Objem davky | Koncentracia
skupiny davka inzulinu (uh) davkoveho
(ng/zviera) roztoku (ug/ml)
1 Inzulin 80 300 0,267
2 PEG2K-1 inzulin 600 300 2,0
3 PEG2K-1 inzulin 80 300 0,267
4 PEG2K-1 inzulin 160 300 0,533
5 PEG2K-1 inzulin 300 300 1,0
6 PEG2K-1 inzulin 900 300 3,0
7 PEG2K-1 inzulin 1200 300 4,0
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Graf priemernych koncentracii glukézy v krvi po intratrachealnom podani je
na obrazku 12. U pripravkov obsahujucich pegylovany inzulin, ak sa podavali do
plfuc, sa pozorovala dobra davkova zavislost (t.j. vy$Sie davky 2K PEG inzulinu
viedli k vacsSiemu poklesu koncentracie glukézy v krvi). Hoci sa zd4, Ze &as na
krivke, kedy sa dosiahlo najvy$Sie potlacenie glukoézy, je priblizne 3 hodiny ako pre
pegylované, tak aj pre nepegylované pripravky, profily pegylopvaného aj
nepegylovaného inzulinu sa vyrazne liSia ohladne trvania potlacenia glukézy.
Osobitne, pre ¢asy dihsie ako 6 hodin a tri vy$Sie davky 2K pegylovaného inzulinu
(600 png, 900 pg a 1200 pg/ zviera) boli hladiny glukézy potlacené vyrazne pod
hladinou nepegylovaného inzulinu. Tieto vysledky dalej ukazuji, ze podavanim

pegylovaného inzulinu do pfic moZno dosiahnut prediZzeny systémovy t&inok.

Priklad 13
Vyhodnotenie koncentracii glukézy a inzulinu v sére po intraven6znom podani 2K
PEG inzulinu potkanom (P-2002-009)

Tato Stadia sa uskuto€nila, aby sa dalej preskiimala aktivita inzulinu
v prikladnom pripravku obsahujucom 2K PEG inzulin, a aby sa uréila intraven6zna
(i. v.) davka pegylovaného ludského inzulinu (PEG2K-1), ktora je schopna znizit

hladinu glukézy v krvi na koncentraciu priblizne 30 az 40 mg/dl.

Pouzil sa protokol podobny protokolu, ktory bol opisany v priklade 7, s pouzitim

pripravkov, skupin zvierat a davok uvedenych v tabulkach niz$ie.

Tabulka 16
Cislo | Typ inzulinu | Spésob podania Pocet Celkova denna Pocet
skupiny zvierat/ davka inzulinu | davkovych
pohlavie (ng/zviera) dni
Inzulin intravenozne 2 samce 20 1
2 PEG2K-1 intravendzne 2 samce 20 1
inzulin
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3 PEG2K-1 intravendzne 2 samce 30 1
inzulin

4 PEG2K-1 intravendzne 2 samce 40 1
inzulin

5 PEG2K-1 intraven6zne 2 samce 80 1
inzulin

6 PEG2K-1 intravenozne 2 samce 160 1
inzulin

Tabulka 17
Cislo Typ inzulinu Celkova denna | Objem davky | Koncentracia
skupiny davka inzulinu (ulh) davkového
(ng/zviera) roztoku (ng/ml)

1 Inzulin 20 300 67

2 PEG2K-1 inzulin 20 300 67

3 PEG2K-1 inzulin 30 300 100

4 PEG2K-1 inzulin 40 300 133

5 PEG2K-1 inzulin 80 300 267

6 PEG2K-1 inzulin 160 300 533

Graf priemernych koncentracii inzulinu v sére po intraven6znom podani

nepegylovaného 2K PEG inzulinu v davke 20 pg/zviera (nepegylovany inzulin) a 20,

30 a 40 pg/zviera (2K PEG inzulin) je na obrazku 13. Graf priemernych koncentracii

glukézy vkrvi po intravendéznom podani nepegylovaného a2K PEG inzulinu

v davkach opisanych vysSie je na obrazku 14.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pripravok inzulinu na plficne podavanie,vyznacujuci sa tym,ze
obsahuje konjugat inzulinu kovalentne naviazany na jeden alebo viaceré molekuly

umelo pripraveného hydrofilného polymeéru.

