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Nye farmaceutiske praparater af cplest zinkinsulin
med forbedre: fysisk stabilitet fremstallies ved at insulin
bringes 1 cplesning sammen med et 1 det vasentlige ionaseret

calcium- eller magnesiumsalt.

De nye insulinprzparater er isar egende til anven-
delse i insulinpumpe-udstyr.



Denne opfindelse angdr en fremgangsmade til frem-
stilling af nye stabiliserede insulinprzparater, som specielt
er tilpasset til anvendelse i pumpeudstyr til kontinuerlig
indgift af insulin. Der har 1 de senere dr veret ydet en
stadig stigende indsats med henblik pa udviklingen af bareba-
re eller implanterbare systemer til kontinuerlig indgift af
insulin. Hovedformdlet med disse bestrabelser har veret at
give diabetespatienten mulighed for at administrere insulin
p& en made, som er lettere at tilpasse til de degnmessige
variationer i patientens fysiologiske insulinbehov, end det

har veret muligt ved konventionel anvendelse af insulin.

149833



Den mekaniske del af en anordning til kontinuerlig
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indgift af insulin omfatter i det vaesentlige_sadanne elementer

som et insulinreservoir, et pumpesystem og et kateter tilpas-
set den valgte administrationsmdde, som sadvanligvis er
enten subkutan, intravenes eller intraperitoneal. Pumpesy-
stemet kan vere automatisk aktiveret og kan tillige vare
forsynet med en manuel regulering af insulinindgiften pa

tidspunkter, hvor der er szrligt behov herfor.

Hvis insulinoplesningen tilfegres fra en sprejte, vil
denne sadvanligvis ogsd fungere som insulinreservoir. An-
ordninger af sprgjtetypen bazres sadvanligvis uden pé& kroppen.
Imidlertid er der ogs& udviklet betydeligt mere komplicere-
de systemer, i hvilke hele den mekaniske enhed er konstrueret
med henblik p& implantering, sadvanligvis subkutant. Insulin-
reservoiret vil sadvanligvis vare tilpasset til perkutan

genopfyldning.

Insulinets tilbgpjelighed til udfzldning i kommer-
cielt tilgzngelige opleésninger, hvorved savel de mekaniske
dele som infusionskateteret tilstoppes, har vist sig at ud-
gore en vasentlig hindring for videreudvikling og sikrere
klinisk anvendelse af pumpeudétyr til kontinuerlig indgift.
Derudover bestraber man sig af nzrliggende grunde pd at ud-
vikle stadigt mindre typer af insulinpumper. Derved opstar
et behov for mere koncentrerede insulinoplgsninger end de,
der hidtil har varet tilg®ngelige, hvilket yderligere med-

virker til at forvarre de ovenfor nzmte problemer.

Almindeligvis antages det, at forklarihgen pa ud-
feldningsfznomenet md seges i insulinets tilbepjelighed til
at danne uopleselige fibriller, iszr hvis insulinoplesninger
opbevares ved hgjere temperaturer i langere tid. Visse kends
gerninger tyder ogsd p&, at en hvilken som helst art af be-
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vaegelse af eller i oplesningen, herunder f.eks. den tur-
bulens, der induceres ved dens passage gennem et lille tver-
snit eller snever abning, inducerer insulin fibrillering. Det
er indlysende, at insulinoplesninger udszttes for de fleste
af eller alle s&danne pavirkninger i insulinpumpe-udstyr af
en hvilken som helst type. De kendte insulinpraparaters gene-
relle mangler i sd henseende er fyldestga;ende dokumenterét i
litteraturen, f.eks. i en nyligt publiceret oversigtsartikel
af W.D. Lougheed et al. (Diabetologia vol. 19 (1980) pp. 1 -
9).

Til lesning af dette problem har det varet foresla-
et at anvende sure insulinoplesninger eller neutrale formule-
ringer af insulin indeholdende en sukkerart, f.eks. glucose
(D.S. Schade et al.: Satelite-Symposium to léth European
Association for the Study of Diabetes-Meeting, Greece 22 - 23
Sept., 1980, p. 107) eller et syntetisk ikke-ionisk over-
fladeaktivt middel (H. Thurow: DE offentliggerelsesskrift nr.
29 52 119).

