DEE DEMOKRATISCHE REPUBLIK PAT E N T S C H R I FT
“ \ (12) AusschlieBungspatent (19) DD {(11) 266 964 A5

Erteilt gomiR § 17 Absatz 1 Patentgesetz 4(61) A61K37/26

AMT FUR ERFINDUNGS- UND PATENTWESEN In aer vom Anmelder eingereichten Fassung veroffentlicht

(21)  APAB1K/2080780 "9)  19.10.87 (44)  19.04.89
(31)  5033/88 (32)  20.10.86 (33) DK
3569/87 10 07.87

(N siehe (73)

(72) Joergensen, Klavs H., DK

(73) Novo Industri A/S, Bagsvaerd, DK

(74) Internationales Patentbiiro Berlin, WallstraBe 23/24, Berli.,, 1020, DD

(64) Verfahren zur Herstellung von Insulinlésungen

(65) Gehalt an Magnesiumionen, Zinkionen, Protamin, schnell einsetzende Wirkung, verbesserte therapeutische
Eigenschaften, Behandlung von Diabetes

(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Insulinlésungen. ErfindungsgemiB werden
Insulinldsungen fiir die parenterale Verabreichung mit verbesserten therapeutischen Eigenschaften, die mindestens
20 Insulineinheiten je ml enthalten und aus einer Ldsung von Insulin oder einem Derivat davon und Magnesiumionen
in siner im Bereich von etwa 0,005 bis 0,6 M liegenden Magnesiumkonzentration bestehen, wobei die Losung einen
pH-Wert im Bereich von 3 bis 8,5, vorzugsweise unter 8, aufweist und wahlwaeise ein verzégernd wirkendes Priizipitat
von Insulin oder einem Derivat davon enthait, in der Weise hergestellt, dal ein Magnesiumsalz, Insulir oder ein
Insulinderivat und Wasser in angemessenen Mengen vermischt werden und, wenn erforderlich, der pH-Waert

eingestellt wird.

ISSN 0433-6461 b Seiten



-23- L6696Y

Patentanspriche

1,

2,

3

4,

Se

Verfahren zur Herstellung von Insulinlésungen fir die
parenterale Verabreichung, die mindestens 20 Insulinein-
heiten je ml enthalten, dadurch gexennzeichnet, daB ein
Magnesiumsalz, Insulin oder ein Insulinderivat und Wasser
in angemessenan Mengen vermischt werden und, wenn erfor=-
derlich, der pH-Wert eingestellt wird,

Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB

eine Losung von Insulin oder einem Derivat davon und
Magnesiumionen in einer im Bereich von etwa 0,005 bis

0,5 M liegenden Magnesiumkonzentration, wobei die Ldsung
einen pH-Wert im Bereich von I bis 8,5, vorzugsweise unter
8, aufweist und wahlweise ein verzégernd wirkendes Prizi-
pitat von Ineulin oder einem Derivat davon vermischt werden.

Verfahren nach einem der vorstehendsn Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daB die Insulinlésung elnen im Bereich

von etwa 4 bis etwa 6,2 liegenden pH-Wert aufweist und vor=
zugewelse eine Magnesiumkonzentration von (ber etwa 0,05 M
hat,

Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dal die Magnesiumkonzentration der Insuline~
lisung Uber etwa 0,01 M, vorzugsweise iber etwa 0,05 M

und am besten im Bereich von 0,08 M bis 0,3 M liegt,

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gakennzeichnet, daB die
Insulinldsung eine Aktivitét im Bereich von unter etwa

500 Insulineinheiten je ml, vorzugsweise von etwa 30 bis
200 iInsulineinheiten je ml, und am besten von etwa 40 bis
100 Insulineinheiten je ml hat,
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Vorfahkren nach einem der vorstehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, daB der oH=Wert der Insulinlésung im
Bereich von etwa 5 bis 6 liegt,

Verfahren nach einvm der vorstehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, daB die Insulinlésung Zink und/oder
Protamin enthélt,

Verfehren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daf die Insulinlfsung weniger als etwa

1 Zinkion je Hexamer Insulin oder Insulinderivat, vorzugs-
welse weniger als etwa 0,5 Zinkionen je Hexamer Insulin

oder Insulinderivat und am besten weniger als etwa 0,1 Zink~
ionen je llexamer Insulin oder Insulinderivat enthélt,

Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichneot, daf die Insulinlbsung rasch wirkend lst,

Ver/ahren nach den vorstehenden Anspriichen, dedurch ge-
kennzeichnet, daB die Insulinldsung mehr als etwa 5
(Masse/Masse ), vorzugswelse mehr als etwa 10 x4, Protamin
in bezuc auf den Gehalt von Insulin oder Insulinderivat,
und vorzugswelse weniger als etwa 50 % Protamin, am besten
weniger als 40 % Protamin, unter dar Voraussetzung ent-

hdalt, daB der pH-Wert unter 5,2 liegt,
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Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
Insulinlésungen fir die Behandlung von Diabetes,

Charakteristik des bekannten Standes Jer Technik

Fir die Behandlung von Diabetes eingesetzte Insulinpréparate
entnalten Insulin sowohl in Lésungen als auch Suspensionen,
Die Insulinsuspensionen, elle mit verzdgerter Wirkung, be-
sitzen um etwa 7 liegende pH-Werte, Die Insulinlésungen ha=
ben entweder bei etwa 3 (schnellwirkende sowile auch verzod-
gert=wirkende Ldsungen) oder bei etwa 7 (nur schnell-wirken-
de Ldsungen) liegende pH=Werte,