2. Pripravok inzulinu podla naroku 1, vyznacujiaci sa tym,zZe

konjugat je bez lipofilnej Casti.

3. Pripravok inzulinu podla naroku 1, vyznacujaci sa tym,Zeumelo

pripraveny hydrofilny polymér je polyalkylénglykol.

4. Pripravok inzulinu podla naroku 1, vyznacdujlici sa tym,ze
umelo pripraveny hydrofilny polymér je polyetylénglykol.

5. Pripravok inzulinu podfa naroku 2, vyznacujuci sa tym,Zeumelo

pripraveny hydrofilny polymér je polyetylénglykol.

6. Pripravok podla naroku 4, vy znacujuci sa tym, Ze ma
absolatnu pfucnu biologickt dostupnost, ktora je vyssia ako je absol(tna biologicka

dostupnost nativneho inzulinu.

7. Pripravok podla naroku 6,vyznacujuci sa tym,Ze ma absolutnu
pldcnu biologickl dostupnost, ktora je aspon dvakrat tak vysoka ako je absol(tna

plicna biologicka dostupnost nativneho inzulinu.

8. Pripravok podla naroku4,vyznacujlaci sa tym,Ze ma absolutnu

plicnu biologickl dostupnost, ktora je vys$Sia ako 15 %.

9. Pripravok podla naroku 8, vyznacujuaci sa tym,Ze ma absolitnu

pfacnu biologicka dostupnost, ktora je vyssia ako 30 %.
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10. Pripravok podla naroku4,vyznacujuci sa tym, zZe po podanido
pfuc sa vyznaCuje hodnotou Tmax, ktora je aspon ftrikrat vySSia ako je Tmax

nativneho inzulinu.

11. Pripravok podia naroku 10,vyznacujuci sa tym, Ze po podani
do pluc sa vyznacuje hodnotou Tmax, ktora je aspon patkrat vyssia ako je Tmax

nativneho inzulinu.

12. Pripravok podla naroku 4, vyznacujaci sa tym, Ze polyetylén-

glykol ma uzavrety koniec.

13. Pripravok podlfa naroku 12, vyznacujuci sa tym, Ze polyetylén-

glykol ma koniec ukonceny alkoxyskupinou.

14. Pripravok podla naroku 4, vyznacujuci sa tym, Ze polyetylén-
glykol sa voli zo skupiny zahrnujldcej linearny polyetylénglykol, rozvetveny poly-
etylénglykol, vidlicovo vetveny polyetylénglykol a Cinkovito rozvetveny polyetylén-

glykol.

15. Pripravok podfa naroku 14,vyznacujuci sa tym,Ze polyetylén-

glykol zahfia biologicky degradovatelnu vazbu.

16. Pripravok podla naroku 14,vyznacujuci sa tym, Ze polyetylen-
glykol zahfiia velky pocet podjednotiek (OCH,CH,), ktoré sa volia zo skupiny,
v ktorej je priblizne 2 az 300 podjednotiek, priblizne 4 az 200 podjednotiek,
a priblizne 10 az 100 podjednotiek.

17. Pripravok podlia naroku 14, vyznacujuci sa tym,Ze polyetylén-
glykol ma nominalnu priemernd molekulovt hmotnost priblizne 200 az priblizne
10000 daltonov.



-67 -

18. Pripravok podfa naroku 14, vyznacujaci sa tym, Ze polyetylén-
glykol je linearny.

19. Pripravok podla naroku 17, vyznadéujuci sa tym, Ze polyetylén-
glykol ma nominalnu priemernd molekulovd hmotnost priblizne 200 aZ priblizne
5000 daltonov.

20. Pripravok podla naroku 17,vyznadujuci sa tym, Ze polyetylén-
glykol ma nominalnu priemernd molekulovi hmotnost priblizne 200 az priblizne
2000 daltonov.

21. Pripravok podla naroku 17, vyznacéujuci sa tym, Ze polyetylén-
glykol ma nominalnu priemerni molekulovi hmotnost priblizne 200 az priblizne
1000 daltonov.

22. Pripravok podla naroku 4, vyznacujuci sa tym, ze inzulinje

nativny inzulin.

