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Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania pre-
paratgw insuliny o przedluzonym dzialaniu.

-Przedluzone dzialanie preparatéw insuliny za-
lezy od ‘obecnosci lub od tworzenia sie insuliny
trudnorozpuszczalnej we krwi przy wartosci pH
dla niej charakterystycznej. Nierozpuszczalno§é
insuliny osigga sie przez dodanie substancji o od-
czynie zasadowym, np. protaminy, globiny i sur-
fenu, ktére tworza z insuling zwigzki trudno-
rozpuszczalne w $rodowisku obojetnym.

Stwierdzono obecnie, iz mozna wytwarza¢ pre-
paraty insuliny o dzialaniu przedluzonym pomi-
jajgc stosowanie substancji pomoacniczych, ktére
utrudniaja wytwarzanie oraz kliniczne zastoso-
wanie preparatéw..

*) Wlasciciel patentu ofwiadczyl, ze tworcami
wynalazku sg Knut Hallas Mdller w Holte, Karl
Petersen w Kopenhadze oraz Jérgen Schlichtkrul
w Holte

Sposobem wedlug wynalazku wytwa_rza' sie
preparaty insuliny o przedluzonym dzialaniu
przy uzyciu czystej, krystalicznej insuliny w po-
staci zawiesiny o ogélnej zawartosci takich me-'
tali jak cynk, kobalt, nikiel, kadm, miedz, man-
gan lub Zelazo, potrzebnych do krystalizacji in-
suliny w iloci okolo 7,5 >< A > 10—3 milir6wno-
waznik6w w 1 litrze, przy czym A oznacza ilo§é
miedzynarodowych jednostek insuliny w 1 ml
zawiesiny. Wprawdzie Fisher i Scott w nauko-
wych dociekaniach nad znaczeniem obecnosci
cynku w preparatach insuliny protaminowej wy-
tworzyli zawiesine krysztalkéw insuliny w wo-
dzie destylowanej, [J. Pharmacol. 58, 93 — 104
(1936)] jednak stwierdzili, ze zastrzyki wypro-

"dukowanej zawiesiny krysztalkéw insuliny za-

stosowane podskérnie u krolikéw, daja ten sam

wynik co zastrzyki insuliny rozpuszczone;. _
Z powyzszego wysunieto wniosek, ze znana in-

sulina krystaliczna zawierajaca 0,4 % cynku roz-



P,gsz’cza sie latwo -we krwi i cieezy tkankowej
przy wartosci pH 7,2 dla nich charakterystycz-
nej. . 4

Jezeli insuline krystaliczng w postaci zawie-
siny w wodzie destylowanej doprowadzi sie, np.
wodorotlenkiem sodu do wartoéci pH — 7, cala

ilo$§¢ lub wiekszé cze$é krysztalkow insuliny ule- -

gnie calkowitemu rozpuszczeniu. Z  tych wzgle-~
déw, zawiesina insuliny krystalicznej w wodzie
destylowanej nie znalazla zastosowania Kklinicz-
nego.

Stwierdzono obecnie na podstawie doswiadczen
biologicznych i klinicznych, ze przy uzyciu za-
wiesiny  insuliny krystalicznej, otrzymanej spo-
sobem wedlug wynalazku, osigga sie preparat
insuliny o przediuzonym dzialaniu, odpowiada-
jacy a nawet przewyzszajacy stopien przediuzo-
nego dziatania znanych preparatéow insulino-
wych. '

Roztwor insuliny Xrystalicznej o stezeniu 49
jednostek miedzynarodowych (1 ml do ktérego
na kazde 100 ml dodano 4 mg cynku w postaci
‘chlorku) nie wykazuje godnego uwagi dzialania
przedtuzonego. Jezeli jednak roztwér doprowa-
dzi sie do wartosci pH — 35 i zostawi w spokoju,
co powoduje wykrystalizowanie wytrgconej in-

suliny i wytworzenie zawiesiny krysztalkow, za- -

wiesina wykazuje przedluzone dzialanie utrzy-
mujace si¢ dluzej niz 24 godziny.

Przyczyna przedluzonego dzialania preparatéw
insuliny, otrzymanych sposobem: wedlug wyna-
Jazku, nie zostala §ciSle ustalona, jednakze przy-
puszcza sie, ze insulina zawarta jest w postaci
krystalicznej i, ze krysztaty zawiesiny sa trudno
rozpuszczalne we krwi przy wartoSci pH dla niej
charakterystycznej.

Jezeli insulina krystaliczna znajduje sie¢ w po-
staci zawiesiny w ilosci, np. 40 jednostek mie-
dzynarodowych (1 ml w roztworze chlorku cyn-
ku zawierajacym, np. 0,008 % cynku o wartoSci
PH ="7), w ofradku rozpraszajacym rozpuszczo-
nej insuliny. nie bedzie.

Jezeli oSrodek rozpraszajacy preparatéw, wy-
tworzonych sposobem wedlug wynalazku, posia-
da warto§¢ pH okolo 7, lub jest doprowadzony
do tej wartoSci pH, stwierdzono, ze krysztalki
insuliny wyosobnione wykazujg zwigkszona za-
warto$é metalu w poréwnaniu do stalej jej za-
wartosci co w odniesieniu do cynku wynosi okoto
04 %. .

Stwierdzone przedluzone dzialanie preparatéw,
otrzymanych sposobem wedlug wynalazku, moze
byé wobec tego wynikiem obecno$ci’ lub wytwa-
rzania sie krysztalkéw insuliny o zwiekszorej za-
warto§ci metalu.

Z tego wzgledu wywnioskowano, ze mozna
réwniez osiagnaé¢ przedluzone dzialanie prepa-
ratu. przez zawieszenie krysztatkéw insuliny
o zwigkszonej zawartosci metalu w oSrodku roz-
praszajacym nie zawierajagcym metalu.

