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(57) Sammendrag:
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Insulinpraparater til nonparenteral administration, inde-
holdende et eller flere insuliner eller insulinderivater,
som i oplesning i det fysiologiske pH-omrdde i overvejende
grad foreligger som monomerer, gangse additiver samt even-
tuelt et konventionelt insulin og eventuelt et eller flere
absorptionsfremmende stoffer giver hurtig optagelse af
den administrerede insulinaktivitet.
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Den foreliggende opfindelse angdr et insulinpraparat til
nasal eller rektal administration samt anvendelse af
des[(B26-30)-pentapeptid]insulin-BZS-amid til fremstil-
ling deraf.

Lige siden insulinets opdagelse og dets efterfplgende
anvendelse til behandling af diabetes har den eneste
praktisk anvendte administrationsform varet subkutan eller
intramuskular injektion, oftest flere gange dagligt. Denne
administration medfgorer pad trods af en stark teknisk
udvikling stadig en rzkke ulemper, sdsom smerte, infek-
tionsrisiko samt mulighed for kroniske vavsskader. Der har
derfor altid varet et ¢nske om at indgive insulinet pa
anden made end ved injektion, og saledes har isar oral,

rektal, nasal samt ophthalmisk administration veret under-

sogt.

Den ophthalmiske administration af insulin er beskrevet i
dansk patentskrift nr. 135.268, ifplge hvilket en insulin-
holdig hydrogel anbringes under ¢jenldget. Derved opnas en
optagelse p& 5-20% af den administrerede insulin- mangde i
organismen over en periode pa adskillige timer.

Den orale administration kraver, at der foretages sarlige
beskyttelsesforanstaltninger for at hindre insulinet i at
blive nedbrudt, for optagelsen kan ske gennem tarmens
slimhinde. Det kan ske f.eks. som anfgprt i beskrivelsen
til dansk patentanse¢gning nr. 1925/83 og nr. 2294/84, hvor
der tilsmttes enzyminhibitorer og eventuelt foretages
indkapsling i et galdeoplgseligt materiale. Oral admini-
stration giver kun en optagelse pd 1-2% af den indgivne
insulinma&ngde, jf. Galloway et al., Diabetes 21 (1971),
side 640-648, hvilket go¢r denne administrationsform

uanvendelig i praksis.

Rektal insulinadministration er kendt fra f.eks.
DE-offentligg¢relsesskrift n. 2.641.819, US-patentskrift
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nr. 4.164.573 og US-patentskrift nr. 4.442.090. Ved denne
indgivelsesmdde indkapsles insulinet i form af et supposi-
torium, hvori tilstedevarelsen af en enzyminhibitor nor-
malt ikke er n¢dvendig. Herved kan opnds en absorption af
den administrerede insulinm@ngde pa& ca. 5%, hvilket er en
gkonomisk uacceptabel udnyttelsesgrad.

Ved de ovenfor omtalte administrationsformer benyttes i
nezsten alle tilfazlde et overfladeaktivt tilsatningsstof
for at forgge absorptionshastigheden og -effektiviteten af
insulinet gennem slimhinderne. Et eksempel p& sé&danne
absorptionsfremmende hjalpestoffer er polyoxyethylenfedt-
alkoholethere samt iszr galdesyrer eller salte deraf.

Sadanne tilsatningsstoffer er serligt effektive wved nasal
administration af insulin, JE. GB-patentskrift nr.
1.527.605 og nr. 1.554.157, og teknikken er narmere

‘beskrevet af S. Hirai et al., Diabetes 27 (1978), side

296-299, og G.S. Gordon et al., PNAS 82 (1985), side

-7419-7423. Ved denne administrationsform indgives insu-

linet i oplgsning som drdber eller bedre i forstovet form
i nasehulen, hvorefter optagelsen over nzseslimhinden sker
s& hurtigt, at den maksimale insulinkoncentration allerede
opnds efter 10-30 minutter. Denne hurtigt indtrazdende
optagelse har s®rlig terapeutisk betydning, idet den
maksimale insulinkoncentration ved normal subkutan
injektion af opl¢st insulin forst indtrader efter 30-60
minutters forlegb, hvilket kan medfgpre problemer i en meget
benyttet diabetesterapi, hvori der indgives injektioner af
hurtigtvirkende insulin umiddelbart f¢r hovedmaltiderne.