Der Grund fiir die Differenz zwischen den beiden pH=-Wert-Inter-
val.oen von Insulinlésungen liegt in der geringen Wasserlos~
lichkeit von Insulin in dJer Ndhe seines isoelektrischen pH=
Worteo (anndhernd 5,3) sowohl beim Fehlen von Zinkionen
(Tanford und Epstein: J. Am, Chem, Soc, 76 (1954), 2163 =~ 69,
Fig. 1) als auch beim Vorhandensein von Zinkionen (Fredericq
und Neuraths 3, Am, Chem, Soc,, 72 (1950), 2684 - 91, Fig, 4),

Die sauren Insulinldsungen werden heute wegen des Abbauss
von Insulin durch Desamidierung nicht so umfassend angewandt
wie zu Beginn der Insulinepoche,

Insulin-Préparate sind beispieleweise aus folgenden Veroffent=
lichungen bekannt:

Die DK~PS Nr, 63 000 betrifft Préparate, die Suspensionen
von Komplexen enthalten, die aus Insulin, Verzdgerungsmitteln
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(z, B, Protamin) und Magneeiumionen bei pH-Werten von 6,5
bis 7 hestehen, wobei die angefihrten Magnesiumkonzentra=-
tionen unter 0,004 M liegen.,

Die US=PS 4,196,196 befaBt sich mit ediner Zusammensetzung
zur Erhohung der vaskuldren Perfusion und Reperfusion bei
Krankheitszustéanden, wobel die Zusammensetzung aus Glucose,
Insulin und Magnea1umdikaliummethylendiamintetraaeeigséure
besteht, Bel diesem Beispiel enthélt das bekannte Praparat
0,02 Insulineinheiten pro ml.

Die US-PS 4.472,385 betrifft die Stabilisierung von Zink-
Insulin-L&sungen bei pH-Werten von 7 bis 8, wobei die ver-
besserte Stabilitét durch die Zugabe von etwa 0,0004 bis
0,01 M Calcium= oder Magnesiumionen erreicht wird, Die obere
Grenze fiir die Magnesiumkonzentration liegt in den bekannten
Beispielen bei 0,002 M.

Die Gegensténde der drei oben genannten Patente liegen auBer=
halb des Geltungsbereiches dieser Erfindung,

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung von Isulinldsungen
mit verbesssrten therapeutischen Eigenschaften,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur
Herstellung von Insulinlésungen mit verbesserten therapeuti-
schen Eigenschaften, insbesondere fur die perenterale An-
wendung zur Verfilgung zu stellen,
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Die Erfindung basiert auf den folgenden uberraschenden Ere
kenntnissen:

1) Ldsungen, die Insulin in therapeutisch relevanten Konzen-
trationen enthalten, kénnen mit Konzentrationen von Magnesiume
ionen von etwa 0,05 bis 0,5 Mol/Liter im pH=Wertbereich von
etwa 4 bis 6,2, d, h, anndhernd dem isoelektrischen Punkt von
Insulin, hergestellt werden,
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2) In dem pH-Wertbereich von etwa 3 bis 4, der wegen der chemi~
schen Unbesténdigkeit bel Insulin unengebracht ist, kdnnen
brauchbars L8sungen von Insulinderivaten in Gegenwart von Mag-
nesiumionen in Konzentrationen von etwa 0,005 bis 0,5 M herge-
stellt werden, unter der Voraussetzung, daB AenAz1 durch einen
keine Amidogruppe enthaltonden Aminos#urerest substituiert wird.

3) Auch im pH-Wertbereich von etwa 6,2 bis 8,5 kbnnen brauchba-
re Lésungen, die wahlweise ein Insulinprézipitat enthalten, un-
ter Einbeziehung von Magnesiumionen in Konzentrationen von etwa
0,005 bis 0,5 M heryestrllt werden,

Die erfindungsgem#éfBen Préparate besitzen Eigenschafton, die do-
nen der bisher Ublichen Insulinpréparate Uberlegen sind,

Zu 1) istau sagen, daB jetzt iiberraschenderweiss ge‘unden wurde,
daB viele Magnesiumsalze, z. B, Magnesiumchlorid, bei pH-Werten
von etwa 4 bis 6 eine Solubilisierungswirkung euf Insulin aus-
lber;, sowohl an sich als auch im Vergleich zu den entsprechen-
den Natrium-, Kalium- und Ammoniumsalzen (siehe daes unten ange-
fuhrte Beispiel 1). Verschiedene Mischungen von Magnesiumsalzen
ergeben die gleiche Wirkung, Man zieht daher die SchluBfolgerung,
daB das Vorhandensein von Magnesiumionen in bestimmten Konzen-
trationan einen kritischen Parameter flUr die L&slichkeit von
Insulin bei pH-Werten von etwa 4 bis 6,2 darstallt.

Unter der Bezeichnung Magnesiumionen sollen sowohl freie als
auch gebundene Magnesiumionen zu verstehen sein,

Weiter wurde (berraschend ermittelt, daf Protamin in die erfin-
dungsgeméBan Insulinlésungen mit pH-Werten von etwa 4 bis 6,2
einbezogen werden kann, ohne daB® der Protamin-Insulin-Komplex
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Préazipitation aufweist, Nach der Einstellung dee pH-Wertes
auf etwa 7 f4llt ein derartiger Komplex aus,