W celu wytworzenia preparatu o przediuzo-
nym dzialaniu wystarcza aby w o$rodku rozpra-
szajagcym panowaly takie warunki, w ktérych
krysztatki wykazujace zwigkszong zawartoSé me-
talu bylyby trudno rozpuszczalne we krwi i w
cieczy tkankowej przy wartosci pH dla nich cha-
rakterystycznej.

Sposéb wedlug wynalazku jest réwniez zna-
mienny tym, ze stosuje sie ofrodek rozpraszaja-
cy o takim skladzie, w ktérym zawieszone krysz-
tatki insuliny wykazujg zwiekszona zawartosé
pozadanego metalu, przy pH o$rodka zawiesiny
wynoszgcym lub doprowadzonym do wartodci 7.

Jezeli wytwarza si¢ preparat z insuliny kry-
stalicznej zawierajacej okolo 0.4 % cynku lub
odpowiednia ilosé innego z poprzednio wymie-
nionych metali, oSrodek zawiesiny winien wyka-
zywaé taka zawarto§é wymienionych metali, aby
bedace w stanie zawiesiny krysztalki insuliny
przy wartoSci pH ofrodka r6wnej 7 posiadaty
zawarto$§¢ metalu ponad 0,10 miliréwnowazni-
kéw (1 g krysztaltkéw).

Jednakze stwierdzono, ze aby otrzymaé prze-
dluzone dzialanie preparatéw wytwarzanych
sposobem wedlug wynalazku, korzystnie jest
przygotowaé krzysztalki insuliny o zawartoSci
metalu okolo 0,20 miliréwnowaznikdw (1 g krysz-
talkéw, to znaczy, np. okolo 0,65 % cynku), przy
zalozeniu, Ze insulina zostala wykrystalizowana
przy uzyciu cynku. Jezeli zawartosé cynku
w krysztalach wynosi, np. w przyblizeniu 1 %,
wytwarzany preparat wykazuje przedluZone
dzialanie ré6wne przedluzonemu dzialaniu prepa-
ratéw insuliny cynkowo-protaminowej. Przy
wiekszej zawartosci cynku mozna otrzymaé dzia-
lanie bardziej przedluzone.

Co sie tyczy zawartoéci metalu w oSrodku wod-
nym zawiesiny, nalezy zaznaczyé, ze ze wzro-
stem zawartoSci metalu w o§rodku zawiesiny
trzeba zwiekszyé¢ zawarto$é. insuliny aby utwo-
rzyly sie krysztalki o zamierzonej zwiekszonej
zawartosci metalu. Jezeli zawiesing doprowadzi
sie do zawarto§ci 40 jednostek miedzynarodo-
wych insuliny (1 ml, otrzymuje sie krysztatki
insuliny o zawartoSci cynku okoto 2,3 % przy
wartoéci pH oérodka réwnej 7) oSrodek doprowa-
dza sie do wspomnianego .pH przy uzyciu wo-.
dorotlenkéw alkalicznych (i przy zawartoSei cyn~
ku w oérodku wynoszacej 0,008 %). Jeteli oSro-



dek zawiera 10 Jednostek miedzynarodowych in-

suliny (1 mi, otrzymuje si¢ ‘insuline krystaliczng

o zawartosci cynku okolo 2,6 %, a przy zawar-
tosci insuliny 80 jednostek miedzynarodowych)
1 m], otrzymuje si¢ krysztalki insuliny o zawar-
todei okolo 1,8 % cynku, przy czym we wszyst-
kich t{ych przypadkach zawarto§é cynku w krysz-
talkach przed -ich zawieszeniem wynosi okelo
0,4 %. Przy z gory okreflonej iloSci krysztalkéw
insuliny na-jednostke objetoéei 6érodka zawiesi-
ny, wzrastajgca zawarto$é metalu w osrodku wy-
woluje wzrost zawartoSci metalu w krysztal-
kach. Jezeli o$rodek zawiesiny posiada warto$é
pH wyneszacy- okolo 7 lub jest do tej wartoSei
pH deprowadzony, mozna w zwyklych warun-
kach zwigzaé, np. do 2,7 % cynku, co odpowiada
liczbie grup kwasowych czasteczki insuliny. Po-
dobne stosunki odnosza si¢ do innych metali.
Przyjawszy, Zze oSrodek zawiesiny nie zawiera
substancji o wiekszym powinowactwie chemicz-
nym do wymienionych metali niz krysztatki in-
suliny i; ze te posiadaja zwykla zawarlo§é me-

talu, oérodek powinien zawiera¢ najmniej jeden .

z Wwymienionych metali w ilosci najmniej
7,5 > A >< 10—3 miliréwnowaznikéw (1 litr, przy
czym A oznacza ilo§é miedzynarodowych jedno-
stek insuliny) 1 ml dodanych do ofrodka.

Przy najczeSciej w praktyce uzywanym stgze-
niu insuliny, wynoszacym okolo 40 jednostek
mledzvnarodowych (1 ml i przy oSrodku zawie-
siny . zawierajagcym cynk w ﬂoscl 0,002 %, oraz
przy wprowadzeniu krysztatkéw insuliny o za-
wartoéci cynku okolo 0,4 %), znajdujace sie w za-
wiesinie krysztalki insuliny bedg zawieraty okoto
1,1 % cynku przy warto$ci pH o$rodka zawiesiny
réwnej 7. Przy zawartoSci cynku w osrodku za-
wiesiny wynoszacej 0,004 %, krysztalki zawiera-
ja okolo 1,7% cynku, przy zawarto$ci cynku
w ofrodku zawiesmy wynoszacej 0,008 %, zawar-
to§é cynku w krysztatkach insuliny wynosi okolo
22 %.