Ved den nasale administrationsform har man imidlertid
efter nogen tids forlegb kunnet vise en uheldig indvirkning
pd slimhinderne af de tilsatte absorptionsfremmende
hjzlpestoffer, jf. S. Hirai et al., Int. J. Pharm. 9
(1981), side 173-184, men dette problem angives at vare
lgpst ved anvendelse af visse fusidinsyre- eller cephalo-
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sporinderivater som hjelpestoffer, jf. beskrivelsen til
europeisk patentansggning nr. 128.831. Andelen af absor-
beret insulin ved nasal indgivelse i ople¢st og forstevet
form angives i de ovenfor anfgrte skrifter at vere op til

ca. 20%.

En udfeorelsesform af den nasale administration, hvorved
anvendelsen af overfladeaktive hjazlpestoffer kan undgas,
er kendt fra europazisk patentansgpgning nr. 122.036. Denne
bestdr i indgivelse af insulinet pa& pulverform, idet der
anvendes et vanduoplgseligt, men vandabsorberende bare-
stof, f.eks. Kkrystallinsk cellulose. Partiklerne hafter
herved til naseslimhinden, og der optages fugtighed, som
bevirker, at insulinet opnar intens kontakt med slimhinden

og derved kan optages med hej effektivitet.

Ved alle de kendte insulinpraparater til administration pa
anden made end ved injektion anvehdes et konventionelt
kommercielt tilgaengeligt insulin som basis i formulerin-
gen. Nar et sddant insulin oplgses ved fysiologisk
pH-verdi, indstiller der sig en Kkoncentrationsafhangig
ligevegt mellem monomert, dimert, hexamert og polymert
insulin. Selvassociationsgraden kan bestemmes ved f.eks.
ultracentrifugering eller ved gelfiltreringsmetoder, jf.
f.eks. R. Valdes Jr. og G.A. Ackers, "Methods in enzymolo-
gy", bind 61 (Enzyme Structure, part H, edt.: Hirs &
Timasheff), Academic Press 1979, side 125-142. I konven-
tionelle, kommercielle oplgste insulinpraparater fore-

ligger en meget stor del af insulinet som hexamerer.

Ved anvendelse af des[(B26-30)—pentapeptid]insulin-B25-
amid, der i oplesning i det fysiologiske pH-omrade i
overvejende grad foreligger p& monomer form, i insulin-
praparater til nasal eller rektal administration opnas en
endnu hurtigere optagelse af den administrerede insulin-
aktivitet, didet maximal koncentration i serum opnids
allerede efter 5-10 minutter. Der opnads en udnyttelsesgrad
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pa& ca. 25%. Det fysiologiske pH-omrade omfatter pH-vardier
fra ca. 6,5 til ca. 8,5.

Insulinpreparatet ifplge opfindelsen er ejendommeligt ved,
at det indeholder des[ (B26-30)-pentapeptid Jinsulin-B25-

‘amid, som i oplgsning i det fysiologiske pH-omrdde i

overvejende grad foreligger pad& monomer form, og gangse
additiver samt eventuelt et konventionelt insulin og

eventuelt et eller flere absorptionsfremmende stoffer.

Opfindelsen angdr iszr insulinpraparater til nasal admini-
stration.

Nasale insulinprazparater kan f.eks. doseres fra en flaske
udstyret med en manuel forste¢vningsanordning beregnet til
at afgive et bestemt volumen insulinopl¢sning pr. dosis.
Flaskens dyse fores sdledes op i et nasebor for forstov-
ningen, som eventuelt gentages i det andet nasebor.

Des[ (B26-30)-pentapeptid Jinsulin-B25-amid kan fremstilles
ved kondensering af des[(B23-30)-octapeptid Jinsulin og
gly-phe-phe-NHy ved trypsin-stottet peptidbindingsdannelse
(W.H. Fischer et al., Biol. Chem. Hoppe-Seyler 366 (1985),
side 521-525). Det som udgangsmateriale anvendte
des[ (B23-30)-octapeptid Jinsulin kan  fremstilles ved
spaltning af insulin med pepsin (H.G. Gattner: Hoppe-
Seylers Z. Physiol. Chem. 356 (1975), side 1397-1404).