Durch Calciumionen wird die Léslichkeit von Insulin im pH=
Wertbereich vin etwa 4 bis 6,2 gleichfalls erhéht, Aller=
dings zeigen die Ergsonisse von in vitro Versuchen unter si-
mulierten physiclogischen Bedingungen, daB die Injektion
einer Calciumionen enthaltenden Lésung in Gewebe zur Prézipi-
tation von Calciumcarbonat und Calciumphosphat selbst bei
weit unter 0,05 M iiegenden Calciumkonzentrationen fuhrt,
Andere Versuche haben ergeben, daB die Prézipitation entspro-
chender Magnesiumverbindungen nach der Injektion von erfin-
dungsgeméBen Losungen nicht stattfindet, Da die Prézipitation
von Calciumverbindungen in Geweben schadlich sein kann (wegen
der Gefahr der kiinstlichen Calcifizierung), sollte der Gehalt
an frelen Calciumionen in doen erfindungsgeméBen Priparaten
nicht wesentlich (ber dem liegun, der dem Calciumgehalt in
extrazelluldren Flissigkeiten entspricht, Die erfindungsge~
m&Ben Préparate enthalten vorzugsweise weniger als etwa 10 mM
Calciumionen, noch besser weniger als etwa 2 mM Calciumionen,
8o weit dem Erfinder bekannt ist, werden in dern dem bigheri~
gen Stand der Technik entsprechenden Veroffentlichungen, die
3ich auf Magnesiumionen enthaltende Insulinlésungen beziehen,
der pH-Verthereich von 4 bis 6,2 oder Magnesiumionenkonzentra=
tionen von 0,005 bis 0,5 Mol/Liter nicht ern.nnt,

ErfindungsgemdB kénnen Magnesiumionen in dem oben beschriebe~
nen Konzentrationsbereich zu einer Losung von Insulin oder
elnem Insulinderivat gegeben werden, wobei die Losung, wenn
verlangt, auBerdem ausgefdlltes Insulin oder ein auggefélltes
Insulinderivat mit verzégerter Wirkung enthélt, Zum Zwecke der
subkutanen Verabruichung werden Magnesiumionen zugesetzt, um
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eine LOsung mit einem schnelleren Einsetzen der Wirkung oder,
wenn die LOsung Protamin enthalt, mit einer verzdgerten Wirs
kung zu erhalten, Wenn die erfindungsgeméie Zusammensetzung
auch ausgefélltes Insulin oder ausgefdlltes Insulindorivat
enthédlt, kann ein zweiphasiges Préparat gewonnen werden, Im
Vergleich mit den bekannten zweiphasigen Insulinpréparaten
bewirken die er‘induigsgeméBen zweiphasigen Préparate ein
rascheres Einsetzen der den Blutzucker senkenden Wirkung,
Beisplele flUr ausgefé#lltes Insulin sind Zirkinsulinkristalle
und Protamin=Zinkinsulinkristalle,

Die Erfindung betrifft daher Insulinlésungen, die wahlweise
ein Insulinprézipitat enthalten kénnen, fiir die parenterale
Verabreichung mit einem im Bereich von etwa 3 bis 8,5 liegen~
den pH-Wert und einem Gehalt an Magnesiumionen im Konzentra-
tionsbereich von etwa 0,005 bis 0,5 Mol, Die Konzentration von
geléstem Insulin kann im Bereich von etwa 20 bis 500 Insulin=
einheiten pro ml liegen,

im Fachgebiet bekannte Stabilisierungs- und Konservierungsmit-
tel konnen in dem Insulinpréparat vorhanden ssin,

Protamin kann vorhanden sein, moglichst von 8 bis 40 % (Masse/
Masse) in bezug auf die Masse von Insulin, wobei 10 bis 30 ¢
(Maase/Masse) ein bevorzugter Bereich ist,

Wenn in den erfindungsgeméBen Insulinlésungen keine Verzégerungs=
substanzen vorhanden waren, dann erfolgte die Absorption von
Insulin tUberraschenderweise schneller als die des Bezugsinsu=
lins (siehe die folgenden Beispiele 2 bis 9 und 11), Diese
Eigenschaft ist filir ein rasch wirkendes Insulin von Vortseil,

vor allem in Verbindung mit einer mehrmaligen Injektionsform,
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bai der Insulin vor jeder Mahlzeit verabreilcht wird, Bei
ochneller einsetzender Wirkung kann das Insulin entsprechand
kirzer vor dem Essen als bei herkommlichen schnell-wirkenden
Insulinldsungen verabreicht werden, AuBerdem wird durch das
schnellers Verschwinden von Insulin méglicherweise die Gefahr
von Hyperglycémie nach dem Essen verringert,
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Erfindungsgem&Be Insulinlésungen mit einem im Bereich von 3

bis 6,2 liegenden pH-Wert kdnnen sich auch ale besonders brauch-
bar fir Infusionszwecke mit Hilfe von Pumpsn erweisen, weil die
Mdglichkeit einer durch Kohlendioxiddiffusion durch Kathoeder
verursachten Insulinprézipitation ausgeschlossen wird. Eine
derartige Prézipitation ist gelogentlich bei neutralen Infu-
eicnsllsungon beobachtet worden, und es wird angenommen, daB

sle auf eino durch Kohlendioxid hervorgerufene Senkung des pH-
Wertes zurlckzuflthren ist,

ErfindungsgeméBe Insulinlbsungen, die Uber etwa 5 Y, vorzugs -
welse Uber otwa 8 % und am besten tiber etwa 10 § (Masse/Masse)
Protamin auf der Rasis von Insulin enthalten, zeigen eine ver-
z8gerte Absorption von Insulin nach der eubkutanen Injektion
bei Schweinen im Vergleich zu dem Bexzugsinsulin (niehe die fol-
genden Beispiele 4 und 5), Vorzugsweise liegt der Gehalt an Pi0-
temin unter etwa £0 %, méglichst unter etwa 40 & und am besten
unter etwa 30 § (Meese/Masse), ErfindungsgeméBe Protamin=Insu~-
lin-Préparate ¢ .ben gegeanilber verzdgert-wirkenden neutralen
Insulin-Protamin-guspensionen einen Vorteil, weil die Unannehm-
lichkeit der Sedimentation nicht auftritt, Die bekannten neu-
tralen Protamin-Insulin-Préparate sind Suspensionen, wihrend

o8 sich bei den bevorzugten erfindungsgemaBen Protamin-Insulin-
Préparaten um Ldsungen mit unter etwa 6,2 lingenden pH-Werten
handelt,

