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Keksinnén kohteena on menetelmd proteiinivesiliuoksen valmis-
tamiseksi, joka kestdd rajapinnoilla tapahtuvaa proteiinin denaturoi-
tumista, menetelmd kestovaikutteisen insuliinivalmisteen valmista-
miseksi sekd tdllaisen liuoksen kdyttd hydrofobisten pintojen kd-
sittelemiseksi, jotka denaturoivat proteiiniliuoksia. Lisdksi kek-
sinndén kohteena on t&dllaisen liuoksen kdyttd puhdistettaessa pro-
teiineja kromatografoimalla tai ultrasuodattamalla sekd puhdistet-
taessa insuliinia kromatografoimalla tai kiteytt&dmdlla.

On tunnettua, ettd liuenneet proteiinit adsorboituvat hydro-
fobisissa rajapinnoissa, joihin kuuluu myds vesiliuoksen ja ilman
vdlinen rajapinta (C.W.N. Cumper ja A.E. Alexander, Trans. Faraday
Soc. 46 (1950) 235). Proteiinit ovat amfofiilisid aineita, so. niis-
sd on sekd hydrofiilisid ettd hydrofobisia alueita. Hydrofobiset
alueet muodostavat kosketuskohdan hydrofobisiin rajapintoihin.
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Seurauksena proteiinien adsorptiosta rajapintoihin on havait-
tavissa erilaisia sekundaarireaktoita, joita yleensd kutsutaan yh-
teisnimelld "denaturointi". Adsorboituneiden proteiinimolekyylien
muoto muuttuu (tertiaari- ja/tai sekundaarirakenteen muuttuminen).
Lisdksi voi tapahtua adsorboituneiden proteiinimolekyylien aggre-
goitumista liukoisiksi tai liukenemattomiksi polymeerimuodoiksi.
Niinp4 monilla proteiineilla tunnetaan pinta—-aggregoitumista, mika
ilmenee esim. liuoksen samentumisena tai proteiinien biologisena
inaktivoitumisena, kun vesiliuoksia sekoitetaan tai ravistellaan
(A.F. Henson, I.R. Mitchell, P.R. Mussellwhite, J. Colloid Inter-
face Sci. 32 (1970) 162). Tadmd pinta-adsorptio ja -aggregoituminen
on erityisen haitallista proteiiniliuosten siirtdmiseen tarkoite-
tuissa laitteissa, esim. lddkkeiden automaattisissa annostelulait-
teissa. Joissakin tapauksissa tapahtuu myds adsorboituneiden pro-
teiinien ja liuenneiden aineiden vdlisid kemiallisia reaktioita
(F. MacRitchie, J. Macromol. Sci., Chem., 4 (1970) 1169).

Erityisesti tdmid koskee nauta-, sika- ja ihmisinsuliinia
tai niiden des-B1-fenyylialaniinijohdannaisia. Sinkkipitoisuuden
ollessa jopa 0,8 % insuliinin painosta n&m& liukenevat kirkkaina
vesividliaineisiin, joiden pH on alle 4,3 ja yli 6,5. Mainitut in-
suliinit muodostavat vesiliuoksissa aggregaatteja, jolloin liuos
muodostuu tasapainotilassa olevista monomeerisistd, dimeerisistd,
tetrameerisistd, heksameerisistd ja oligomeerisistd insuliinimole-
kyyleistd. On tunnettua, ettd insuliini absorboituu voimakkaasti
hydrofobisiin pintoihin, joihin kuuluu my&s liuoksen ja ilman va-
linen rajapinta (Weisenfeld et al., Diabetes 17 (1968) 766 ja
Browne et al., Eur. J. Biochem. 33 (1973) 233). Omat kokeet ovat
osoittaneet, ettd absorboitunut insuliini voi denaturoitua pinnas-
sa. Liampdtila ja liuoksen liike vaikuttavat tdhdn tapahtumaan. De-
naturoitunut tuote desorboituu jdlleen polymeerisend aggregaattina,
joka liuoksen ollessa riitt&védn konsentroitu muodostaa sakan tai
tiksotrooppisen geelin. Denaturoitunut insuliini on biologisesti
tehoton ja tukkii siirtoletkuja esim. jatkuvatoimisessa tai ohja-
tusti toimivassa insuliini-infuusiopumpussa, jollaista kdytetddn
keinotekoisissa beeta-soluissa.

Lisdksi denaturoitu insuliini voi johtaa immunologisiin tor-

juntareaktioihin. On olemassa tutkimuksia, joiden mukaan insulii-
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nin fysikaalinen olomuoto on syynd insuliinin vasta-aineiden syn-
tymiseen (Kumar et al., Horm. Metab. Res. 6 (1974) 175). Lisdksi
on tunnettua, ettd ihmiselle annettaessa jopa ihmisinsuliini joh-
taa immunolgisiin reaktioihin (A. Teuscher et al., Diabetologia 13
(1977) 435).

Tekniikan tason mukaisesti valmistetut terapeuttisesti k&dy-
tettdvdt insuliinivesiliuokset voivat sisdltdd tehoaineen eli nau-
ta- tai sikainsuliinin tai ndiden insuliinien des-Bi1-fenyyliala-
niinijohdannaisen ohella jopa 0,8 % liuennutta sinkkid insuliinin
painosta, ainetta isotonian sd&dtdmiseksi kuten natriumkloridia,
glyseriinid tai glukoosia, sdildntdainetta kuten fenolia, kresolia
tai p-hydroksibentsoehappometyyliesterid ja suolaa pH-arvon pusku-
roimiseksi kuten natriumfosfaattia, -asetaattia tai -sitraattia.
Lisdksi voidaan lis&td kestovaikutusapuaineita kuten protamiinia
tai surfeenia hidastetun insuliinivaikutuksen saavuttamiseksi tai
liuokset on sekoitettu insuliinin kiteisiin tai amorfisiin kesto-
vaikutusmuotoihin. Voitiin todeta, ettid kaikissa ndissi valmis-
teissa liuennut insuliini denaturoituu rajapinnoissa.