Jezeli pozadane jest, aby bedace 'w zawiesinie
krysztalki insuliny byly nasycone cynklem np.
zawieraly okolo 2,7 % cynku, oSrodek zawiesiny
powinien, w wyzej wymienionych warunkach,
zawieraé znacznie wiecej cynku, mianowicie oko-
10 0,03%.

‘Warto§¢ pH ofrodka zawiesiny jest jednym
z czynmkéw posiadajacych decydujacy wpltyw na
rozpuszczalnoéé krysztalkéw insuliny w ofrodku
i na zwiekszenie zawarto$ci metalu w krysztal-
kach. Przy zaloZeniu, Ze o$rodek nie zawiera
substancji posiadajacych szczegélne wiasciwosci
zmniejszajace rozpuszezalnoéé krysztatéw, w pre-
paratach do praktycznego ~ uzycia nie mozna

przészkodzié rozpuszezaniu sie wszZystkich krysz+
talkéw insuliny znajdujacych si¢ w stanie za-
wiesiny w oSrodku o wartosci pH wyzszej niZ 9.
Poza tym, powyzej tej warto$ci pH, trudno jest
wytwarzaé preparaty o wystarczajacej trwatoci.
Takie w normalnych warunkach, nie ‘mozna
przeszkodzié rozpuszczaniu sie Krysztaléw przy
wartodci pH ofrodka zawiesiny niZszej niz 3 —4.
Wskutek tego, o ile ofrodek zawiesiny nie za-

_wiera substancji; posiadajacych szczegélne witas-

ciwos$ei zmniejszamia rozpuszczalnoéci insuliny,
nalezy utrzymywaé wartosé pH oﬁrodka We
wspomnianych granicach.

Jak wynika z rozwazan przytoczonych powy-
zej, zaw1esina zawiera krysztalk1 msulinyo zwie-
kszonej zawartosci metalu Jezeli ‘ofrodek zawie-~
siny posiada warto§é pH okolo 7, pod warun=
kiem, ze ofrodek nie zawiera substancji o wiek-
szym powinowactwie chemicznym do wymienio-
nych metali niz krysztalki insuliny.

W celu uzyskania przedhuzonego dzialania, nie
jest konieczne aby S$wiezo wytworzona zawie-
sina zawierala in ' vitro krysztatki insulmy
o zmekszonej zawartoS$ci metalu

Zw1ekszona zawarto$é metalu mozna osmgna\.
przez zmiane wartofci pH ofrodka zawiesiny
do 7. Przypuszczalnie przyczyna tego jest zmia-
na wysoko§ci wartoSci pH do oketo 7, zacho-
dzaca przy wstrzyknieciu takiej zawiesiny, w
ktérej krysztalki insuliny o zwiekszonej zawar-
toSci metalu tworza sie in vive. Stwierdzono na
podstawie do§wiadczeni klinicznych, ze dwie za-
-wiesiny o identycznym skladzie, z ktérych jedna-
jest doprowadzona do warto§ci pH — 4,5, druga
do pH="7 wykazujg takie samo przedluzone.
dzialanie. Analiza iloSci metalu zawartego w znaj-
dujacych si¢ w stanie zawiesiny krysztatkach
insuliny wykazala, ze krysztatki insuliny o war-.
toSci pH —= 4,5 zawieraja normalng ilo§¢ metalu,
natomiast krysztalki o wartofci pH =17 zawie-
rajg zwiekszons ilo§¢ metalu. Wobec tego dal-.
sza cecha znamienng wynalazku jest to, Ze ofro-
dek wodny zawiesiny posiada odczyn kwasny
lub jest.do niego doprowadzany. )

Sposobem wedlug wynalazku mozna oérodek
zawiesiny doprowadzié do pozadanej wartosci
pH za pomoca substanc]i buforowych lub  ich
mieszaniny. .

Przy wyhorze substancji buforowych i innych-
domieszek ofrodka wodnego zawiesiny nalezy
wzigé pod uwage rozmaite czynniki. Stwierdzo-.
no, ze obecno$é w ofrodku zawiesiny pewnych
anionéw wplywa na przedluzone .dzialanie pre-
paratéow insuliny, prawdopodobanie ze wzgledu



na wplyw anionéw na rozpuszczalno$é krysz-
{atkow insulmy w ofrodku, jak ré6wniez na zdol-
nosé krysztalkéw do adsorbowania metali z o-
¢rodka zawiesiny lub do utrzymania zwiekszonej
zawartoécl metalu. Jezeli np. insulina krysta-
liczna znaadu]e sie w stame zaw1esmy w wod-~
nym ;oztworze zawierajacym 0,008 %3 cynku
(w postaci chlorku) i 1/120 molowego roztworu
fosforanu sodu, dqprowadzonym do warto$ei
PH =35, a nastgpnie do pH —=7, krysztatki roz-
puszcza sie calkowicie lub czeSciowo bez wiaza-
nia cynku.

To samo bedzie mialo miejsce jezeli zamiast
soli fosforanowej uzyje sie jako buforu cytry-
nianu. Jednakze, jezeli zamiast cynku uzyje sie
niklu, przy zmianie wartosci pH do 7 w obec-
noSci fosforanu, krysztalki insuliny nie rozpusz-
czg sxe lecz zaabsorbujg nikiel z ofrodka zawie-
siny.

Przypuszcza. sie, ze jony fosforanowe posiada-
ja wieksze powinowaetwo chemiczne do jonow
eynku niz krysztalki insuliny i wskutek tego
w Srodowisku obojetnym wiaza jony cynkowe.
‘W przypadku obecno$ci jonéw niklu, jony fos-
foranowe nie wigzg ich w takim .stopniu, aby
uniemozliwi¢ reakcje z krysztatkami insuliny.