Tmidlertid er insulin kemisk ustabilt i syre, selv
under legemstemperatur. Endvidere kan det, pa& reversibel
eller irreversibel mdde, reagere med kulhydrater. Ydermere
kunne det ovenfornavnte overfladeaktive middel pa grund af
dets ufysiologiske karakter vare at betragte som ugnsket i

legemidler til parenteral anvendelse.

De ovenfor navnte ulemper afhjzlpes i henhold til
den foreliggende opfindelse, som anviser en fremgangsméde til
fremstilling af nye insulinoplesninger, i hvilke insulinet
sammenlignet med konventionelle insulinprazparater udviser en
vesentligt formindsket tilbpjelighed til udfzldning under de

i insulinpumpe-udstyr herskende betingelser.



Det har ifplge opfindelsen vist sig, at calcium-
eller magnesiumioner i visse koncentrationer kan udgve en
stabiliserende effekt pd insulinoplesninger. Dette er en
overraskende iagttagelse, idet calcium analogt med andre
divalente metalioner almindeligvis er kendt for at danne
tungt opleselige komplekser med insulin og at nedsztte zink-
insulinets oplgselighed ved neutral pH (J.E. Pitts et al.:
Insulin, Chemistry, Structure and Function of Insulin and
Related Hormones, p. 674 (Walther de Gruyter & Co. 1980);
S.0. Emdin et al.: Diabetologia 19 (1980) pp. 174 - 182).

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer en frem-
gangsmade til fremstilling af et zinkinsulinprzparat, der er
egnet til anvendelse i insulinpumpe-udstyr ved at vare fysisk
stabilt under de deri herskende betingelser, hvilken frem-
gangsmade er saregen derved, at zinkinsulin bringes i oples-
ning sammen med i det vaesentlige ioniseret calcium eller
magnesium i en koncentration, der i det mindste er ca. 0.4 x
lO.3 molar, og hvor koncentrationen ikke overstiger molari-
teter pa ca. 10-2, 3 x 10773 og 2 X 1073

tioner svarende til henholdsvis 5, 50 og 1000 internationale

for insulinkoncentra-

insulinenheder pr. ml, at pH instilles pa 7 - 8, at der end-
videre tilszttes et konserveringsmiddel og, om gnsket, et
ikke?ioniserende middel til regulering af osmotisk tryk
og/eller en puffer, som ikke danner komplekse eller tungtop-
lgselige forbindelser med calcium- eller magnesiumioner.

I henhold til en foretrukken udferelsesform for
fremgangsmaden ifelge opfindelsen tilszttes calcium- eller
magnesiumionerne i form af et salt af saltsyre, svovlsyre,
eller saltpetersyre. I henhold til yderligere en foretrukken

udfgrelsesform er det tilsatte salt et calciumsalt.
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Insulinopl@sningernes stabilitet (malt ved hjzlp af
den i det efterfelgende beskrevne metode) oges almindeligvis
med stigende koncentration af Ca++ eller Mg++ op til et
punkt, hvor nasten pjeblikkelig udfzldning af insulin kan
forekomme. Ved stuetemperatur, hvor insulinets oplgseligheds-
forhold er tilnzrmelsesvis sammenlignelige med de tilsvarende
ved temperaturen for stabilitetstesten (se nedenfor), falder
den ovre koncentrationsgranse for Ca++ eller Mg++, der ikke
medfgrer udfzldning, fra ca. 1072 molar til ca. 3 x 1073
molazr over et insulinkoncentrationsinterval svarende til fra
5 til 50 internationale enheder pr. ml, og til omkring 2 x
10—3 over koncentrationsintervallet svarende til fra 50 til

1000 internationale enheder pr. ml.

Den totale molare koncentration af andre metalsalte
end saltene af calcium eller magnesium, som f.eks. natrium-
salte, overstiger fortrinsvis ikke 0.01, og tilstedev&relseh
af anioner, der danner bundfald eller komplekser med calcium
eller magnesium, som f.eks. fosfat, gluconat, citrat eller
acetat, undgds fortrinsvis. Dersom det er enskeligt at bi-
bringe insulinoplegsningen isotoni og pufferkapacitet, opnas
ferstnavnte fortrinsvis ved hjzlp af en ikke-elektrolyt,
f.eks. glycerol, og sidstnavnte ved hjzlp af en ikke-
kompleksende puffer, f.eks. TRIS. I henhold til en foretruk-
ken udferelsesform anvendes svine- eller okseinsulin eller
humant insulin, hvis zinkindhold ikke er heojere end 1% pa
vagtbasis (beregnet pd basis af terinsulinkrystaller). Det
foretrukne interval for oplesningens insulinkoncentration er
fra 5 til 1500 internationale enheder pr. ml, og mere fore-