Omat kokeet ovat osoittaneet, ettd denaturoitumisnopeus kas-
vaa liuosten ldmpdtilan, liikkeen ja pH-arvon mukaan. Samalla ta-
voin ihmisinsuliini denaturoitui vesiliuoksissa. Insuliinin aggre-
goitumistasapainoja vesiliuoksissa monomeerisen molekyylin suuntaan
siirtdvdt lisdaineet, kuten guanidiini, urea, pyrdiini tai mono-
meeriset puhdistusaineet, nopeuttavat denaturoitumista. Aineet,
jotka siirtdvidt tasapainoja pdinvastaiseen suuntaan, kuten sinkki
ja muut kaksiarvoiset metalli-ionit, hidastavat denaturoitumista.
Mutta kaikkien edullisten olosuhteiden yhdistdminenkiin ei pysty
estdmddn insuliinin denaturoitumista. Tdm& denaturoituminen, jos-
kin hitaampana, oli havaittavissa myds varastoitaessa liuoksia le-
potilassa.

Hydrofobisten rajapintojen erikoismuoto muodostuu jaddytet-
tdessd vesiliuoksia esim. jdddytyskuivattaessa proteiineja. N&is-
sdkin rajapinnoissa tapahtuu proteiinien kuvattua denaturoitumis-
ta (U.B. Hansson, Acta Chem. Scand. 22 (1968) 483).

Denaturointiprosessi voi antaa proteiineille immunogeenisii
ominaisuuksia (so. kyvyn indusoida immunologisia torjuntareaktioi-
ta elimistdssd) tai voimistaa jo olemassa olevia immunogeenisid

ominaisuuksia. Lis3dksi biologiset ominaisuudet kuten entsymaattinen,
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serologinen tai hormonaalinen teho voivat muuttua tai hdviti.

Lisdksi on tunnettua, ettd proteiinien adsorptio rajapinnois-
sa, Jjotka muodostuvat vesiliuoksen ja nestemdisen hydrofobisen faa-
sin vdliin, voidaan estdd siten, ettd t#hdn systeemiin lis&dtdidn
monomeerisid pinta-aktiivisia aineita kuten alkyylialkoholeja (R.
Cecil ja C.F. Louis, Biochem, J 117 (1970) 147). N&m& aineet puo-
lestaan absorboituvat palautuvasti hydrofobisiin rajapintoihin ja
syrjdyttdvidt siten proteiinit. T&mdn menetelmdn haittana on, ettd
vesiliuoksessa on pinta-aktiivisten aineiden kdytttkonsentraation
oltava ldhelld kylldstymisarvoa, koska vain ndin varmistetaan ra-
japinnan optimikuormitus. Monissa tapauksissa rajapinnan koko ei
ole vakio, vaan vaihtelee (esim. liuoksen ja ilman rajapinta pro-
teiiniliuoksia sekoitettaessa tai ravisteltaessa), jolloin vesi-
liuoksen on vuoroin luovutettava uudelleen ja vastaanotettava ndi-
den pinta-aktiivisten aineiden molekyyleijd, so. liuoksessa on ol-
tava puskurivaranto. Koska kdyttdkonsentraation on oltava l&helld
kylldstymisrajaa tdmd on vain rajallisesti mahdollista.

Tdmdn menetelmdn lisdhaittana on, ettd mainitut monomeeri-
set pinta-aktiiviset aineet eivdt adsorboidu vain hydrofobisiin
rajapintoihin, vaan my&s liuenneiden proteiinien hydrofobisiin
alueisiin. Ndissd8 ne denaturoivat liuenneita proteiineja. Monissa
tapauksissa tdmd denaturointi on palautumaton ja juuri tdmd halu-
taan estdi.

Monomeeristen pinta-aktiivisten aineiden hydrofobisiin raja-
pintoihin ja myds liuenneiden proteiinien hydrofobisiin alueisiin
sitoutumisen voimakkuus riippuu aineiden hydrofobisuudesta, so.
alkyyliketjujen pituudesta. Mitd pitempi alkyyliketju on sitd voi-
makkaampi on sitoutuminen. Ristiriita, joka vallitsee rajapintojen
mahdollisimman t&dydellisen pinta-aktiivisilla aineilla kuormitta-
misen (saavutettavissa aineiden suurella hydrofobisuudella tai suu-
rella kayttdkonsentraatiolla) ja liuenneiden proteiinien hydrofo-
bisiin alueisiin kohdistuvan mahdollisimman pienen sitoutumisen vd-
1i118 tuntui ratkaisemattomalta.

Lisdksi DE-hakemusjulkaisusta 26 20 483 tunnetaan insuliini-
vesiliuos, joka el geeliydy ja jossa ei tapahdu erottumista varas-
toinnin aikana, kun liuokseen lisdt3d3dn ennen varastointia 0,1-20

paino-% jonkin korkeamman alkoholin polyoksietyleenieetterid.
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Niiden polyoksietyleenieettereiden, joiden molekyyliketjuis-
sa etyleeniyksik®t ja happiatomit vuorottelevat, ei todettu miten-
kisn suojaavan proteiinivesiliuoksia denaturoinnilta. Kyseisilla
etyleeniyksik®illd ei ilmeisesti ole sellaiseen suojavaikutukseen
tarvittavia hydrofobisia ominaisuuksia, koska ne sijaitsevat mole-
kyyliketjussa siten, ettd ne eivdt pddse vuorovaikutukseen hydro-
fobisten rajapintojen tai hydrofobisiin alueisiin liuenneiden pro-
teiinien kanssa.

DE-hakemusjulkaisusta 26 41 819 tunnetaan lisdksi farmaseut-
tinen perdpuikkovalmiste, joka sis&ltd4 (1) insuliinia, (2) perda-
puikkoperusmassaa ja (3) vdhintd4n yhtd absorptiota nopeuttavaa
ainetta ja muiden muassa ionitonta pinta-aktiivista poly(etyleeni-
oksidipropyleenioksidia), jonka mddrid on 0,001-0,5-kertaa perd-
puikkoperusmassan miir&. Ti&m&n julkaisun antamien tietojen perus-
teella ei ollut mahdollista valmistaa stabiilia proteiinivesiliuos-
ta, joka kestdi rajapinnoilla tapahtuvaa proteiinien denaturoitu-
mista.