23. Pripravok podfa naroku 4, vyznacdujlaci sa tym, Ze Cistota

uvedeného konjugatu je vysSia ako 90 %.

24. Pripravok podfa naroku 4, vyznacdujuci sa tym, Zeinzulinje
kovalentne naviazany na polyetylénglykol vjednom alebo viacerych amino

miestach.

25. Pripravok podla naroku 24, vyznacdujuci sa tym,Zeaspon 75 %

B-1Phe miest na inzuline je kovalentne naviazanych na polyetylénglykol.

26. Pripravok podla naroku 25,vyznacdujluci sa tym,ze aspoil 90 %

B-1Phe miest na inzuline je kovalentne naviazanych na polyetylénglykol.
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27. Pripravok podia naroku 24, vyznacujlci sa tym, Ze obsahuje

zmes monomérnych a dimérnych konjugatov inzulinu.

28. Pripravok podla naroku 27, vyznacujuci sa tym,Ze obsahuje

trimér konjugatu inzulinu.

29. Pripravok podla naroku 4, vyznacujuaci sa tym, Ze inzulinje
kovalentne naviazany na polyetylénglykol prostrednictvom c¢asti, ktora je

umiestnena na konci uvedeného polyetylénglykolu.

30. Pripravok podla naroku4,vyznacujuci sa tym,ze polyetylén-
glykol pred naviazanim na inzulin ma aktivovanu vazbovu €ast na jednom konci,

ktory je vhodny na kovalentnu vézbu s inzulinom.

31. Pripravok podfa naroku 30,vyznacujuaci sa tym,zZe aktivovana

vazbova Cast je vhodna na vazbu s reaktivnymi aminoskupinami inzulinu.

32. Pripravok podfa naroku 31, vyznacujuci sa tym,zZe aktivovana
vazbova Cast zahffa reaktivnu funkénu skupinu, ktora sa voli zo skupiny, v ktorej su

aktivne estery N-hydroxysukcinimidu, aktivne karbonaty, aldehydy a acetaly.

33. Pripravok podia naroku 29, vyznacujuci sa tym,Zeinzulinje

kovalentne naviazany na polyetylénglykol prostrednictvom amidovej vazby.

34. Pripravok podfa naroku4,vyznacujuci sa tym,Ze jevo forme

aerosolu.

35. Pripravok podla naroku 4, vyznacujuci sa tym, zejev tekutej

alebo suchej forme.

36. Pripravok podla naroku 4, vyznacujiuci sa tym,Ze obsahuje

farmaceuticky prijatelny excipient.
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37. Pripravok podla naroku4,vyznacujuci sa tym, Zejev suSenej

forme, pricom sus$enie sa uskuto&nilo rozprasovanim.

38. Spdsob podavania inzulinu cicavcovi, ktory takéto podanie potrebuje, v y-
znacujuci sa tym,zezahfa:
- aerosolizaciu inzulinového pripravku uvedeného v naroku 4, a
- podanie uvedeného aerosolizovaného inzulinového pripravku inhalaciou na

ulozenie v plicach a absorpciu z plic uvedeného subjektu.

39. Spobsob poskytovania v podstate neimunogénneho inzulinového
pripravku na podavanie do plac subjektu, ktory takyto pripravok potrebuje, vy z n a-
¢ujuci sa tym,zZzezahfha:

- kovalentné naviazanie inzulinu na jednu alebo viaceré molekuly umelo
pripraveného hydrofilného polyméru na poskytnutie pripravku, ktory zahfiia konjugat
inzulinu a hydrofilného polyméru, a

- podavanie takéhoto pripravku do pfuc subjektu, ktory takyto pripravok potrebuje,
inhalaciou, pricom vysledkom uvedeného podavania je prechod uvedeného inzulinu
cez pluca a jeho vstup do krvného obehu.

40. Spbsob podfa naroku 39, vyznacujluci sa tym,Ze umelo

pripraveny hydrofilny polymér je polyalkylénglykol.