trukken end fra 40 til 1000 internationale enheder pr. ml.
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Insulinoplesningerne i henhold til den foreliggende
opfindelse kan f.eks. fremstilles ved at oplgse krystallinsk
zinkinsulin, f.eks. en hojtrenset form for insulin, sasom
“monocomponent"'insulin (se britisk patentskrift nr.
1.285.023) i vand i narvarelse af syre, f.eks. saltsyre. En
vandig oplgsning af konserveringsmidlet, f.eks. fenol eller
en élkyl fenol, sdsom cresol, eller methylparahydroxybenzoat,
fremstilles szrskilt. Om ¢nsket tilsettes et middel til
regulering af osmotisk tryk, f.eks. glycerol, fortrinsvis i
en mengde, som er beregnet til at gere den endelige oplesning
isotonisk. Denne oplesning sattes derefter til den sure
insulinoplgsning, hvorefter der tilszttes en base, f.eks.
natriumhydroxyoplesning til indstilling af pH pa neutralpunk-
tet, hvorved forstas en pH verdi i intervallet fra ca. 7 til
ca. 8. Den beregnede mangde af calcium- eller magnesiumsalt,
f.eks. calciumchloriddihydrat eller magnesiumchloridhexa-
hydrat og (om onsket) pufferen f.eks. TRIS, kan tilsattes pa
dette trin, efterfulgt af genjustering af pH. Alternativt kan
calcium- eller magnesiumsaltet opleses i den sure insulinop-
lgsning forud for dennes neutralisation. Endelig fyldes den
. resulterende oplesning op til det beregnede volumen med vand,

sterilfiltreres og overfgres derefter til sterile ampuller.

STABILITETSTEST

De sdledes fremstillede insulinoplesninger under-
kastes en stabilitetstest under forcerede betingelser pd fol-

gende made:

Ampuller med 12 ml rumindhold, hver indeholdende en
10 ml preve af oplesningen og forsynet med en gummihztte,
anbringes lodret p& en rysteplatform (Type 01 T623TBSH02,
indkebt hos HETO, Birkeregd, Danmark), som er fuldstandig
neddykket i et vandbad, der holdes ved en temperatur pa 41°C
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t 0,1°C. Platformen udszttes for en vandret rystebevagelse

med en frekvens p& 100 rpm og en amplitude pa 50 mm.

Med ;egelmassige tidsintervaller miles. prevernes
opalescens ved hjzlp af et Fischer DRT 1000 nephelometer,
forsynet med en ampul-adapter. Fibrilleringstiden defineres
som den tid, der hengar indtil preven udvikler en turbiditet
pé 10 nephelometriske turbiditetsenheder (NTU). Hver test
udfpres med prover og kontrolprever, sidstnzvnte uden til-
setning af calcium- eller magnesiumsalt (4 - 5 ampuller af
hver), der behandles side om side. Stabilitetsfaktoren be-
regnes som forholdet mellem de gennemsnitlige fibrillerings-

tider for henholdsvis pregverne og kontrolproverne.

Yderligere detaljer angdende udevelsen af den
foreliggende opfindelse er gengivet i de efterfplgende eksemp-
ler. I eksemplerne blev vand og vandige oplgsninger sterili-
seret, sidstnavnte ved filtrering, og de efterfglgende opera-

tioner gennemfertes under aspektiske betingelser.

Eksempel 1

500 I.E. insulin pr. ml i 2 x 10-3 moler oplesning af calciumklorid.

Krystallinsk monocomponent svineinsulin (7,44 g)
med et zinkindhold pd 0,4 % og en totalaktivitet pa 200.000
I.E. blev oplest i vand (250 ml) indeholdende saltsyre (6,5 ml
normal), efterfulgt af tilsatning af en vandig oplesning
(100 ml) indeholdende glycerol (6,4 g) og fenol (0,8 g).
Oplesningens pH blev indstillet pa 7,5 med natriumhydroxid
oplesning, og dens totalrumfang til 400 ml med vand. Til et
delrumfang af denne oplgsning (100 ml) tilsattes 29,4 mg
-calciumchloriddihydrate, hvorefter den resulterende oples-
ning blev sterilfiltreret og derefter aseptisk overfert til



ampuller (10 ml). Stabilitetsfaktor: » 25.