Z tego wzgledu, przy wytwarzaniu preparatéw
o przedluzonym dzialaniu silnie dziatajacych,
przy uzyciu substancji buforowej w celu dopro-
wadzenia oérodka zawiesiny do odpowiedniej
wartoSci pH, nalezy uzywaé takiej substancji
buforowej, ktérej anion- w Srodowisku obojet-
nym, nie wigze metalu wchodzacego w gre.

Ustalona rozpuszczalnosé krysztatkéw insuliny
daje korzy$ci, poniewaz umozliwia wytwarzanie
preparatéw insuliny wykazujgeych cze§ciowo
szybkie dzialanie, cze§ciowo dzialanie przedtu-
Zone. - Ofrodek zawiesiny moze posiadaé taki
sklad i kwasowo§é, Ze moze zawieraé insuling
rozpuszczong lub -w postac1 bezpostaciowego o-
sadu.

Mozna z géry zapewnié obecno$é insuliny roz-
puszczonej lub wytraconej jako bezpostaciowy
osad, dopuszczajac do rozpuszczenia sig czeSci
krysztalkéw insuliny i nastepnie wytracajac ja
jako osad bezpostacmwy W zwigzku z tym, dal-
szg cechg znamienng wynalazku jest to, ze uzy-
wa sie ofrodka zawiesiny zawierajacego w nad-
miarze insuline rozpuszczong lub w postaci bez-
ksztaltnego osadu lub ze uzyskuje sie taki o$ro-
dek zawiesiny przez dodanie krysztatkéw
insuliny.

Insuline o szybkim dzialaniu mozna réwniez
otrzymaé przez dodanie do ofrodka zawiesiny

aniondow powodu;qcysch rozpuszezalno$é krysztai-
kéw insuliny w srodowisku ohojetnym.

. Zmieniajac w oérodku zawiesiny zawartosé
cynku lub podobnych metah PH, zawartoéé anio- -
néw oraz zawarto$§é rozpuszczonej insuliny lub
insuliny wytrgconej Jako bezpostaciowy osad,
umozliwia sie, zgodnie z wynalazklem otrzyma~
nie preparatéw insuliny, wykazujgcych zar6wno
przedluzone dzialanie o zamierzonej dlugosci
trwania jak i w zamierzonym stopniu szybkie
dzialanie insuliny rozpuszczoriej. Wynalazek jest
réwniez oparty na spostrzezeniu, ze przedluzone
dziatanie wytwarzanej zawiesiny krysztatk6w in-
suliny zalezy od ich wielkoSci Stwierdzono na
podstawie biologicznych -do§wiadczeri, przepro-
wadzonych zgodnie z wynalazkiem na pozba-
wionych trzustki psach, Zze Kkrysztalki insuliny
o wielkosci okolo 10 » w zawiesinie zawierajacej
cynk w omoéwionych ilo§ciach wykazujg prze-
dluzone dzialanie w tym samym stopniu co in-
sulina cynkowo-protaminowa, za§ krysztatki
o wielkoSci 25 — 100 # wykazuja jeszcze bardziej
przediuzone dzialanie.

Fakt ten nalezy braé pod uwage stosujac ziarn-
ka krystalicznej insuliny o odpowiedniej wiel-
ko$ci. Do wylwarzania preparatéw insuliny
mozna uzywaé krysztalkéw insuliny otrzymywa-
nych przy uzyciu jakiegokolwiék sposobu kry-
stalizacji dajacego pozadane wyniki. SpoSréd
dotad znanych sposobdw najkorzystniejsza jest
tak zwana metoda cytrynianowa -opisana, np.
w patencie duniskim nr 70270. Z innych korzy-
stnych sposobéw wymieni¢ nalezy, np. sposéb
opracowany przez Scotta [Biochemical J. 28,
1952 (1934)] i pbéiniejsze sposohy z niego wypro-
wadzone. Do wytwarzania o$rodka zawiesiny
wykazujacego zawarto§¢ wymienionych metali,
mozna uzywaé wody destylowanej z dodatkiem
jednego z wymienionych metali, np. w postaci
soli. Do uzytku klinicznego jest jednak korzyst-
niej stosowaé izotoniczne o$rodki zawiesiny.

Wiasciwoéei izotoniczne oSrodka wodnego mo-
7na osiaggnaé przez dodatek substancji takich jak
np. glukoza, chlorek sodu lub gliceryna. W cely
zachowania trwato$ci preparatéw insulinowych
nalezy dodawaé do nich jednego lub wiecej
ofrodkéw konserwujacych stosowanych zwykle
do cieczy do wstrzykiwania, np. fenolu i jego po-
chodnych, estru metylowego kwasu p-hydroksy-
benzoesowego (nipagina), estru propylowego
kwasu p-hydroksybenzoesowego i octanu feny-
lorteciowego.

Rézne przyklady osrodkéw wodnej zawiesiny
stosowanych do wytwsarzania preparatéw insuli-
nowych sposobem- wedlug wynalazku i wykazu~



jacyeh zawarto$§é wymienionych metali- podano
poniiei. .

Przyklad 1. OsSrodek zawiesiny skladajacy sig
z roztworu izotonicznego do ktérego dodano
$rodka konserwujacego oraz jednego z poprze-
dnio wymienionych metali posiada skiad nastg-
pujacy:

0,9 % chlorku sodu
0,1 % nipaginy
0,004 % cynku (jako chlerku)

Jezeli ten oSrodek zawiesiny doprowadzi si¢ do
warto$cl pH — 6 —7 zwykle krysztalki insuliny
beda w nim jeszcze trudniej rozpuszczalne niz
w czystej wodzie, natomiast krysztalki o zwiek-~
szonej zawartosci cynku tworza sie przez ich
zawieszenie. Jesli krysztalki zawierajace pier-
wotnie okolo 0,4% cynku doda si¢ w takiej iloéci,
%2e ofrodek zawiesiny zawiera 40 miedzynarodo-
wych jednostek (1 ml), krysztatki bedace w sta-
nie zawiesiny zawieraja okoto 1,7% cynku. _

Przy uzyciu krysztatkéw insuliny znacznie wig-
kszych niz 10 u, korzystnie jest dodaé do oSrod-
ka stabilizatora, ktéry podnosi lepko$¢ osrodka
zawiesiny do takiego stopnia, ze krysztatki
utrzymywane s3 w stanie zawiesiny w ciagu od-
powiedniego okresu czasu po wstrzaénlecm am-
pulki.