Nyt on havaittu, ettd ketjumaisen perusrakenteen omaavat po-
lymeeriset aineet, joiden rakenteissa on vuorotellen heikosti hyd-
rofobisia ja heikosti hydrofiilisi¥d alueita, muuttavat rajapintoja
siten, ettd proteiinien adsorptio n#dihin rajapintoihin ja siten
mainitut sekundaarireaktiot kuten rajapinta-aggregoituminen estyvdt
tehokkaasti.

Keksinndn mukaiselle menetelmdlle stabiilin proteiinivesi-
liuoksen valmistamiseksi, joka kestdd rajapinnoilla tapahtuvaa
proteiinien denaturoitumista, on tunnusomaista, ettd proteiinive-
siliuokseen lis#t&din pinta-aktiivista homopolymeraattia, sekapoly-
meraattia tai mdhkdlepolymeraattia, jolla on kaava (I)

(I)

R,)Y - Xn - R

2 3

jossa Xn on ketju, joka sisdlt¥8 halutussa jérjestyksessd n jdsen-
td, joilla on kaava (II) tai (III)
fo i
-CH - CH -0 - - CH -0 -

(I1) (III)
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ja n on 2-80, edullisesti 8-45, R1 on H, -CH3 tai —CZHS, jolloin
ryhmdt R1 voivat olla samoja tai erilaisia ja vihintl4n puolessa
ketjun j&senistd X on —CH3 tai C2H5, Y on -O- tai -NH- ja R, ja

R3 ovat toisistaan riippumatta H tai orgaaninen ryhmi.

Erds keksinndn suoritusmuoto kdsittid insuliinivesiliuoksen
valmistuksen, jolloin liuckseen mahdollisesti lis#td%n insuliini-
liucksissa tavanomaisia lisHaineita isotonian, sdilyvyyden ja/tai
kestovaikutuksen sddtdmiseksi.

Keksinndn mukainen menetelmi proteiinivesiliuosten stabiloi-
miseksi soveltuu yleensd peptideille ja polypeptideille, jotka
adsorboituvat liuoksesta hydrofobiselle rajapinnalle. Tillaisista
peptideistd ja polypeptideistd voidaan mainita entsyymit, kuten
urikaasi, lysotsyymi, streptokinaasi, myoglobiini, neuraminidaasi;
peptidihormonit, kuten sekretiini, glukagoni, kalsitoniini, gast-
riini, ACTH, bradykiniini, kolekystokiniini, kasvuhormoni, ery-
tropoietiini, kilpirauhasta stimuloivat hormonit, tymosiini, hypo-
talamusta sddtelevit tekij¥t, relaksiini; seki proteiinit, joilla
on muita tehtdvid, kuten albumiini, erilaiset immunoglobuliinit,
fibroblasti-interferoni, leukosyytti-interferoni ja ihmisestd
perdisin oleva immuuni-indusoitu interferoni.

Erityisen edullisia ovat kaavan (I) mukaiset yhdisteet, jois-
sa R2 ja R3 merkitsevdt vetyd. Vidhemmin edullisia ovat kaavan (I)
mukaiset yhdisteet, joissa R3 on 1-20 hiiliatomia sisdltdvid alkyy-
li, 2-20 hiiliatomia sis&lt&dvi karboksyylialkyyli tai 1-10 alkyyli-
hiiliatomia sisgltdvd alkyylifenyyli. Edullisissa yhdisteissi R,
on samoin 1-20 hiiliatomia sisdltdv¥ karboksialkyyli tai 1-10 al-
kyylihiiliatomia sis&dltdvid alkyylifenyyli.

Esimerkkejd ryhmists R, ja R3 ovat metyyli, etoksi, propoksi,
butoksi tai ryhmét, jotka ovat perdisin lauryylialkoholista tai
myristyylialkoholista, karboksialkyyliryhmdt, jotka ovat periisin
etikkahaposta, propionihaposta, voihaposta, palmitiinihaposta tai
steariinihaposta, nonyylifenoksi, oleyyliamino tai stearyyliamino.

R2 tai R3 voidaan myds johtaa moniarvoisesta alkoholista
kuten glyseriinistd tai pentaerytriitistd tai moniarvoisesta karb-
oksyylihaposta kuten sitruunahaposta tai moniarvoisesta amiinista
kuten etyleenidiamiinista. Monifuktionaalinen ryhm& R, tai R3 voi
olla sitoutunut kahteen tai useampaan yll§ kuvattuun polyalkoksi-
ketjuun, jolloin muodostuu haarautuneita tuotteita.
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Keksinnbssi kiytettivien pinta-aktiivisten aineiden valmistus
tapahtuu tunnettuun tapaan lis4sm&ll4 kontrolloidusti alkyleeni-
oksideja alkyleenidiglykoleihin (tai moniarvoisiin alkoholeihin
tai amiineihin kuten pentaerytriittiin tai etyleenidiamiiniin, jol-
loin saadaan haarautuneita tuotteita). Piitehydroksyylifunktiot
voidaan mahdollisesti esterdidi tai eetterdidd. Yleisohje sopivan
mshkidlepolymeraatin valmistamiseksi on esitetty esimerkissd 1la.

Keksinndssi kiytettiville pinta-aktiivisille aineille on omi-
naista, ettd vesipitoisessa vidliaineessa jo 2-20C ppm:n pitoisuus
on tehokas. Voidaan olettaa, ettd némd aineet sijoittuvat rajapin-
taan siten, ettd niiden hydrofobiset ryhmidt tunkeutuvat hydrofobi-
seen faasiin ja niitid lomittavat hydrofiiliset ryhmdt vesifaasiin.
Koska yksittdisten hydrofobisten ryhmien hydrofobisuus on suhteel-
lisen heikko, ndiden yksittidisten hydrofobisten ryhmien sitoutumi-
nen muihin hydrofobisiin rakenteisiin kuten liuenneiden proteiinien
hydrofobisiin alueisiin lienee myds niin heikko, ettd se keksinndn
mukaisia pitoisuuksia kéytettdessd voidaan jattdd huomiotta. Vasta
kaikkien yksitt#isten hydrofobisten ryhmien sidosten summa saa suu-
ressa hydrofobisessa pinnassa (rajapinta, johon verrattuna liuen-
neiden proteiinien hydrofobiset alueet ovat hyvin pienid) aikaan
sen, etti nimi aineet peittivit rajapinnat pienilldkin kdyttépi-
toisuuksilla optimaalisesti.