41. Spdsob na poskytnutie inzulinového pripravku s predizenym G&inkom na
podavanie do pltc subjektu, ktory takého podavanie potrebuje, vyznadujuci
sa tym,Ze zahfa:

- kovalentné naviazanie inzulinu na jednu alebo viaceré molekuly umelo
pripraveného hydrofilného polyméru na poskytnutie pripravku zahfiiajiceho
konjugat inzulinu a hydrofilného polymeéru,

- podavanie uvedeného pripravku do pluc subjektu, ktory takyto pripravok potrebuje,
pricom vysledkom uvedeného podavania (i) uvedeny inzulin prechadza cez pluca
a vstupuje do krvného obehu, a (ii) zvySené hladiny inzulinu v krvi sa udrzia aspori 8

hodin po podani.
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42. Spbésob podla naroku 41, vyznac¢ujuci sa tym,Ze umelo

pripraveny hydrofilny polymér je polyalkylénglykol.

43. Spbésob podla naroku 42, vyznacujuci sa tym,Ze umelo

pripraveny hydrofilny polymér je polyetylénglykol.

44. Spbsob podla naroku 43, vyznacujuci sa tym, Ze zvySené

hladiny inzulinu sa udrzuja aspon 10 hodin po podani.

45, Spbsob podla naroku 43, vyznacujuci sa tym, Ze zvySené

hladiny inzulinu sa udrzuju asporn 12 hodin po podani.

46. Spdsob podla naroku 43, vyznacujuci sa tym,Ze vysledkom
uvedeného podavania je to, Ze sa hladiny glukézy v uvedenom subjekte potlacaju

aspon na 10 hodin po podani.

47. Spdsob podla naroku 46, vyznacujuci sa tym, Ze dalsim
vysledkom uvedeného podavania je to, Zze sa hladiny glukézy v uvedenom subjekte

potlagaju aspon na 12 hodin po podani.

48. Sposob podla naroku 43, vyznacujuci sa tym, Ze uvedené

podavanie zahfifia podavanie uvedeného pripravku vo forme aerosolu.

49. Spbsob podia naroku 43, vyznacujuci sa tym,Ze dalej

zahfmajuci aerosolizaciu uvedeného pripravku pred podanim.

50. Spbsob podla naroku 43, vyznacujluci sa tym,Ze uvedene
naviazanie zahfia kovalentné naviazanie inzulinu na polyetylénglykol miestne

Specifickym spbsobom.

51. Sposob podla naroku 43, vyznacujuci sa tym,Ze naviazanie

zahfma kovalentné naviazanie inzulinu na polyetylénglykol nahodnym sp&sobom.
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52. Sp6sob podfa naroku 43, vyznadujuci sa tym, Ze konjugat po
podani do pltc sa dalej vyznaduje absolutnou plicnou biologickou dostupnostou,

ktora je vys$sia ako absolGtna plicna biologicka dostupnost nativheho inzulinu.

53. SpOsob podla naroku 43, vyznacujluci sa tym,Ze naviazanie
zahfma kovalentné naviazanie inzulinu na jednu alebo viaceré molekuly polyetylén-

glykolu s uzavretym koncom.

54. Sp6sob podla naroku 43, vyznacujluci sa tym,Ze naviazanie
zahffla kovalentné naviazanie inzulinu na jednu alebo viaceré molekuly polyetylén-
glykolu, ktory sa voli zo skupiny zahrnujucej linearny, rozvetveny, vidlicovito vetveny

a Cinkovito vetveny polyetylénglykol.

55. Sposob podla naroku 43, vyznadujuci sa tym,Ze konjugat je
bez lipofilnej ¢asti.

56. Spbsob podfa naroku 43,vyznacdujuci sa tym,Ze pripravok je

bez lipofilnej zlozky.

57. Sp6sob podla naroku 43, vyznacujluci sa tym,Ze naviazanie
zahfiia kovalentné naviazanie na jednu alebo viaceré molekuly polyetylénglykolu

zahrfajuce biologicky degradovatelnl véazbu.

58. Spbsob podla naroku 43, vyznadujaci sa tym,Ze polyetyléen-
glykol obsahuje velky pocet (OCH,CH,) podjednotiek, ktoré sa volia zo skupiny,
v ktorej je okolo 2 az 300 podjednotiek, okolo 4 az 200 podjednotiek, a okolo 10 az
100 podjednotiek.