Anvendelige absorptionsfremmende stoffer er overflade-
aktive forbindelser, som f.eks. fedtalkyl- eller fedt-
acylsubstitueret polyethylenglycol, blokcopolymere af
polyethylenglycol og polypropylenglycol, salte af galde-
syrer, som f.eks. taurocholsyre, deoxycholsyre og glyco-
deoxycholsyre, salte af N-acyl-aminosyrer, som f£f.eks.
lauroylsarkosin og palmitoylglutaminsyre, samt derivater
af fusidinsyre og cephalosporin. Sarligt egnede er sadanne
stoffer, som giver mindst mulig vavsirritation.
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Som puffere kan anvendes fysiologisk acceptable syrer
eller baser med pH-vardier i narheden af det fysiologiske
pH-omrade, f.eks. phosphater, tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (TRIS) og glycylglycin. Som isotonika Kkan
anvendes fysiologisk acceptable salte eller polyhydroxy-
forbindelser, som f.eks. natriumchlorid, glycerol eller
mannitol. Nyttige konserveringsmidler omfatter phenol
eller benzylalkohol eller 1lignende stoffer, som er
aktive i det fysiologiske pH-omrade.

Nyttige suppositoriehjalpestoffer i praparater til rektal
administration er forblandede syntetiske fedtstoffer,
f.eks. "Witepsol"® (suppositoriemasse pd basis af modifi-
cerede triglycerider af mettede plantefedtsyrer) eller
delvis spaltede vegetabilske olier og fedtstoffer eller
polyethylenglycoler.

I pulverprazparater til nasal administration kan der som
barestoffer benyttes torrede vandabsorberende, men
vanduoplpselige stoffer, f.eks. tvarbundet polyvinylpyr-
rolidon eller isar krystallinsk cellulose med en partikel-

stgorrelse mellem 20 og 200 pm.

Vandige praparater beregnet til nasal administration
indeholder oftest 40-500 I.U. insulinaktivitet pr. ml,
fortrinsvis fra 80 +til 300 I.U./ml. Indholdet af over-
fladeaktive absorptionsfremmende stoffer 1ligger sadvan-
ligvis i omrddet 0,1-10%, og der foretrzkkes et indhold pa
0,5-5%. Praparatets pH ber 1ligge ner det fysiologiske
pH-omrade, og der foretrzkkes et pH-omrdde mellem 7 og 8.

Pulverformige preparater til nasal administration inde-
holder oftest 0,5-10 I.U. insulinaktivtet pr. mg, for-
trinsvis 1-8 I.U./mg. Insulinet eller insulinderivatet
anvendt i disse praparater ber vere fremstillet i umiddel-
bar vandoploselig form, fortrinsvis ved lyofilisering fra

oplgsninger med en pH-verdi mellem 6,5 og 8,5.
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Rektale insulinpraparater i form af suppositorier inde-
holder oftest 2-200 I.U. insulinaktivitet pr. g, for-
trinsvis 5-100 1I.U./g. Det absorptionsfremmende stof
tilszttes sadvanligvis i en ma&ngde pa& 0,1-25% vagt-%, og
der foretrzkkes 0,5-10% (v/v). Praparaterne udstobes

‘oftest som suppositorier pa 0,5-3 g, fortrinsvis 1-2,5 g.

Opfindelsen illustreres narmere i de efterfglgende eksemp-
ler.

Eksempel 1

Fremstilling af et preparat til rektal administration.

82,5 mg des[ (B26-30)-pentapeptid Jsvineinsulin-B25-amid og
1,0 g natriumcholat blandes grundigt op i 100 ml smeltet
"Witepsol"® H ved 36°C, og den resulterende masse udstobes
i forme til suppositorier & 2 ml, hver indeholdende 20
I.U. insulinaktivitet.