Molekyylimuodon, joka keksinn&ssé kdytettdvilld pinta-aktii-
visilla aineilla on vesiliuoksessa, on poikettava muodosta, joka
niilli on pinnassa. Vesiliuoksessa polymeeriketjun muoto on sel-
lainen, ettd hydrofobiset alueet kumoavat toisensa ja hydrofiili-
set alueet tunkeutuvat ulospidin vesipitoiseen ympdristddn. Tamd
aikaansaa eritt&in hyvin liuokoisuuden vesivéliaineisiin ja tarjol-
la on riitt#vin suuri puskurivaranto, joka rajapintojen koon jat-
kuvastikin muuttuessa mahdollistavat rajapintojen optimikuormituk-
sen mainituilla aineilla.

Adsorption ja denaturoinnin esto keksinn&ssd kdytettdvilld
lisdaineilla on sitikin yllittdvimpds, koska kuten ylld kuvattiin
monomeeristen, liukoisten pinta-aktiivisten aineiden (puhdistus-
aineiden) lisiys nopeuttaa proteiiniliuosten ja erityisesti insu-

liinin denaturoitumista.
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Keksinndn mukaiset polymeeriset pinta-aktiiviset aineet
voidaan joko sekoittaa proteiiniliuokseen tai niill4i voidaan esi-
kdsitelld pintoja, jotka joutuvat kosketukseen proteiiniliuoksen
kanssa.

Mainittujen polymeeristen pinta-aktiivisten aineiden lisdys
proteiiniliuoksiin ei rajoitu vain hoitoon k#ytett&viin liuoksiin.
Nditd aineita voidaan lis&td proteiiniliuoksiin myds proteiinien
valmistus- ja puhdistusprosessissa estimiddn adsorptiota ja denatu-
rointia rajapinnoissa erityisesti proteiiniliuosten geelikromato-
grafiassa ja ultrasentrifugoinnissa.

Insuliinin denaturoituminen on palautuva prosessi. Kidsitte-
lemdlld denaturoitunutta insuliinia helppoliukoisilla puhdistus-
aineilla (esim. natriumdodekyylisulfaatilla), vesipitoisilla, emik-
sisilld vdliaineilla pH-arvossa yli 10,5 tai konsentroidulla tri-
fluorietikkahapolla voidaan denaturoituneet tuotteen palauttaa al-
kuperdiseen tilaan. On myds mahdollista mainituissa olosuhteissa
palauttaa alkuperdistilaan tavanomaisessa valmistusprosessissa saa-
tavien insuliinien denaturocituneen insuliinin vidhdinen osa ennen
kuin ndiden tuotteiden liuokset saatetaan kosketukseen keksinn®ss#
kdytettdvien pinta-aktiivisten aineiden kanssa.

Hoitoon k&dytettédvdt insuliiniliuokset voidaan valmistaa seu-
raavan yleisvalmistusohjeen mukaan.

Liuotetaan jopa 1 500 CNO kansainv#listd yksikkd4 (IE) nauta-,
sika- tai ihmisinsuliinia tai ndiden insuliinien des-B1-fenyyliala-
niinijohdannaista, jossa voi olla jopa 0,8 paino-% sinkki&, 400
ml:aan vettd ja lisd&tddn samalla 1-n kloorivetyhappoa. Ti&m4 liuos
sekoitetaan 500 ml:aan liuosta, jossa on sdildntdainetta kuten fe-
nolia, kresolia tai p-hydroksibentsoehappometyyliesterid, ainetta
isotonian s&ddtdmiseksi kuten natriumkloridia, glyseriinid, glukoo-
sia tai vastaavaa hiilihydraattia ja suolaa pH-arvon puskuroimisek-
si kuten natriumfosfaattia, -asetaattia, -sitraattia, 5,5-dietyyli-
barbitaalinatriumia tai tris-(hydroksimetyyli)-aminometaania. Li-
sdksi tdm8 liuos voi sisdltd4 kestovaikutusapuainetta kuten surfee-
nia hidastetun insuliinivaikutuksen saavuttamiseksi. pH s#idetdin
arvoon 3,0-4,0 tai 6,8-7,5 1-n kloorivetyhapolla tai 1-n natrium-
hydroksidiliuoksella. Sitten lisitddn 50 ml vesiliuosta, jossa on
2-20C mg keksinntssd kdytettidvdi pinta-aktiivista ainetta. Liuos
tdytetddn 1,0 litraksi.
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T4llainen hoidollinen insuliiniliuos voidaan sekoittaa amor-
fista tail kiteistd, hitaasti wvaikuttavaa insuliinia sisdltdvddn
suspensioon.

Esimerkki 1

a) Kymmenen litran lasikolviin, joka oli varustettu sekoit-
timella, kuumennushauteella, palautusjishdyttimelld ja laitteella
alkyleenioksidien annostelemiseksi typpisuojassa, lisdttiin 152,1 g
propyleeniglykolia ja 125 g 40 $:sta kaliumhydroksidiliuosta. Vesi
poistettiin tislaamalla vakuumissa. Sitten lisdttiin hitaasti ja
sekoittaen 120°C:ssa perdkkdin 4141 g propyleenioksidia ja 476 g
etyleenioksidia. Reaktion pddtyttyd kaliumhydroksidi neutraloitiin
1is44mil1l8 maitohappoa. Helposti haihtuvat komponentit poistettiin
tislaamalla vakuumissa ja tuotteesta poistettiin vesi. Tuotteen
keskimi&riinen molekyylipaino oli 2000 Daltonia ja sen polyoksi-
etyleenipitoisuus molekyylissd oli 1C paino-%.