Von den erfindungsgemiiBen Lésungen wird angenommen, daB sie
besonders gut flir die Verabreichung durch fUllhalter-artige
Gerdte, wie sie flr elne mehrmalige Insulin-Injektionstherapie
verwendet werden, geeignet sind,
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Uie erfindungsgeméBen Prdparate konnen ein natirlick vorkom-
mendes Insulin und/oder oin Derivat davon snthalten, Bevor-
zugte Insuline fir dio praltische Ausfdhrung der Erfindung
sind dis von Menschen, Schweinen und Rindern stammenden, am
bosten von Menschen, Filr die erfindungsgem#Re Praxis kénnen
auch andere natiirlich vorkommende Insuline angewandt werden,
Vorzugsweise wird Insulin mit hohem Reinheitsgrad verwendet,
Im Kontext der Erfindung sollen unter der Bezeichnung Insulin,
wenn sie im Plural odar ale Gattungsbegriff angewandt wird,
sowohl natirlich vorkoummende Insuline als auch Insulinderivate
Zu verstehen sein,

Man kann davon ausgshen, daB zwischer natiirlich vorkommenden
Insulinsn und Insulinderivaten einige Unterschiede bestehen,

Erfindungsgomdl wird die Bszeichnung Derivate von Insulin
(oder Insulinderivate) fir Peptide angewandt, die einen den
Blutzucker senkende Wirkung haben und eine Aminoséurezusammen-
setzung aufwelsen, die mit der von Humaninsulin unter der Vor=
aussetzung identisech ist, daR einige wenige der Aminoséure-
reste durch andere Aminoséurereste ersetzt sind, und die C~
terminale Carboxygruppe der B-Kette wahlweise geschiitzt ist,
Beispiele fiur derartige Insulinderivate werden unter anderenm
in 2zwei Europédischen Patentanmeldungen, den Veréffentlichungen
Nr. 86301755 und 85306721 besachrieben, deren Inhalt hier unter
Bezugnahme einbezogen wird,

Wenn Human=, Schweine~ oder Rinderinsu.in fir erfindungsge-
mibe LOsungan eingesetzt wi-d, muB der Zinkgehalt des Insulins
niedrig sein, vorzugsweise unter 0,1 Zinkionen/Hexamer (das ent=
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spricht weniger als 0,02 % (Masse/Masse) auf der Baeis von In-
sulin) liegen, um eine Prézipitation von Insulin bel den Uber
etwa 4 liegenden pH-Werten zu verhindern, und das gleiche gilt
auch fi0r Protamin enthaltende Lbsungen, Aus Zinkinsulinkristal-
len kann das zink entfernt werden, z. B. durch Aussalzungsver-
fahren und anschlieBende Prézipitation bei einem pH-Wert von 5
(schlichtkrulls Acta Chem. Scand. 10 (1956), 1455 - 58). Wenn
jedoch Mittel vorhanden sind, die mit zink Komplexe bilden kdn-
nen, wle Citrat, kann der Zinkgehalt hbher sein,

Werden Insulinderivate angewandt, braucht der Zinkgehalt nicht
in dem gleichen MaBe kritiech zu sein. In einigen Féllen von
tnsulinderivaten kann ein hoher Anteil von Zinkionen (z. B.
bis zu 10 zinkionen,/Hexamer) unter den Bedingungen der erfin-
dungsgeméBen L8sungen mit uen Insulinldslichkeiten vereinbar
sein und kann sogar winschenswert sein (siehe Europdische Pa-
tentanmeldung Nr. 86301755).

von Protamin ist bekannt, daB es ein hetcsrogenes Gemisch ist,
pProtamin kann von Fischen wie Oncorhynchus keta gewonnen wer-
den. Es kann aber auch von anderen Fischen stammendes Protamin
verwendet worden., Normalerweise wird Protamin als Protaminsul-
fat verkauft. Es kdnnen aber auch andere Salze eingosetzt wer-
den. Vorzugsweise wird Protamin mit hohem Reinheitsgrad ver-

wondet,

Als Beispiele flr andere bevorzugte erfindungsgemtifie Préparate
kbnnen sowohl zink als auch Protamin enthaltende Préparate an-
ge fhrt werden. In derartigen Préparaten, bel denen es sich um
Ldsungen von Insulinderivaten im pH-Wertbereich von 3 bis 4
oder neutrale Suspensionen von S#ugetierinsulin handeln kann,
kann der zinkgehalt bis zu etwa 25 Zinklonen pro Hexamer Insu-
1in oder Insulinderivat betragen.
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Der Insulingehalt in erfindungsgeméBen Ldsungen kann im Be=-
reich von 20 bis 500 IU/ml, vorzugsweise im Bereich von 40 bis
100 1U/ml, bei Prédparaten flr die Injektion liegen., Flir andere
zwecke der paronterslen Verabreichung kann der Insulingehalt
jedoch hbher sein, Die Insulinldsung kann mit einem festen In-
sulinmaterial wie Zinkinsulinkrietallen oder Zink-Protamin’In-
sulinkrietallen vermischt werden,