59. Spbsob podla naroku 43,vyznacdujuci sa tym,Ze polyetylen-
glykol ma nominalnu priemerni molekulovd hmotnost priblizne 200 az priblizne
10000 daltonov.
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60. Sp6sob podla naroku 43, vyznacujuci sa tym,ze polyetylén-
glykol ma nominalnu priemernt molekulovid hmotnost priblizne 200 az priblizne
5000 daltonov.

61. Spésob podla naroku 43, vyznacujuci sa tym,zZe polyetylén-
glykol ma nominalnu priemerni molekulovi hmotnost priblizne 200 az priblizne
2000 daltonov.

62. Spbésob podla naroku 43, vyznacujuci sa tym, ze polyetylén-
glykol ma nominalnu priemernd molekulovi hmotnost priblizne 200 az priblizne
1000 daltonov.

63. Spdsob podla naroku 43, vyznacujuci sa tym,Ze naviazanie
zahfa naviazanie polyetylenglykolu na inzulin vjednom alebo viacerych zjeho

reaktivnych amino miest.

64. Spbésob podla naroku 63, vyznacujuci sa tym,Ze polyetylén-
glykol je naviazany na inzulin v jednom alebo viacerych reaktivnych amino miestach
prostrednictvom vazby, ktora sa voli zo skupiny zahrnujicej amid, uretan

a metylénamino.

65. Spbsob podla naroku 63, vyznacujuci sa tym,Ze naviazanie
zahfa reakciu polyetylénglykolu s terminalnou reaktivnou skupinou volenou zo
skupiny zahrnujacej aktivne estery N-hydroxysukcinimidu, aktivhe karbonaty,
aldehydy a acetaly s jednym alebo viacerymi reaktivnymi amino miestami na

inzuline.

66. Spbsob podla naroku 43, vyznacujlci sa tym,Ze vysledkom
naviazania je pripravok, v ktorom aspon priblizne 75 % B-1Phe miest na inzuline je

kovalentne naviazanych na polyetylénglykol.



-73-

67. Sposob podfa naroku 43, vyznacujuci sa tym, Ze vysledkom
naviazania je pripravok, v ktorom aspori priblizne 90 % B-1Phe miest na inzuline je

kovalentne naviazanych na polyetylénglykol.

68. Sposob podla naroku 43, vyznacujuci sa tym,Ze vysledkom
naviazania je pripravok zahffiajuci zmes monomeérnych adimérnych konjugatov

inzulinu.

69. Spdsob podia naroku 68, vyznacujuci sa tym,Ze vysledkom

naviazania je pripravok dalej zahffiajuci trimérny konjugéat inzulinu.

70. Sp6sob podfa naroku 43, vyznadujaci sa tym, Ze polyetylén-
glykol zahffia na jednom konci aktivovanu vézbova Cast, ktord je vhodna na

kovalentné naviazanie na inzulin.

71. Sposob podfa naroku 43, vyznacujlici sa tym, Ze aktivovana
vazbova Cast zahffia reaktivnu funkénu skupinu volent zo skupiny zahrnujicej
aktivne estery N-hydroxysukcinimidu, aktivne karbonaty, aldehydy a acetaly.

72. SpOsob podla naroku 70, vyznac¢ujuci sa tym,Ze dizka

vazbovej Casti je priblizne 2 az priblizne 20 atémov.

73. Spbsob podla naroku 43, vyznadujuci sa tym,Ze podavanie

zahffia podévanie pripravku prostrednictvom inhalatora na suché prasky.

74. Spbdsob podla naroku 43, vyznadujaci sa tym,Ze podavanie

zahffa podavanie pripravku prostrednictvom inhaldtora na presne uréené davky.

75. Sposob podla naroku 43, vyznacujlici sa tym,Ze podavanie

zahffia podéavanie pripravku prostrednictvom nebulizatora.



-74 -

76. Spbsob podla naroku 43, vyznacujiuci sa tym,Ze pripravok

zahfia farmaceuticky prijatelny excipient.

77. Spbsob podia naroku 43, vyznacujuci sa tym,Ze vysledkom
podavania pripravku obsahujiceho uvedeny konjugat su serové hladiny inzulinu

aspon 2-krat vysSie ako su zakladné hladiny dosiahnuté do 1 hodiny po podani.
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