b) Kaksi ndytettd, joissa kummassakin oli 10 ml nautaseerumi-
albumiinin tai ihmisalbumiinin 0,1 %:sta liuvosta 0,01~-m fosfaatti-
puskurissa, pH 7, ja kaksi samanlaista niytettd, joihin oli lisdt-
ty stabilisaattorina 10 ppm (liuoksen painosta) mohk&dlepolymeraat-
tia, joka muodostui polypropyleeniglykolin suorasta ketjusta, kes-
kimiiriinen molekyylipaino 1750 Daltonia, johon molemminpuolisesti
oli kummallekin puolelle sekapolymeroitu 5 % polyetyleeniglykolia,
ravisteltiin 37°C:ssa. Molemmissa ensimmdisissé nidytteissd ndkyi 7
ja vastaavasti 30 vuorokauden kuluttua voimakas, denaturoituneen
proteiinin aiheuttama samennus. Molemmat stabilisaattoria sisdltéa-
vit niytteet olivat vield usean kuukauden kuluttua kirkkaita.

Esimerkki 2

Kymmeneen niytteeseen, joissa kussakin oli E. colista saadun
ﬁ-galaktosidaasientsyymin 0,01 %$:sta liuosta 0,01-m fosfaattipus-
kurissa, pH 7, ja 3 x 106,uU/ml, lisittiin kasvavana sarjana 10 -
100 mg silikonidljy& AK 350. Suspensioita ravisteltiin 48 tuntia
5Cc:ssa. T&1186in muodostui emulsio, joka ultrasentrifugoimalla
(40 000 g, 30 minuuttia, 4°c) jakaantui kahdeksi faasiksi. Entsyy-

miaktiivisuus méiritettiin vesifaasista. Osoittautui, ettd sili-
konidljyemulsio oli adsorboinut entsyymin 70 $:iin saakka. Kun koe
toistettiin lisiten 100 ppm (liuoksen painosta) seuraavaa vhdis-
tettd:
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CH

CH3—(CH2)12—CH2—O-(—CH2-CH2-O-)4-(-CH2~CH-O—)4—H

3

voitiin havaita, ettd tédmidn pinta-aktiivisen yhdisteen l&dsndolles-
sa yhtd&n entsyymiaktiivisuutta ei ollut adsorboitunut silikoni-
6ljyyn.

Esimerkki 3

Jaettiin kahteen yht#d suureen osaan 10 ml vesisuspensiota,
jossa oli polystyreenihelmid (Dow-Latex(R)), keskimdirdinen halkai-
sija 0,481 jum. Toista osaa ei kdsitelty ja toista osaa sekd 50 mg
m8hkdlepolymeraattia, joka muodostui polypropyleeniglykolin suo-
rasta ketjusta, keskimidirdinen molekyylipaino 2250 Daltonia, johon
molemminpuolisesti oli kummallekin puolelle sekapolymeroitu 5 %
polyetyleeniglykolia, ravisteltiin kaksi vuorokautta huoneen lamps-
tilassa. Sitten ylimd&r4 poistettiin dialysoimalla vesiliuoksen
suhteen, jossa oli 20 ppm t#td polymeeristd pinta-aktiivista ainet-
ta.

Seuraavassa taulukossa mainituista proteiineista valmistet-
tiin kustakin kaksi 3 ml:n liuosta, jossa oli merkitty konsentraa-
tio pH 7-fosfaattipuskurissa. Kutakin n&distd liuoksista ja vastaa-
vasti 500 ml kdsittelem&tdntd ja ylld kuvatulla tavalla esikdsi-
teltyd polystyreenisuspensiota ravisteltiin 5°C:ssa. Sitten jokai-
nen niyte suodatettiin kirkkaaksi 0,2 um suodattimen ldpi. Suodos-
ten proteiinipitoisuudet ilmenevdt taulukosta:

Proteiini Proteiinipitoisuus liuoksissa

A B C
mg/ml mg/ml mg/ml
Ihmis~ V*~globuliini 1,2 1,2 0,2
Muna-albumiini 0,5 0,50 0,22
Lysotsyymi 1,0 0,95 0,25
Sekretiini 1,0 1,0 0,3
Glukagoni 1,0 0,9 0,3
Insuliini 1,0 1,0 0,2
A = 3 ml kdytettyjd proteiiniliucksia + 450 ml puskuria
B = esikisiteltyjen polystyreenipintojen kanssa kosketuksen jdlkeen
C = kisittelemittbmien polystyreenipintojen kanssa kosketuksen j&dl-

keen
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Tamd koe toistettiin 37°C:ssa. T4118in suodoksia lisdksi tut-
kittiin geelikromatografioimalla pylvd&dssd. Osoittautui, ettd ka-
sittelemdttdmien polystyreenihelmien kanssa kosketuksessa olleet
proteiiniliuokset sisilsivdt suurimolekyylisid aggregaatteja. Esi-
kidsiteltyjen polystyreenihelmien kanssa kosketuksessa olleissa pro-
teiiniliuoksissa ei voitu havaita tdllaisia aggregaatteja.

Esimerkki 4

Viisi nYytettsd, joissa kussakin oli 10 ml glukagonin 0,1 %:sta
liuosta 0,05-m tris/HCl-puskurissa, pH 8,0, ja viisi samanlaista
nidytettd, joihin oli lisdtty 50 ppm (liuoksen painosta) seuraavaa
yvhdistettd:

o,

CH3-(CH2) -CH,-0-(-CH —CH2—O-)4-(—CH2-CH-O-)4-H

14 2 2

ravisteltiin huoneen l&mpdtilassa. Viidessd ensimmdisessd ndyttees-
s4 nidkyi neljin vuorokauden kuluttua saostuneen, denaturoituneen
proteiinin aiheuttama samennus. Ndytteet, joihin oli lis&tty pinta-
aktiivista ainetta, sdilyivdt useita viikkoja kirkkaina.