ErfindungsgeméB kdnnen die verechiedensten ldéslichen Magnesium-
salze, sowohl einzeln als auch vermischt, verwendet werden.
Beispiele flr mégliche Anionen sind Chlorid, Sulfat, Monocarboxy-
late wle Acoetat, Pioplonat und Butyrat und Dicarboxylate wie
succilnat, Aspartat und Glutamat, Die optimale Konzentration von
Magnesiumionen wird von dem (den) angewandten Salz(en) abhéingig
sein und solite in bezug auf die Bedingungen flir den verlangten
zeitlichen Ablauf der Herstellung, die Insulinldslichkeit und
die Ann#herung der Zusammensetzung an isotonische Bedingungen
gewﬂhltAwerden. Isotonische Konzentrationen von Magnesiumsal-
zen zeigen groBe Unterschiede, wie durch die isotonischen Kon-
zentrationen von Magnesiumchlorid und Magnesiumsulfat erléutert
werden kann, die annshernd 0,1 M bzw., 0,26 M betragen. Andere
gsalze, Aminos#duren und nicht-ionische Mittel (neben Konservie-
rungsmitteln) kénnen vorhanden sein, wenn sie nicht-toxisch und
mit dem Insulinpréparat insgesamt vertréglich sind.

Erfindungegemd® betrégt der Bereich anwendbarer Magnesiumionen-
konzentrationen etwa 0,005 M bis 0,5 M, vorzugsweise Uber 0,05 M,
Die obere Grenze ist etwas willklrlich, wobei sie unter der
Vvoraussetzung gewdhlt wird, daB eine gewisse Uberschreitung

der Jsotonizit#t in einigen F#llen (z. &. flr die intraperi-
toneale Xnfusion) annehmbar 3ein kann. Gem&B einem bevorzug-
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ten erfindungsgemtiBen Ausflhrungsbeisplel enthalten die Prépa-
rate etwa 0,08 M bis 0,3 M Magnesiumionen,

Das in dem erfindungsgemiiBen Insulinpréparat vorhendene Konser-
vierungsmittal kann dem bisher in herkbmmlichen Insulinpréipara-
ten enteprechen, zum Beispiel Phenol, m-Cresol und Methylpara-
ben sein.

zur Herstellung wdBriger erfindungsgeméBer Insulinldsungen kann
oine schwach saure Lbsung von Insulin mit einer alle anderen
pestandteile des fertigen Préparates enthaltenden Lbosung ver=
mischt worden., Anschliefend folgen die Einstellung des pH-Wer-
tes, wenn erforderlich, RUhren bis eine klare Ldsung gewonnen
wird, und abschlieBend sterile Filtration, Wenn verlangt, kann
oine sterile verzdgernd-wirkende Insulinsuspension der sterilen
Insulinldsung zugesetzt werden, wodurch ein Préparat mit zwei-
phasiger Wirkung entsteht, zZum Schutz der Préparate gegen
Denaturierung, dic durch gelegentliches Erwéirmen und Schitteln
aguftreten kann, kénnen bekannte Stabilisierungemittel wie
Phospholipide zugegeben werden,

Préparate, die ein Insulinderivat enthalten, werden 1in analoger
Weise hergestellt.

Die erfindungsgeméBen Insulinpréparate kdnnen flr die Behandlung
von Diabetes eingesetzt werden, Es ist zu empfehlen, daf die Do-
sierung der erfindungsgeméfen Insulinpréparate von einem Arzt in
einsr 8hnlichen Weise wie die Wahl der Dosierung bekannter Insu-
linpréparate flr Injektionen festgelegt wird,
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Die folgenden Beispiele zeigen, wie Magnesiumionen die LOslich-
keit von Insulin erhohen, wie bevorzugte erfindungsgemiBe In-
sulinpréparate hergestellt werden kénnen und wie sie nach der
Injektion bei Schweinen wirken,

Ausfihrungsbeispiele

Die Erfindung wird nachstehend an einigen Beispielen néher er-
léutert,

Beispiel 1

Saure Lésungen, die 200 IU zinkfreies Human-Monokomponenten=-
Insulin pro ml, eine Spurenmenge von Human-Mono-iZSI-(Alg)-In-
sulin, 2 g Phenol/Liter und ein (in der folgenden Tabelle I
aufgefihrtes) Salz in einer anndhernd isotonischen Konzentra-
tion enthalten, wurdenauf die in Tabelle I angegebenen pH-Werte
eingestellt, Die Loslichkeiten wurden mit Hilfe von Messungen
der Radioaktivitétskonzentrationen in den lberstehenden Fliis~
sigkeiten und die Umwandlung der Ergebnisse auf IU/ml bestimmt
(1 IU entspricht 38 pg Insulin), Der EinfluB der Salze auf die
Loslichkeit von Insulin (IU/ml) bei Raumtemperatur gsht aus
Tabelle I hewor,

Tabelle I

0,1 M 0,15 M 0,15 M 0,15 M
pH MgCl2 NaCl KC1 NH4Cl
3,5 uber 200 {iber 200 uber 200 tuber 200
4,0 135 79 98 109
4,5 85 20 26 29
5,0 104 16 17 22
5,5 124 18 21 25
6,0 70 25 32 29

6,5 21 41 56 27
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Tabelle I zeigt, daB die L8slichkeit des Insulins in elner
anndhernd isotonischen Magnesiumchloridldsung lUberraschender-
weise viel hher ist als die L8slichkeiten in entsprechenden
Lésungen von Natriumchlorid, Kaliumchlorid und Anmoniumchlorid,
jeweils bei pH-Werten von 4 bis 6, und fast 100 IU/ml erreicht,
eine normalerweise angewandte Konzentration von Insulinprédpa-
reten flir dio Injektion,

Die L8slichkoit von Insulin (IU/ml) bei Raumtemperatur, bei
einem pH-Wert von 5,5 und bel verschiedenen Konzentrationen
der Salze wurde ermittelt und wird in der folgenden Tabelle II
dargestellt.