Jako stabilizatora zawiesiny mozna uzyé, np.
wysokoczasteczkowych polisacharydow. Mozna
takze uzywaé innych utrwalaczy, ktéore w da-
nych warunkach sg nieczynne w stosunku do
krysztatkéw insuliny i innych skladnikéw os$rod-
ka zawiesiny.

Przyklad 1I. Do wodnego roziworu substancji
izotonicinej dodano $rodka konserwujacego, jed-
nego z wymienionych metali i stabilizatora za-
wiesiny. Sklad by! nastepujacy:

9 % chlorku sodu
0,2 % tréjkrezolu
0,005 % niklu (jako chlorku)
5 % dekstranu zdepolimeryzowanego.

Warto$¢é pH doprowadzono za pomoca lugu so-
dowego do 6 — 7. Krysztatki insuliny nie zawie-
rajace niklu bedac zawieszone w tym roztworze
w takiej ilofci, aby oSrodek zawiesiny zawieral
40 jednostek miedzynarodowych/l ml, zawie-
raja nikiel. o

Wspompiano poprzednio, ze ofrodek wodnej
zawiesiny moze zawieraé substancje buforowa
lub mieszanine takich substancji, cze§ciowo w
celu " uregulowania i utrzymania pH- oérodka,
czeSciowo w celu spowodowania szybkiego dzia-
lania preparatu in vivo. Jako przyklady sub-

5

stancji buforowych mozna wymienié oétiny,, bo-:-
rany, cytryniany,. dwuetylobarbiturénj', fosfora- -
ny, jablezany lub-ich mieszaniny. 7, wymienio-

nych substancji buforowych fesforany i cytrynia-

ny mozna korzystnie uzywaé¢ do spowodowania

szybkiego dzialania preparatéw.

. Przyklad III. Osrodek zawiesiny skladajacy

sie z wodnego roztworu substancji izotonicznej

do ktérego dodano srodka konserwujacego, jed-

nego z wymienionych metali oraz substancji bu-

forowej posiada nastgpujacy sklad:

0,8 % chlorku sodu
0,1 % nipaginy

0,008 % cynku (jako chlorku)
1/120 molowego roziworu octanu sodu

Wartos¢ pH doprowadzono przy uzyciu CHI
do okolo 5.

Zwykte krysztalki insuliny wykazuja w tym
oSrodku zawiesiny malg rozpuszczalno$é podobnie
jak w osrodku zawiesiny wedlug przykladu T.
Jezeli krysztalki insuliny zawierajace okolo 0,4 %
cynku znajdujg sie¢ w osrodku w postaci zawie-
siny w takiej iloSci aby zawiesina zawierala 10
miedzynarodowych jednostek/l1 ml i jezeli pH
osSrodka zawiesiny doprowadzi sie do wartosci 7,
np. przy uzyciu NaOH, zawieszcne krysztalkl za-
wierajg okolo 2,2 % cynku.

Przyklad TV. Osrodek wodnej zawiesiny posia-
dajacy taka sama kwasowo$é jak ciecz tkanko-
wa ciata ludzkiego oraz izotoniczny z krwig po-
siada nastepujacy sklad:

1,3 % czesci objetosciowych gliceryny
0,1 % nipaginy
0,002 % cynku
1/120 molowego roztworu kwasu dwuetylo-
barbiturowego

Wartosé - pH doprowadzono. przy uzyciu NaOH
do okolo 7,2. Mniej niz 2 jednostki miedzynaro-
dowe insuliny/1 ml przechodza w tym o$rodku
zawiesiny do roztworu. Jezeli w ofrodku znaj-
duja sie krysztalki insuliny zawierajace okolo
0,4 % cynku w stanie zawiesiny w takiej iloSci
aby ofrodek zawierat 40 jednostek migdzynaro-
dowych/1 ml, krysztatki zawieraja okolo' 1,1 %
cynku. "

Przyklad V. Osrodek wodnej zawiesiny o sla-
bo zasadowym odczynie posiada nastgpujacy
sktad: .
1,3 % czesci objetociowych gliceryny .

. 0,1 %. nipaginy
.0,016 % cynku (jako chlorku) .
1/120 molowego roztworu kwasu borowego



WartoSé pH doprowadzono przy uzyciu NaOH
do .okoclo 8.

Takze w tym ofrodku zawiesiny do roztworu
przechodzi mniej niz 2 jednostki miedzynarode-
we insuliny/1° ml Jezeli w ofrodku znajdujg
si¢ w stanie zawiesiny Krysztalki-insuliny zawie-
rajgce- okolo 0,4 % cynku w taKiej iloSei aby o-
drodek ten zawierat 40 miedzynarodowych jed-
nostek/t ml i jezeli doprowadzi sie go do war-
tosci pH == 7, np. przy uzyciu HCI, krysztatki in-
suliny zawierajg okolo 2,5 % ‘cynku.

Przyklad VI. Przygotowuje sie wodny oérodek
zawiesiny zawierajgcy

0,8 % chlorku sodu
0,1 % nipaginy
0,001 % cynku (Jako chlorku)
1/120 molowego roztworu octanu sodu
i doprowadza sie pH do wartoéci 5 przy uzyciu
HCI.