Esimerkki 5

Ampulleja, joissa kussakin oli 1-5 ml 0,1 %:na liuoksena pep-

tidihormoneja sekretiini, kalsitoniini, glukagoni, gastriini, ad-
renokortikotrooppinen hormoni (ACTH), bradykiniini, kolekystokinii-
ni (CCK), gastriinia inhiboiva polypetidi (GTP), vasoaktiivinen
suolipolypeptidi (VIP) ja luteiinisoiva-releasing-hormoni (LHR)
0,05-m tris/HCl-puskurissa, pH 7,5 ja samanlaisia ndytteitd, joi-
hin oli lisdtty 10 ppm (liuoksen painosta) m&hkdlepolymeraattia,
joka muodostui polypropyleeniglykolin suorasta ketjusta, keksimdd-
rdinen molekyylipaino 2000 Daltonia, johon molemminpuolisesti oli
kummallekin puolelle sekapolymeroitu 5 % polyetyleeniglykolia, ra-
visteltiin 37°C:ssa. Nidytteissd ilman stabilisaattoria ndkyi muuta-
man vuorokauden kuluttua voimakas, denaturoituneen proteiinin ai-
heuttama samennus. Stabiloidut ndytteet olivat useankin kuukauden
kuluttua kirkkaita.

Esimerkki 6

Muna-albumiinin, ihmisimmunoglobuliini-G:n tai valaan myoglo-
biinin 0,1 %:sta liuoksista 0,01-m fosfaattipuskurissa, pH 7, ja
samanlaisista liuoksista, joihin oli lisdtty 0,1 % (liuocksen painos-

ta) seuraavaa yhdistettd:
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R ////R
N-CH,-CH,-N.
//// 2 2 \\\
R R
e,
R = -(CHz-CH-O)n - (-CHZ-CHZ-O-)m‘H

jolloin n ja m valittiin siten, ettd ylld olevan yhdisteen keski-
mddrdiseksi molekyylipainoksi tuli 12 500 Daltonia ja sen etyleeni-
oksidiosuudeksi 40 %, poistettiin aggregaatit ultrasentrifugoimal-
la (esim. 100 000 g, 90 minuuttia). Ravisteltiin 37%C:ssa ampulle-
ja, jotka sisdlsivdt 10 ml nditd liuoksia. Ndytteissd ilman stabi-
lisaattoria ndkyi muutaman tunnin kuluttua voimakas, saostuneen,
denaturoituneen proteiinin aiheuttama samennus. Ndytteet, joihin
0li lis&tty pinta-aktiivisia aineita, sdilyivdt useita kuukausia
kirkkaina ja analyyttisen ultrasentrifugoinnin j&dlkeen nijissé ei
ollut uusia aggregaatteja.

Esimerkki 7

Kiteytettyd nautainsuliinia (40 000 IE), jossa oli 0,5

paino-% sinkki&d, liuotettiin 200 ml:aan vettd 3 ml:n kera 1-n kloo-

rivetyhappoa. T&hdn liuokseen lis#ttiin 700 ml liuosta, jossa oli
1 g p-hydroksibentsoehappometyyliesterid, 16 g glyseriinid ja
1,4 g natriumasetaatti-3 Hzo:ta. Liuoksen pH s#&dettiin arvoon
6,9-7,4 1-n natriumhydroksidiliuoksella. Kun oli lisdtty 5 ml li-
neaarisen polypropyleeniglykolin, keskim&ddrdinen molekyylipaino
2000 Daltonia, 0,1 %:sta vesiliuosta, tdytettiin vedelld 1,0 lit-
raksi ja liuos steriilisuodatettiin.

Esimerkki 8

Naudan kiteytettyd des-Bi-fenyylialaniini-insuliinia
(100 000 IE), jossa oli 0,6 paino-% sinkkid, liuotettiin 200
ml:aan vettd 3 ml:n kera 1-n kloorivetyhappoa. Tdh#dn liuokseen
lisdttiin 700 ml liuosta, jossa oli 2 g fenolia, 17 g glyseriinid
ja 6,057 g tris~(hydroksimetyyli)-aminometaania, jonka pH oli sdd-
detty arvoon 7,6 35 ml:lla 1-n kloorivetyhappoa. Liuoksen pH sdé&a-
dettiin arvoon 7,2-7,6. Kun oli lisdtty 10 ml yhdisteen
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1 $:sta vesiliuosta tédytettiin vedelld 1,0 litraksi ja liuos ste-
riilisuodatettiin.

Esimerkki 9

Amorfista nautainsuliinia (1 00C 00O IE), jossa oli 0,8 pai-
no-% sinkki&d, liuotettiin 40C ml:aan vettd 5 ml:n kera 1-n kloori-
vetyhappoa. Tdhdn liuokseen lisdttiin 500 ml liuosta, jossa oli
2,5 g fenolia, 16 g glyseriinid ja 1,78 g Na2HPO4-2 H20:ta. Liuok-
sen pH sd&ddettiin arvoon 7,2-7,5. Kun oli lisd&tty 5 ml lineaari-
sen polypropyleeniglykolin, keskimddrdinen molekyylipaino 1750
Daltonia, 0,1 %$:sta vesiliuosta tdytettiin vedelld 1,0 litraksi
ja liuos steriilisuodatettiin.

Esimerkki 10

Nautainsuliinia (40 000 IE), joka mdhkdlepolymeraatin l&dsnd-
ollessa, joka muodostui polypropyleeniglykolin suorasta ketjusta,
keskimddrédinen molekyylipaino 1750 Daltonia, johon molemminpuoli-
sesti oli kummallekin puolelle sekapolymeroitu 5 % polyetyleenigly-
kolia, oli puhdistettu kromatografoimalla ja joka sis&lsi 0,6
paino-% sinkkid, liuotettiin 200 ml:aan vettd 3 ml:n kera 1-n kloo-
rivetyhappoa. Tdhd&n liuokseen lis#ttiin 700 ml liuosta, jossa oli
2,5 g m-kresolia, 50 g glukoosia, 1,4 g natriumasetaatti-3 Hzo:ta
ja 10 mg ylld mainittua moéhk&lepolymeraattia. Liuoksen pH sididet-
tiin arvoon 6,9-7,4 1-n natriumhydroksidiliuoksella, tdytettiin 1,0
litraksi ja steriilisuodatettiin.