Eksempel 2

500 I.E.-insulin pr. ml i 3 x 10-3 og 0,02 molar oples-
ning af henholdsvis calciumchlo:id og TRIS.

Krystallinsk monocomponent svineinsulin (3,72 g) med et
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zinkindhold p& 0,4 % og en total aktivitet pa 100.000 I.E. oplestes i vand

(125 ml) indeholdende saltsyre (3,25 ml normal oplesning),
efterfulgt af tilsztning af en vandig oplesning (50 ml) 7
indeholdende glycerol (3,2 g) og fenol (0,4 g). pH blev ind-
stillet pa 7,5 ved hjalp af en oplesning af natriumhydroxid.
Derefter blev tilsat TRIS (0,48 g) og calciumchlorid (88 mg
dihydrat). pH genindstilledes pa 7,5 med saltsyre, hvorefter
der fyldtes op til et totalrumfang pa 200 ml med vand. Den
resulterende oplgsning blev sterilfiltreret og derefter
overfgrt under aseptiske betingelser til ampuller (10 ml).
Stabilitetsfaktor: 5,1. '

Eksempel 3

3

SOb I.E. insulinpr. mt i 0,5 x 10"~ molar oplesning calciumchlorid.

- Krystallinsk monocomponent svineinsulin
(5,58 g) med et zinkindhold pa 0.4 % og en totalaktivitet péd
150.000 I.E. oplgstes i vand (150 ml) indeholdende saltsyre
(4,9 ml normal) og calciumchlorid (22 mg dihydrat), efter-
 fulgt af tilsztning af en vandig oplesning (100 ml) inde-
holdende glycerol (4,8 g) og fenol (0,6 g). Oplgsningens pH
indstilledes pa 7,5 med en oplesning af natriumhydroxid og
totalrumfanget pd 300 ml med vand. Den resulterende opl@sning
sterilfiltreredes og overfeortes derefter aseptisk til ampul-
ler (10 ml). Stabilitetsfaktor: 2,3. 7

Eksempel 4

- 500 I.E. insulin pr. ml i2x 10-3 moler oplesning calcium-~
chlorid.
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Fremgangsmdden var analog med den i eksempel
3 beskrevne, dog med den forskel, at der blev tilsat 88 mg
kalciumchloriddihydrate, hvorved der til vejebragtes en op-
lgsning indeholdende 0,002 M calciumchlorid. Stabilitets-
faktor: > 25. '

Eksempel 5

200 I.E. insulin pr. ml i 2 x 10-3

moler oplesning af calciumchlorid.

300 ml af en insulinoplegsning fremstil-
let i henhold til eksempel 4 blev fortyndet med 450 ml af
en neutral vandig oplesning indeholdende glycerol (7,2 g),
fenol (0,9 g) og kalciumchlorid (132 mg dihydrat). Den
resulterende insulinoplesning med et indhold pa 200 I.E. pr.
ml blev sterilfiltreret og aseptisk overfert til ampuller
(10 ml). Stabilitetsfaktor: 12.

Eksempel 6

40 I.E. insulin pr. ml i 2 x 10™° moler oplesning af calciumchlorid,

Krystallinsk monocomponent svineinsulin
med et zinkindhold pd 0,4 % og en totalaktivitet pa 40.000
I.E. opleostes i 120 ml vand indeholdende saltsyre (1280 pul
normal), efterfulgt af tilsztning af en vandig oplesning
(730 ml) af fenol (2 g) og glycerol (16 g). En vandig oples-
ning (40 ml) indeholdende natriumhydroxid (2000 pl af normal
oplesning) blev tilsat, efterfulgt af tilsztning af en vandig
oplesning (15 ml) indeholdende ¢alciumchlorid (220 mg di-
hydrat). Tilsidst indstilledes pH pa 7,4 ved hjalp af natrium-
hydroxidoplesning;, og totalrumfanget pa 1000 ml med vand.
Oplosningen sterilfiltreredes og overfertes derefter aseptisk
til ampuller (10 ml). Stabilitetsfaktor: 3.