Tabelle 1I

Salz-Konz, M9012 NaCl KCl NH4C1
M ) R
0,025 12 4 4 5
0,050 . 33 5 6 5
0,075 72 7 9 8
0,10 101 11 12 11
0,15 tUber 200 21 21 25
0,20 ber 200 37 34 39
0,25 (iber 200 41 54 66
0,30 ber 200 76 74 108
0,35 tiber 200 69 84 123
0,40 tbar 200 100 119 146

Aus Tabelle II geht eine hbhe;e Lbslichkeit in Magnesiumchlorid-
18sungen im Verh#ltnis zu Natriumchlorid-, Kaliumchlorid- und
Ammoniumchloridlésungen Uber einen breiten Bereich von Salz-
konzentrationen hervor.
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Beispiel 2

Es wurde eine als 1 bezeichnete L#sung mit der folgenden Zu-
sammensetzung hergestellts 0,15 M Magnesiumbutyrat, 0,006 M
Zitronenséiure, 2 g/Liter Phenol und 100 IU/ml zinkfreies Hu-
man-Monokomponenten-Inaulin; pH-Wert = 5,8,

Eine als O bezeichnete Losung, die als schnell-wirkendes Stan-
dard=-Insulinpréparat, ActrapidTMHM, hergestellt wurde und fol-
gende Zusammensetzung hatte, wurde als Bezugspréparat verwen-
det: 16 g Glycerol/Liter, 2 g Phenol/Liter und 100 IU/ml Human=-
Monokomponenten-Insulin (2 zinkionen/Hexamer); pH-Wert 7,4,

Das Mittel entspricht den Anforderungen der United States
Pharmacopeia XIX filr Neutrale Insulin Injektion.

Beiden Lbsungen wurde Human-Mono-lasI-(A-ig)-Insulin in Spuren=-
konzentrationen (0,3 bis 1 /uCi/ml) zugesetzt. AnschlieBend
wurde 0,1 ml jeder Ldsung getrennt zwei. Schweinen subkutan in-
jiziert, Die Absorption wurde durch #uBerliche Oberwachung der
Radioaktivitét, die an der Injektionsstelle zurlick blieb, mit
Hilf; eines Szintillationskristalldetektors, der mit einem
Spektrometer verbunden war, analog einer Methode verfolgt, die
flir Absorptionsuntersuchungen bei Menschen "Absorption von in-
Jiziertem Insulin® (Doktorarbeit) entwickelt worden war (Bin-
der 1969). Zur Bestimmung von Plasmaglucose und Plasmainsulin
wnurden Blutproben entnommen, Die Ergebnisse sind in der fol-
genden Tabelle III enthalten.

Tabelle III zeigt die zeitliche Bestimmung von Restradioakti-
vitdt, Plasmaglucose und Plasma-IRI (immuno-reaktivem Insulin,
bestimmt durch Radioimmunoanalyse). Die Werte der Radioaktivi=-
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t&t an der Injektionsstelle sind in Prozent des unmittelbar
nach der Injektion gemessenen Wertes (Zeilt = O) angeflhrt,

Die Plasmaglucosekonzentrationen sind in Prozent des Wertes

der Blutprobe, die unmittelbar vor der Injektion entnommen wur-
de (zeit = 0), angegeben,

Losung 0: Bozugsldeung, die einem Schwein verabreicht wurde
(Masses 77 kg).

Lésuny 1: Testlésung, die einem anderen Schwein verabreicht
wiurde (Masses: 79 kg).

Tabelle III: '
Zeit nach § Radioaktivitét % Plasmaglucose plasma IRJ, /uU/ml

der Injek- O 1 0 1 0 1
tion
min .
-15 - - 98 98 unter 5 unter 5
0 100 100 100 100 unter 5 unter 5
30 91 67 95 41 16 25
60 76 54 67 49 18 23
90 69 40 56 43 19 18
120 56 27 54 M 13 14
180 38 11 47 45 10 5
240 23 5 58 78 9 unter 5
300 14 ) 65 108 7 unter 5

Wie aus Tabelle III zu entnehmen ist, wird das Testinsulin
echneller absorbiert als das Bezugsinsulin., Das etimmt voll-
kommen mit den Beziehungen zwischen dem zeitlichen Verhalten
des Prozentanteils der Plasmaglucose bei den Lbsungen O und 1
bzw. zwischen dem zeitlichen Verhalten von Plasma-IRI bei den
Lsungen O und 1 Uberein,
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Beispiel 3
Es wurde eine als 2 bezeichnete Ldsung mit folgender Zusammen-

setzung hergestellt: 0,175 M Magnesiumacetat, 0,0375 M Essig-
s#iure, 2 g/Liter Phenol, 100 IU/ml zinkfreies Human-Morokompo-
nonten~Insulin; pH-Wert 5,5,

Spureninsulin wurde wie in Beispbl 2 zugegeben, 0,1 ml der LO&-
sung 2 wurde einem Schwein an einer Seite des Halses subkutan

injiziert, wéirend 0,1 ml Bezugeinsulinlésung, O (nach der Be-
schreilbung i» Beilspiel 2 hergestellt) dem gleichen Gchwein an

der andoren Jeite des Halses subkutan injiziert wurde,

Die Absorption wurde wie in Beispiel 2 beobachtet, Nach einer
Woche wurde der Versuch unter Vertauschen der Injektionsstellen
wiederholt., Die Ergebnisse sind in Tabelle IV enthalten.