Jezeli w oérodku znajduja si¢ w postaci za-
wiesiny krysztatki insuliny o zawartosci cynku
okolo 0,4 % w takiej iloSci aby osrodek ten za-
wieral 40 jednostek miedzynarodowych/1 ml, za-
wieszone krysztalki zawieraja okolo 0,8 % cyn-
ku, przy zaloeniu, ze warto§¢ pH oSrodka za-
w1esmy doprowadzono przy uzyciu NaOH do 7.

Przyklad VII. Przygotowano roztwor wodny
‘zawierajgcy

0,8 % chlorku sodu
0,1 % nipaginy
0,008 % niklu (jako chlorku)
1/120 molowego roztworu fosforanu sodu

i doprowadzono go przy uzyciu HCl do wartoSci
pH =T

Jezeli w roztworze znajdujg si¢ w postaci za-
wiesiny krysztatki insuliny o zawarto§ci niklu
okolo 0,3 % wtakiej iloScl aby zawiesina zawie-
" rala 40 miedzynarodowych jednostek/t ml, krysz-
taltki te wykazuja zwiekszong zawarto§é niklu.
_ Przyklad VIII. Przygotowano roztwér wodny
zawierajacy

1,3 % ,czeéci objetosciowych gliceryny
0,2 % tréjkrezolu
.0,014 % kadmu (jako chlorku)
1/120 molowego roztworu octanu sodu
i doprowadzono roztwér do wartoécl pH = .5 przy
uzyciu HCI. ;
Jezeli znajdujgce sie w postac1 zawiesiny kry-
sztatki insuliny o zawarto§ci cynku okolo 0,4 %

znajduja;si¢ w osrodku w: takxe;l iloéci -aby. za-
wiesina zawierata 40 Jednostek miedzynarodq—
wych/1 ml, Kkrysztatki te  wykazujy zawarto$é
okolo 3 % Cd, przyjawszy, ze wartoéé pH zawie-
siny doprowadzono przy uzyciu NqOH_ do 7.

Przyktad IX. Przygotowano. roztwor - wodny
zawierajgcy

0,8 % chlorku sodu
0,1 % nipaginy
0,006 % miedzi (jako chlorku)
1/120 molowego roztworu octanu sodu

i doprowadzono wartos¢ pH do 6 przy uzyeiu
HCL. Jezeli krysztatki inSuliny o zawartoéci cyn-
ku okolo 0,4 % znajdujg si¢ ‘w -stanie’ zawiesmy

-w ofrodku w takiej ilodci aby zawartych bylo

40 jednostek miedzynarodowych/l ml oSrodka
zawiesiny, znajdujace’ si¢ w stame ‘zawiesiny
krysztalkl zawierajg miedz.

Osrodek zawiesiny krysztatk6w insuliny w wy-
zej wymienionych przykladach posiada taki
sklad, ze krysztatki sy praktycznie  niérozpusz-
czalne w oSrodku. Preparaty insulinowe otrzy-
mane tym sposobem odznaczajg sig¢ przede
wszystkim przedluzonym dzialaniem. Mozna jed-
nak jak uprzednio wspomniano wytwarzaé pre-
paraty o czeSciowo przedluzonym i czeSciowo
szybkim dzialaniu. '

Przyklad X. Przygotowano roztwoér zawiera-
jacy. '

1,3 % czeSci objetoSciowych gliceryny
0,1 % nipaginy

0,008 % cynku (jako chlorku)

1/120 molowego roztworu octanu sodu

i doprowadzono warto§¢é pH do 4 przy uzyciu
HCI.

Jezeli krysztalki insuliny o zawartosci cynku
okolo 0,4 % znajduja sie¢ w tym roziworze w sta-
nie zawiesiny w ilo$ci 40 miedzynarodowych jed-
nostek/1 ml, /s ilo§ci krysztalkéw insuliny prze-
chodzi do roztworu, w wyniku czego oSrodek za-
wiesiny zawiera 12 — 14 miedzynarodewych jed-
nostek rozpuszezalnej insuliny/1 ml.

Przy podskérnym lub domiesniowym wstrzy-
kiwaniu otrzymanej - zawiesiny, uzyskuje sie
dzialanie cze§ciowo szybkie dzieki obecnosci roz-
puszczonej insuliny, cze§ciowo przedluzone dzie-
ki ~ zawarto$ci . krysztatké6w insuliny bedacych
w stanie zawiesiny. .

Przyklad XI. Przygotowuje si¢ wodny roztwor
chlorowodoru zawierajacy



. 1,3 % czesci objetosciowych gliceryny
0,1 % nipaginy
0,008 % cynku (jako chlorku)
1/120 molowego roztwory kwasu dwuetylo-
barbiturowego .
0,087 % insuliny (23 jednostki miedzynaro-
dowe (1 mg) rozpuszczonej w HCl

i przy uzyciu NaOH doprowadza sie Wartoéé pH
roztworu do okolo 7, przy ktérej rozpuszczalna
insulina wytraca sie iloSciowo jako bezpostacio-
wy osad (20 jednostek miedzynarodowych/1 ml).

Jezeli w powstatym oSrodku znajdujg sie kry-
sztalki insuliny w stanie zawiesiny, osiqga sie
przy wstrzykiwanu podskérnym lub domie$nio-
wym jej dziatanie szybkie oraz przediuzone.

W wyzej wymienionych przykladach dodawa-
no metale w postaci chlorkéw. Nie ma jednak
zadnych przeszkéd w dodawaniu metali w po-
staci innych nieorganicznych lub organicznych
zwigzk6w jak siarczany, azotany, octany, cytry-
niany, wodorotlenki, tlenki lub zwigzki zlozone,
lub tez w postaci czystego metalu pod warunkiem,
Ze uzyty metal lub jego zwigzek bedzie znajdo-
wal sie w takim stanie w warunkach panuja-
cych w osrodku aby tworzgce. sie krysztalkl in-
suliny moglty go wiazaé.