Esimerkki 11

Kiteytettyd sikainsuliinia (40 000 IE), jossa oli 0,6 paino-%
sinkkid, liuotettiin 200 ml:aan vettd 3 ml:n kera 1-n kloorivety-

happoa. Td&hdn liuokseen lis&ttiin 700 ml liuosta, jossa oli 1 g
p-hydroksibentsoehappometyyliesterid, 17 g glyseriinii, 1,4 g nat-
riumasetaatti-3 HZO:ta ja 10 mg lineaarista polypropyleeniglykolia,
keskimd&rdinen molekyylipaino 1750 Daltonia. Liuoksen pH siidettiin
arvoon 6,9-7,4. Tdytettiin vedelld 1,0 litraksi ja liuos steriili-
suodatettiin.
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Esimerkki 12
Kiteytettyd nautainsuliinia (450 000 IE), joka m&hkdlepoly-

meraatin ldsndollessa, joka muodostui polypropyleeniglykolin suo-
rasta ketjusta, keskimidlirdinen molekyylipaino 1750 Daltonia, johon
molemminpuolisesti oli kummallekin puolelle sekapolymeroitu 5 %
polyetyleeniglykolia, oli puhdistettu tavanomaisen kromatografia-
menetelmdn avulla ja joka sisdlsi 0,5 paino-% sinkkid, liuotettiin
400 ml:aan 0,03-n kloorivetyhappoa ja t&h3n liuokseen lisHttiin
liuvos, jossa o0li 150 mg ZnClzzta ja 5 mg kromatografiassa kidytet-
tyd mbhkdlepolymeraattia 100 ml:ssa 0,03-n kloorivetyhappoa. Liuos
steriilisuodatettiin ja siihen sekoitettiin 500 ml samoin sterii-
lisuodatettua liuosta, jossa oli 70 g natriumkloridia, 14 g nat-
riumasetaatti-3 H,0:ta, 5 mg kromatografiassa kidytettyd mshkile-
polymeraattia ja 10 ml 1-n natriumhydroksidivesiliuosta. Seoksen
pH sdddettiin arvoon 5,4 ja sekoitettiin 48 tuntia huoneenlimps-
tilassa, jolloin insuliini kiteytyi romboedreiksi. Kidesuspensioon
lisdttiin 10,25 litraa steriilid liuosta, jossa oli 20 g natrium-
kloridia, 1,75 g natriumasetaatti-3 H20:ta, 11,25 g p-hydroksi-
bentsoehappometyyliesterid ja 102,5 mg kromatografiassa k&ytettyi
mdhk&lepolymeraattia. pH siddettiin arvoon 6,9-7,3 lisdamdlls ti-
puttaen 1-n natriumhydroksidiliuosta.

Esimerkki 13

Kiteytettyd nautainsuliinia (40 000 IE), joka oli yhdisteen

0

ldsndollessa puhdistettu tavanomaisen kromatografiamenetelmin
avulla ja joka sisdlsi 0,5 paino-% sinkkid, liuotettiin 200 ml:aan
vettd 3 ml:n kera 1-n kloorivetyhappoa. T&hdn liuokseen lisdttiin
700 ml liuosta, jossa oli 1 g p-hydroksibentsoehappometyyliesteril,
50 g glukoosia, 0,175 g surfeenia ja 100 mg samaa ainetta kuin
kromatografiassa k&ytetty. Liuoksen pH sdddettiin arvoon 3,3-3,5
valinnaisesti 1-n kloorivetyhapolla tai 1=-n natriumhydroksidiliuok-
sella, tdytettiin vedelld 1,0 litraksi ja steriilisuodatettiin.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd vesipitoisen proteiiniliuoksen valmistamiseksi,
joka kestdd rajapinnoilla tapahtuvaa proteiinien denaturoitumista,
tunnettu siitd, ettd vesipitoiseen proteiiniliuokseen lisé&-
tddn pinta-aktiivista homopolymeraattia, sekapolymeraattia tai
m8hkdlepolymeraattia, jolla on kaava (I)

(1)

R)Y-X -R
n

2 3

jossa Xn on ketju, joka sisdltd8 halutussa jdrjestyksessd n ja-
sentd, joilla on kaava (II) tai (III)

ll‘l 1“1 ffl
-CH - CH -0 - - CH-0 -
(II) (III)

ja n on 2 - 80, edullisesti 8 - 45, R1 on H, —CH3 tai -C2H5,
jolloin ryhmét R1 voivat olla samoja tai erilaisia ja ovat v&hin-
tddn puolessa ketjun X, jdsenistd -CH, tai -C2H5, Y on -0- tai
-NH~- ja R2 ja R3 ovat toisistaan riippumatta H tai orgaaninen
ryhmd.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un ne t -
t u siitd, ettd R, ja R, merkitsevdt vetyd.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t -
t u siitd, ettd R2 ja/tai R3 ovat vdhintddn kolmiarvoisia ja ne
ovat sitoutuneet kolmen tai useamman polyalkoksiketijun -Xn kans-
sa haarautuneiksi tuotteiksi.

4. Yhden tai useamman patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen
menetelmd, t unne t tu siitd, ettd vesipitoisessa védliai-
neessa on 2 - 200 ppm pinta-aktiivista ainetta.

5. Yhden tai useamman patenttivaatimuksista 1 - 4 mukainen
menetelmd, t unne t t u siitd, ettd proteiini on insuliini
ja ettd liuos mahdollisesti sisdltdd insuliiniliuoksissa tavan-
omaisia lisdaineita isotonian, s#dilyvyyden ja/tai kestovaikutuk-
sen sddtdmiseksi.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t un ne t -
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t u siitd, ettd sekoitetaan nauta-, sika-~ tai ihmisinsuliinin
tai ndiden insuliinien des~-Bl-fenyylialaniinijohdannaisen liuos,
joka sisd@ltdd jopa 0,8 % sinkkid insuliinin painosta, ja kaavan
(I) mukaista yhdistettd sisdltdvd liuos ja mahdollisesti lisd-
t88n isotonian sddtbainetta kuten glyseriinid, natriumkloridia,
glukoosia tai vastaavaa hiilihydraattia, sdil®bntdainetta kuten
fenolia, kresolia tai p-hydroksibentsoehappometyyliesterid ja
pH-arvon puskuroimisainetta kuten natriumfosfaattia, -asetaattia,
-sitraattia, 5,5-dietyylibarbitaalinatriumia tai tris-(hydroksi-
metyyli)-aminometaania.