Tabelle IV
Zeltliche Bestimmung von % Restradioaktivitdt, Mittelwerte aus
znel Versuchen an dem gleichen Schwein

Zeit nach der % Radiosktivitdt
Injektion 0 2
min
0 100 100
30 g2 79
60 86 63
90 73 53
120 63 44
180 42 26
240 25 12
300 15 5

Aus dieser Tabelle ist zu entnehmen, daB das Testinsulin
schneller als das Bezugsinsulin absorbiert wird,
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Beispiel 4
Es wurden zwei als 3A und 3B bezeichnete Ldsungen mit den fol-

genden Zusammensetzungen horgestellts 3A: 0,14 M MgS0,. 0,05 M
MgCl,, 2 g/Liter phenol, 100 IU/ml zinkfreies Human-Monokompo-
nenten-Insulin pH-Wert eingestellt auf 5,5 mit HCL, 3B: wie
3A, aber mit einem Zusatz von 1 g Protaninsulfat/ml,

spureninsulin wurde wie in Beispiel 2 zugegeben, 0,1 ml der LO-
sung 34 wurde Schwein I und Schwein II an einer Seite des Hal-
ges subkutan injiziert. 0,1 ml von Lbsung 3B wurde entsprechend
schwein TII und Schwein IV injiziert. 0,1 ml einer Bezugsinsu-
linlteung, 0, (nach der Beschreibung in Beilepiel 2 hergestellt)
wurde subkutan jedem der vier Schweine an der anderen Haleseite
injlziert., Dio Absorption wurde wie in Beiopiel 2 beobachtet,
Die Ergebrisse sind in Tabelle V enthalten.

Tabelle V
zoitliche Bestimmung von Restradioaktivitét
3A: ohne Protamin, 3B: mit Protamin

__% Radioaktivitat
20it nach d. Schwein I ~ Schwein II gchwein III Schwein IV
Injektion 0 3A 0 3A 0 3B 0 38
min
0 100 100 100 100 100 100 1Co 100
30 97 89 "85 79 92 103 94 95
60 89 69 75 54 77 93 78 93
90 71 63 62 43 60 95 65 88
120 66 45 B4 29 50 86 53 82
180 45 25 38 13 30 82 34 73
240 26 12 24 6 15 83 18 71
300 16 6 17 03 9 73 11 66
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Aus dieser Tabelle 1st zu entnehmen, dal das Testinsulin in -
Abwesenhelt von Protamin schneller absorbiert wird als das Be-
zugsinsulin, aber viel langsamor ale das Bezugeinsulin in Ge-
genwart von Protamin,

Beispliel 5

Es wurden drei als 44, 4B und 4C bezeichnete Lbsungen mit fol=-
genden Zusummensetzungon hergestellts 4A: 0,18 M Magnesium-
succinat, 0,01 M MgClz, 0,002 M Mn804, 0,02 M succinséure,

2 g/Liter Phenol, 100 iU/ml zinkfreies Human-Monokomponenten=-
Insulin; pH-Wert 5,6, 481 Wie 4A, jedoch mit elner Zugabe von
0,53 mg Protaminsulfat/ml, 4C: Wie 4A; jedoch mit einer Zugabe
von 0,73 mg Protaminsulfat/ml,

Spureninsulin wurde wle in Beispiel 2 zugegeben. 0,1 ml der L&~
sungen 4A, 4B und 4C wurde den Schwailnen A, B bzw. C subkutan
an elner Seite des Halees injiziert., 0,1 ml einer Bezugsinsu-
linlésung, 0, (nach der Beschreibung in Beispiel 2 hergestellt)
wurde jedem der drei Schweine an der anderen Halsseite subkutan
injiziert. Dle Absorption wurde wie in Beispiel 2 verfolgt, Eil-
ne Woche sphiter wurde der Versuch unter Vertauschen der Injek-
tionsstellen wiederholt. Die Ergebnisse sind in Tabelle VI ent~
halten,
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Tabelle VI

angaben von Beilspiel 5, Zeitliche Bes“immung von Reriradioak~
tivitdt, Mittelwerte von zwol Versuchen. 4A: ohne Protamin,
4Bs mit Protamin, niedriger Gehalt, 4C: mit Protamin, hohe.
Antell,

% Radioaktivitat

Zolt nach schwein A Schwein B  Schwain C
der Injek- O  4A 9 48 0  4C
tion

min

0 100 100 100 100 100 100
30 91 82 92 87 92 89
60 78 71 87 86 84 87
90 66 57 74 80 71 85
120 54 45 63 73 59 81 .
180 33 23 47 < 40 70
240 21 15 35 54 25 66
300 15 9 25 46 17 56
480 10 6 16 35 9 45
600 8 4 8 27 5 31
720 6 4 5 17 4 19

Aus dieser Tabelle geht hervor, daB das Testinsulin im Ver-
gleich zum Bezugsinsulin schneller ohne Protamin absorbiert
wird, langsamer bei dem niedrigen Gehalt an Protamin und 8o~
gar noch langsamer bei dem hohen Protumingehalt,

In den Beispielen 6 bie &, 10 und 11 wurden die Absorptions-
plgenschaften der Testpréparate im Vergleich mit einer Human-
Actrapid-Bezugsldsung wlo in den Beisplelen 2 bis 5 untersucht.,
In Reispiel 9 wurde eine andere RezugslSsung verwendet, siche
unten. Der Einfachheit halber wird das Vergleichsergebnis je-



266959

doch als das Durchschnittsverhdltnis angegeben:

Dow Tgy %(Teet)/Tso%(Bezug)

woriln Tso%(Toet) urd TSO%(Bezug) die Zeit darstellen, die vom
zoltpunkt der Injektion bis zum Absinken der an der Injektione-
stolle gemessenen Radioaktivitdt auf die H#lfte des ureprlngli-
chen Wertes bei Tost bzw, Bezug vergangen ist. Die Anzahl der
eingesetzten Schweine wird mit N bezeichnet,