Eksempel 7

500 I.E. insulin pr. ml i 2 X 10_3 moler oplesning af magnesiumchlorid.
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Krystallinsk monocomponent svineinsulin
(3,72 g) med et zinkindhold pd 0,4 % og en totalaktivitet
p& 100.000 I.E. oplestes i vand (125 ml) indeholdende salt-
syre (3,25 ml normal), eftgrfulgt af tilsztning af en vandig
oplesning (50 ml) indeholdende glycerol (3,2 g) og fenol
(0,4 g). pH indstilledes p& 7,5 ved hjzlp af natriumhydroxid
oplesning. Magnesiumchlorid (81 mg hexahydrat), tilsattes,
pH blev genindstillet p& 7,5 med natriumhydroxid og totalrum-
fanget indstillet p& 200 ml med vand. Den resulterende oples-
ning blev sterilfiltreret og derefter aseptisk overfert til
ampuller (10 ml). Stabilitetsfaktor: 6.

Eksempel 8

100 I.E. insulin pr. ml i 2 x 107

molaer oplesning af magnesiumchlorid.

Krystallinsk monocomponent svineinsulin
(3,72 g) med et zinkindhold pad 0,4 % og en totalaktivitet
pa 100.000 I.E. oplestes i vand (125 ml) indeholdende salt-
syre (3,25 ml normal), efterfulgt af tilsatning af en vandig
oplesning (800 ml) indeholdende glycerol (16 g) og fenol
(2 g). pH blev indstillet p& 7,5 med natriumhydroxidoples- -
ning. Magnesiumchlorid (407 mg hexahydrat) blev tilsat, pH
blev genindstillet pa 7,5 og totalrumfanget indstillet pa 1000
ml med -vand. Den resulterende oplesning blev sterilfiltreret
og derefter aseptisk overfert til ampuller (10 ml). Stabili-
tetsfaktor: 4.

Eksempel 9

100 I.E. humant insulin pr. ml i 2 x 10“3 molEr oplesning af calciumchlorid.

Krystallinsk semisyntetisk humant
insulin, fremstillet efter den i britisk patentansegning
nr. 2.069.502 A beskrevne metode (2,04 g) med et zinkindhold
p& 0,4 % og en totalaktivitet pad 55.000 I.E. blev oplest i
vand (275 ml) indeholdende saltsyre (1,8 ml normal). Til et
delrumfang af denne oplesning (25 ml) tilsattes calcium-
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chloriddihydrat (14,7 mg) efterfulgt af tilsztning af en
vandig oplesning (20 ml) indeholdende glycerol (0,8 g) og
fenol (0,1 g). Oplesningens pH indstilledes pd 7,4 med
natriumhydroxidoplesning og totalrumfanget pa 50 ml med
vand. Den resulterende oplgsning blev sterilfiltreret og der-
efter aseptisk overfart'til ampuller (10 ml). Stabilitets-
faktor: 7.
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PATENTKRAV

1. ’ Fremgangsméde til fremstilling af et oplest zinkin-
sulinpraparat, der er egnet til anvendelse i insuiinpumpe-
udstyr ved at vere fysisk stabilt under de deri herskende
betingelser, hvilken fremgangsmdde er k ende tegnet
ved, at zinkinsulin bringes i oplgsning sammen med i det
vesentlige ioniseret calcium eller magnesium i en koncentra-
tion, der i det mindste er ca. 0,4 x 10"3 molar, og hver kon-
centrationen ikke overstiger molariteter pé ca. 10“2; 3 x
10_3 og 2 X 10_3 for insulinkoncentrationer svarende til hen-
holdsvis 5, 50 og 1000 internationale insulinenheder pr. ml,
at pH indstilles pd 7 til 8, at der endvidere tilszttes et
konserveringsmiddel og, om ensket, et ikke-ioniserende middel
til regulering af osmotisk tryk og/eller en puffer, som ikke
danner komplekse eller tungt oplegselige forbindelser med cal-

cium- eller magnesiumioner.

2. Fremgangsmade ifelge krav l, kendetegnet
ved, at det tilferte calcium eller magnesium er i form af et

salt af saltsyre, svovlsyre eller salpetersyre.

3. Fremgangsmade ifelge krav 4, kendetegne t

ved, at det tilferte salt er et calciumsalt.

Fremdragne publikationer:
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