7. Menetelmd kestovaikutteisen insuliinivalmisteen val-
mistamiseksi, t un n e t t u siitd, ettd patenttivaatimuksen
5 tai 6 mukaisesti valmistettuun insuliiniliuokseen lis&t&dn hi-
taasti vaikuttavaa insuliinin kestovaikutuskomponenttia.

8. Menetelmd hydrofobisten pintojen kdsittelemiseksi pois-
tamaan niiden proteiineihin kohdistama adsorboiva ja denaturoiva
vaikutus, tunne t tu siitd, ettd pintoja kdsitell&&n jolla-
kin patenttivaatimuksissa 1 - 4 mé8ritellylld kaavan (I) mukaisen
pinta-aktiivisen aineen vesiliuoksella.

9. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 4 mukaisesti valmis-
tetun liuoksen kdyttd puhdistettaessa proteiineja kromatografoi-
malla tai ultrasuodattamalla.

10. Patenttivaatimuksen 5 mukaisesti valmistetun liuocksen
kdyttd puhdistettaessa insuliinia kromatografoimalla tai kiteyt-
tdm&1l14.

11. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 3 mukaisesti mddri-
tellyn kaavan (I) mukaisen pinta-aktiivisen aineen kdytt8 hydro-
fobisten pintojen esikésittelemiseksi estdmddn proteiinien ja

erityisesti insuliinin adsorptio tai denaturoituminen.
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Patentkrav

1. F6rfarande f6r framstdllning av en vattenhaltig protein-
18sning, som &r bestédndig mot denaturering av proteinerna vid gré&ns-
ytorna, k @& nnetecknat ddrav, att man till en vattenhaltig
proteinl8sning sdtter ett ytaktivt homopolymerisat, blandpolymerisat
eller blockpolymerisat med formeln (I)

(1)

R2Y - Xn - R3

vari Xn 4r en kedja med n leder med formeln (II) eller (III)

1,‘1 II‘l ‘I‘l
-CH - CH -0 - -CH - O -
(II) (I11)

i godtycklig ordningsf$ljd och n dr 2 - 80, fdrdelaktigt 8 - 45,
R1 dr H, —CH3 eller -CZHS,
olika och 4r i Atminstone hdlften av kedjelederna X -CH, eller
—02H5, Y d4r -0O- eller -NH- och R2 och R3 dr oberoende av varandra
H eller en organisk grupp.

2. F8rfarande enligt patentkravet 1, k &nneteck -
n a t ddrav, att R2 och R3 ar vite.

3. F8rfarande enligt patentkravet 1, k dnneteck -

n a t ddrav, att R2
f8renade med tre eller flera polyalkoxikedjor --Xn till fdrgrenade

varvid resterna R1 kan vara lika eller

och/eller R3 4r atminstone trevdrda och

produkter.

4, F8rfarande enligt ett eller flera av patentkraven 1 - 3,
k annetecknat dirav, att det vattenhaltiga mediet
innehdller 2 - 200 ppm av en ytaktiv substans.

5. F8rfarande enligt ett eller flera av patentkraven 1 - 4,
k Ennetecknat dirav, att proteinet &r insulin och att
18sningen eventuellt innehdller de vid insulinl®sningar sedvanliga
tillsatsdmnena f¥r reglering av isotoni, hdllbarhet och/eller
depaverkan.

6. F8rfarande enligt patentkravet 5, k @&nneteck -

n at dirav, att man blandar en 1l8sning av n&t-, svin- eller



18 70671

humaninsulin eller av ett des-Bl-fenylalaninderivat av dessa
insuliner, vilken innehdller upp till 0,8 % zink av insulinets
vikt, med en 18sning innehdllande en f8rening med formeln (I)

och eventuellt tills&tter ett isotonireglerande medel s&som
glycerin, natriumklorid, glukos eller motsvarande kolhydrat,

ett konserveringsmedel sdsom fenol, kresol eller p-hydroxibensoe-
syrametylester och ett buffertmedel f¥r reglering av pH-virdet
sasom natriumfosfat, -acetat, -citrat, 5,5-dietylbarbitalnatrium
eller tris-(hydroximetyl)aminometan.

7. F8rfarande f8r framstdllning av ett insulinpreparat
med depdverkan, k 8 nne tecknat dirav, att man till en
enligt patentkravet 5 eller 6 framst#lld insulinl8sning sdtter
en fdrdrdjande verkande depdkomponent av insulin.

8. Fdrfarande f8r behandling av hydrofoba ytor f£&r
avldgsnande av deras adsorberande och denaturerande verkan pa
proteiner, k & nne t e c knat dirav, att man behandlar
ytorna med en vattenl&sning av en ytaktiv substans med formeln
(I), som definierats i patentkraven 1 - 4.

9. Anvdndning av en 18sning framst4lld enligt ndgot av
patentkraven 1 - 4 vid rening av proteiner genom kromatografi
eller ultrafiltrering.

10. Anvdndning av en 18sning framstdlld enligt patent-
kravet 5 vid rening av insulin genom kromatografi eller kris-
tallisering.

11. Anvédndning av en ytaktiv substans med formeln (I),
definierad enligt ndgot av patentkraven 1 - 3 vid f8rbehandling
av hydrofoba ytor f8r att undvika av adsorption eller denaturering

av proteiner och i synnerhet av insulin.

Viitejulkaisuja-Anférda publikationer

Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: Saksan liittotasavalta-F&rbundsrepubliken
Tyskland(DE) 2 620 483 A1 (A 61 K 37/26), 2 641 819 A1 (A 61 K 37/26).
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