Beispiel 6
Testldsung: 0,14 M Mgs0,, 0,05 M MgCl,, 0,01 M Magnesiumacetat,

0,002 M CaCl,, 2 ¢ m-Cresol/l, 100 7_/ml zinkfreies Human-Mono-
komponenten-Insulin plus Human-Spureninsulin; pH-Wert mit Chlor-
wasserstoffedure aeuf 5,7 elngestellt,

0,04 nl jeder Test- und Bezugsltsung wurden jedem Schwein inji-
zlert,

Der R-Wert wurde mit 0,73 ermittelt (N = 6),

Bolspiel 7
Testlésungs 0,02 M MgCl,, 0,?? (unleserlich, d. 0.) M Arginin-

monohydrochlorid, 2 g Phenol/l, 100 IU/ml zinkfreies Human-Mo-
nokomponenten-Insulin plus pureninsulin; pH-Wert mit NaOH auf

7,7 eingestellt,

0,08 ml jeder Test- und Bezugsltsung wurden jedem Schwein injiziert,
Der R-Wert wurde a.8 0,74 ermittelt (N = 2),

Beispiel 8
Testlésungs 0,095 M MgCl,, 2 g Phenol/Ll, 100 IU-Aquivalente/ml

zinkfreies Schweine-Monodesamidoinsulin plus Spurenderivat;
pH-Wert mit Chlorwesserstoffséure auf 3,2 eingestellt.



0,08 ml jeder Test- und Bezugelbésung wurde jedem Schwein inji-
zlert, Der R-Wert wurde mit 0,71 ermittelt (N = 2),

Beilsplel 9
Testldsung: 0,095 M Mgclz, 2 g Phenol/l, 100 IU-Aquivalente/ml

zinkfreies Human-Insulianderivat mit Ser(B89), substituiert durch
fAsp und Thr(B27), substituiert durch Glu, plus Spurenderivat
pH-Wert auf 7,4 elngestellt,

Da vorher bekannt war, daB dae als Actrapid formulierte Derivat
achneller absorbiert wirde als Human-Actrapid (siehe Europ#ische
Patentanmeldung Nr. 83306721), diente in diesem Beispiel das als
Actrapld formulierte Derivat als Bezugslésung mit 100 IU-Aqui-
valenten/ml Derivat. 0,08 ml jeder Test- und Bezugslésung wurden
Jjedem Schwein injiziert.

Der R-Wert wurde mit 0,85 ermittelt (N = 5),

S0 wird auch bei diesem schnell absorbilerbaren Insulinderivat
durch die Magnesiumionen eine verstérkende Wirkung auf die Ab-
sorption erzielt,

Beispiel 10

Testldsung 1: 0,0095 M MgCl,, 0,002 M Zinkacetat, 1 mg Protamin-
sulfat/ml, 3 g m-Cresol/ml, 100 IU-Aquivalente/ml zinkfreles
Schweine-Monodesamidoinsulin plus Spurendorivat; pH-Wert mit
Chlorwassorstoffeéiure auf 3,2 eingestellt,

Testldsung 2: wie 1, nur wurden 0,095 M MgCl, durch 0,14 M NaCl
substitudort.,

0,05 ml dor Testldsung (entweder 1 oder 2) und der Bezugslésung
(Human-ActrapidR plus Human-Spureninsulin) wurden jedem Schwein
injiziert.
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Die R-Worte wurden mit 3,7 (N = 2) und 2,9 (N = 2) flr die
Testlbsungen i bzw. 2 ermittelt,

Die Ergebnisse zeigen die verzbtgernds Wirkung von Magnesilum-
ionen neben der der zZinkionen kei Protamin enthaltende Mono-
desamidoinsuviin-LOsungen.

Belspiel 11
Es wurde einu pharmako-kinetische Untersuchung bei gesunden

Versuchspersonen durchgefilhrt, Testldsung: 0,14 M Mgs0,, 0,05 M
MgCl,, 0,01 M Magnesiumacetat, 2 g m-Cresol/l, 100 IU/ml zink-
freies Human-Monokomponenten-Insulin; pH-Wert mit Chlorwasser-
etoffedure auf 5,7 eingestellt. Bozugslosung (ActrapidTMHM)x

16 g Glycerol/l, 3 g m-Cresol/l, 100 IU/ml Human-Monokomponen-
ton-Insulin (3 Zinkionen/iiexamer); pH-Wert 7,4, ‘

Human 125 1neulin wurde in gspurenkonzentrationen von 5 und 3
uci/m. der Test~- bzw, Bezugsldsung zugesetzt, 4 IU der Test-
1ésung wurden subkutan an einem Oberschenkel und 4 IU der Be-
zugeldsung am anderan Oberschenkel jeder Person injiziert. Die

Verteilung der beiden Préparatc auf den linken und rechten

Oberschenkel erfolgte willklrlich, Die Absorption wurde durch
kontinuierliche #uBere Oberwachung der an der Injektionsstelle
jedes Oberschenkels zuriickbleibenden Radioaktivitdt verfolgt.

Der R-Wert wurde mit 0,78 ermittelt (N = 15). Somit wird ohne
Verz8gerungssubstanzen eine verstérkende Wirkung auf die Ab-
sorption von Insulin durch Magnesiumionen auch bei Menschen er-
zlelt,

Die in der obigen Beschreibung und den folgenden Anspriichen
dargelegten Merkmale, sowohl getrennt als auch in jeder belie-
bigen Kombination, stellen das Material fir die Realislerung
der Erfindung in ihren verschiedenen Formen dar,
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