Nalezy dalej zwréci¢ ‘uwage, ze zmiany pH
ofrodka po wprowadzeniu krysztalkéow insuliny
w stan zawiesiny, wspomniane w- niektérych
przyktadach, nalezy traktowac¢ jedynie jako
czynno$é dodatkows.

.Ofrodek zawiesiny jest gotowy do uzycia przy
takiej wartoSci pH do jakiej zostal doprowadzo-
‘ny w czasie wytwarzania.

W wymienionych przykladach krysztaiki insu-
liny wytwarza si¢ oddzielnie z zastosowaniem an-
tyseptycznej krystalizacji, nastepnie z zachowa-
niem antyseptycznych warunkéw dodaje sie
krysztalki do gotowego jatowego osrodka wod-
nej zawiesiny.

Sposobem wedlug wynalazku mozna krystah-
yowaé insuline takze w gotowym oS$rodku zawie-
siny w sposéb opisany w nizej podanych przy-
kladach.

Przyklad XII. 174 mg msullny rozpuszcza sie
w 20 ml 0,01 n kwasu solnego i dodaje sie w ni-
z2ej podanej kolejnoSci

20 ml 4 % roztworu chlorku sodu

10 ml 1/12 molowego roztworu octanu sodu
50 ml roztworu zawierajacego 0,004 % cynku
0,2 % nipaginy

Nastepnie obniza si¢ warto$é pH do okolo 5
kwasem solnym i wytworzeng zawiesine umiesz-

cza si¢ w ampulce. Jezeli pozostawi si¢ zawie-
sing w spoko;lu wytracona . insulina przephodn
w krystallczna

. Sposobem wediug wynalazku jako ofrodka za-
wiesiny mozna uzywaé¢ cieczy macierzystej
z krystalizacji insuliny, przy czym do cieczy ma-
cierzystej dodaje sie wszelkich brakujgcych sub-
stancji. jak substancji izotonicznych, cynku lub
podobnych metali, substancji stabilizujgcych
oraz substancji regulujacych -warto$é¢ pH.

Przyklad XIII. 174 mg krystalicznej insuliny
rozpuszcza sie¢ w20 ml 0,01 n HCl 1 do roztworu
dodaje sie 20 ml 4% roztworu chlorku sodu
oraz 10 ml 1/12 molowego roztworu octanu sodu.
Nastepnie doprowadza sie warto$é pH roztworu
do okolo 5,5. Po ukonczeniu krystalizacji dodaje
sie 50 ml roztworu zwigzku cynku zawierajacego
0,016 % cynku i 0,2 % nipaginy. W razie potrze-
by reguluje sie warto§é pH otrzymanej zawie-
siny. Zgodnie z wynalazkiem mozna dodaé me-
talu przed lub po przeprowadzeniu krysztatk6w
insuliny w stan zawiesiny.

Mozna wiec wyjsé z aseplycznie wytwarzanych
krysztalk6w insuliny, zawieszonych w wodnym
o§rodku, do ktérych dodaje sie péZniej odpo-
wiedniego metalu.

Przykitad XIV. 174 mg krysztatkéw insuliny
zawiesza sie w 50 ml ofrodka wodnej zawiesiny
zawierajgcego

1,6 % chlorku sodu
0,2 % nipaginy
1/60 molowego roztworu octanu sodu

i doprowadza sie wartos¢ pH do 5,5 przez do-
danie HCl. Do tej zawiesiny dodaje sie 50 ml
zwiazku cynku w roztworze o takiej samej kwa-
sowosci, zawierajgcego 0,016 % cynku. Mozna u-
zy¢ roztworu cynku o innej kwasowoéci niz osro-
dek zawiesiny, w tym przypadku uregulowanie
warto$ci pH utworzonej zawiesiny mozna prze-
prowadzi¢ péZniej.

Przy zmianie pH o§rodka zawiesiny do 7, kry-
sztatki insuliny bedace w stanie zawiesiny za-
wieraja okolo 2,2% cynku, przy zalozeniu, 7ze:
krysztatki zawieraly uprzednio okolo 04 %
cynku.

Podobnie mozna calkowicie lub czeSciowo za-
pewni¢ zawarto§¢é metalu w zawiesinie przez
uzywanie krysztatkéw .insuliny . wykazujacych
zwiekszong zawarto§¢ metalu.

Przyklad XV. Przygotowuje sie roztwér za-
wierajacy



‘1,3 % czehcl objetosciowych gliceryny
0,1 % nipaginy
" 1/120 molowego roztworu octanu sodu
i doprowadza sie wartoéé pH ‘do 5 przy uzyciu
HCT, ) .

Jezeli 1,7 g krysztatkéw insuliny o zawartoéci
cynku okolo 2 % znajduje sie w stanie zawiesiny
w 1 litrze tego wodnego ofrodka, krysztalki po-
zostajg nierozpuszczone, lecz czeS¢ cynku prze-
chodzi do roztworu w ofroditu, w wyniku czego
zawiera cypk.

Podane _powyzej przyklady nalezy traktowac
jedyme jako waasniajace istote wynalazku, kt6-
rego zasadniczg cecha jest wytworzenie zawie-
siny krysztalkéw insuliny, wykazujacych zawar-
tod¢ omawianych metali wieksza niz zawartosé
w dotychczas znanych preparatach.

Z tego wzgledu zakres wynalazku obejmuje

wprowadzanie w stan zawiesiny krysztatk6w in- -

suliny o zwigkszonej zawarto$ci jednego z oma-
wianych metali
wstrzykiwah i nie wykazujagcym zawartosci
omawianych metali po zawieszeniu w nim kry-
sztaltkéw. Jako przyklad takich oSrodké6w mozna
wymieni¢ wode destylowana i oleje takie jak
olej oliwkowy, sezamowy i arachidowy. Nalezy
zauwazyé, 7e preparaty insulinowe wytwarzane
sposobem wedlug wynalazku, jesli to jest wy-
magane, mozna dostarczaé na rynek w dwoch
ampulkach, z ktérych jedna zawiera ofrodek za-
wiesiny a druga krysztalki insuliny o zwiekszo-
nej zawartoéci wspomnianych metali.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania preparatéw insuliny
o przedituzonym dziataniu, znamienny tym,
ze wytwarza sie zawiesine krysztalkéw in-
suliny wykazujaca zawarto§é metali koniecz-
nych' do krystalizacji insuliny, takich jak
cynk, kobalt, nikiel, kadm, miedz, mangan
lub zelazo w iloSci powyzej 7,63< A ><10-3
milirbwnowaznikéw/1 litr, przy czym A
oznacza ilo§¢ miedzynarodowych jednostek
insuliny/1 ml zawiesiny.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
stosuje sie osrodek zawlerajacy wspomniane
metale lub do ofrodka wprowadza sie wspo-
mniane metale przez dodanie krysztalkéw
insuliny.

3. Spos6b wedlug zastrz. 2, znamienny tym, ze
stosuje sie ofrodek zawiesiny zawierajacy
takie metale i ewentualnie substancje bufo-
rowg, aby zawieszone krysztaly insuliny wy-
kazywaly zwiekszong zawarto§¢ wymienio-
nych metali przy warto$ci pH ofrodka za-

w ofrodku odpowiednim do .

10.

12.

13.

14.

15.

wiesiny wynoszgcej okolo 7 lub doprowadzo-
nej do tej wartoéci.

Spos6b wedlug zastrz. I, znamienny tym, ze
stosuje sie oSrodek zawlesiny o takiej za-
warto$ci metalu wspomnianego, aby krysz-

~ taly insuliny przy zawartoci pH — 7 oérod-
‘ka wykazywaly zawartof¢ w przyblizeniu

powyzej 0,10 milir6wnowaznikéw, najko-
rzystniej- powyzej- 0,20 m:hréwnowazmkéw
(1 g krysztalkéw). .

Sposéb wedlug zastrz. 1 —4, znamienny tym,
ze stosuje si¢ ofrodek wodnej zawiesiny za-
wierajacy co najmniej jeden ze wspomnia-
nych metali w iloSci najmniej ‘7,5><A><10—3
miliréwnowaznikéw/1 litr, przy czym A4
wskazuje ilo§é mledzynarodowych jednostek
insuliny/1 ml ofrodka.

Spos6éb wedlug zastrz. 1 -5, znamienny tym,
7e stosuje sie ofrodek wodnej zawiesiny
o wartoSci pH okolo 7, lub doprowadza sie
pH ofrodka do tej wartoSci.

Spos6b wedlug zastrz. 1 — 5, znamienny tym,
ze stosuje sie¢ ofrodek wodnej zawiesiny po-
siadajacy odczyn kwasny lub doprowadza sie
osrodek do takiego odczynu.

Sposéb wedtug zastrz. 6 lub 7, znamienny

"tym ze ofrodek zawiesiny doprowadza sie za

pomocy substancji buforowej lub mieszani-
ny substancji buforowych do odpowiedniej
warto$ci pH.

Spos6éb wedlug zastrz 8, znamienny tym, ze
stosuje si¢ substancje buforowe, ktérych
aniony nie wigzg metalu przy odczynie obo-
jetnym.

Sposéb wedlug zastrz. 1 -—9, znamienny tym,
ze stosuje sie ofrodek zawxesiny zawierajacy
insuline rozpuszczong lub wytrzcong jake.
bezpostaciowy osad, lub wzbogacony w in-
suline przez dodanie krysztatkéw.

. Spos6éb wedlug zastrz. 10, znamienny tym,

ze stosuje sie ofrodek zawiesiny, do ktérego
dodaje sie anionéw wplywajacych na roz-
puszczalno§é¢ krysztatkéw insuliny przy od-
czynie obojetnym.

Sposéb wedlug zastrz. 1--11, znamienny
tym, ze stosuje sie ziarnka krystalicznej in-
suliny o oznaczonej wielko$ci.

Spos6b wedlug zastrz. 1—12, znamienny

. tym, ze stosuje sie izotoniczny o$rodek za-

wiesiny.
Spos6b wedtug zastrz. 1—13, znamienny
tym, ze stosuje sie §rodek konserwu]qcy zZa-
wiesine.
Sposéb wedlug zastrz. 12, znamienny tym
ze stosuje sie $rodek stabilizujgcy zawiesine.



16.

17.

18.

Spos6b wedlug zastrz. 1- 15, znamienny
tym, Ze krystalizacje insuliny przeprowadza
sie w ofrodku zawiesiny.

Odmiana sposobu wedlug zastrz. 1—16,
znamienna tym, ze jako ofrodek zawlesiny
stosuje sie ciecz macierzysta z krystalizacji
insuliny, do ktérej dodaje sie brakujacych
substancji, np. substancji izotonicznych, cyn-
ku lub podobnego metalu, substancji stabili-
zujacych zawiesing i (lub) substancji wa-
runkujgcych warto§é pH.

Sposéb wedlug zastrz. 1—17, znamienny.

tym ze krysztalki insuliny znajduja sie w
stanie zawiesiny przed dodaniem wspomnia-
nych jonéw metalicznych.

19. Sposéb wediug zastrz. 1 znamienny tym, ze

krysztalki insuliny o zwigkszonej zawartoS$ci
najmniej jednego z wymienionych metali,
przeprowadza sie w stan zawiesiny w o$rod-
ku wodnym lub olejowym stosowanym do
wstrzykiwan i nie wykazujacym przed za-
wieszeniem krysztatkow zawartosci omawia-
nych metali.
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