Eksempel 2

Fremstilling af praparat til nasal administration.

75 mg des[ (B26-30)-pentapeptid Jsvineinsulin-B25-amid ople-
ses i 3 ml vand ved hj®lp af 1idt saltsyre, hvorpd der
tilsettes 5 ml 0,02 M natriumdihydrogenphosphat i 1%
phenol. pH justeres til 7,5 med natriumhydroxid, og der
tilsettes vand til 10 ml. Denne opl¢sning blandes nu med
10 ml af en friskfremstillet 2% opl¢sning af natriumglyco-
deoxycholat i 0,25 M natriumchlorid, justeret til pH 7,5
med saltsyre og fyldes derpd i en flaske, som lukkes med
en manuel forst¢gvningsanordning, der afgiver et bestemt
volumen oplg¢sning pr. pust. Med et doseringsvolumen pa 100
pl administreres sdledes 10 I.U. insulinaktivitet ved et

enkelt pust.
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Eksempel 3

Fremstilling af praparat til nasal administration.

100 mg des[ (B26-30)-pentapeptid Jsvineinsulin-B25-amid op-
lgpses i 20 ml vand ved justering af pH til 7,5 med natri-
umhydroxid, hvorpa ople¢sningen fryset¢rres. Det resul-
terende insulinpulver blandes omhyggeligt i en morter med
800 mg krystallinsk cellulose, sd& der opnds en ensartet
pulversammensztning indeholdende 3 1I.U. insulinaktivitet

pr. mg.

Nasalpulveret kan derpd administreres til den nasale slim-
hinde ved hj®lp af en insufflator, som kan vere udformet
sdledes, at pulveret administreres som et doseret lagemid-
del i form af en gelatinekapsel, der perforeres umiddel-

bart f¢or indblasningen.

Eksempel 4

Fremstilling af des[ (B26-30)-pentapeptid ]svineinsulin-
B25-amid.

500 mg des[(B23—30)-octapeptid]svineinsulin, fremstillet
pd kendt made ved trypsinnedbrydning af svineinsulin, og
1000 mg gly-phe-phe-NHy, fremstillet p& kendt méde ved
Merrifield-syntese, oplgses i en blanding af 6 ml dime-
thylformamid og 3 ml vand, og pH justeret til 6,5 med
triethylamin eller eddikesyre. Under omrgring tilsattes en
oplg¢sning af 25 mg trypsin i 500 pl1 0,001 M calciumace-
tat, og reaktionsblandingen henstdr ved 20°C i 4 timer.
Proteinerne udfzldes derpd af oplgsningen ved tils=ztning
af 100 ml acetone og fracentrifugeres. Bundfaldet genop-
lpses i 20 ml 1 M eddikesyre, 7 M urinstof og gelfil-
treres pd en 5 x 85 cm spjle af "Sephadex"®G50 Superfine i
1 M eddikesyre. Fraktionerne indeholdende proteinrhoved-

fraktionen haldes sammen og fryset¢rres.
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Det frysete¢rrede protéin genoplgses i 40 ml 7 M urinstof,
idet pH justeret til 8,1 med 1 M TRIS, og sattes pad en 2,6
x 20 cm spjle af DEAE-cellulose ("Whatman"®DE-52), som er
pakket og @kvilibreret i 0,02 M Tris/saltsyre, 7 M
urinstof pH 8,1. So¢jlen elueres derpd ved 4°C med en
natriumchloridgradient fra 0-0,1 M i samme buffer over 48
timer med et flow pd 40 ml pr. time. Fraktionerne indehol-
dende den forst eluerede proteinhovedtop hzldes sammen og
afsaltes péa “Sephadex"®G25 Fine i 1 M eddikesyre. Den

proteinholdige blanding frysetgrres. Udbytte: 260 mg des-

[ (B26-30)-pentapeptid Jsvineinsulin-B25-amid.

Eksempel 5

In vivo-forsgg.

6 uger gamle hanrotter (Wistar, 150 * 5 g), som er gjort
diabetiske 3 dage forinden ved intravengs injektion af
streptozotocin (65 mg/kg), anazstetiseres intraperitonealt
med pentobarbital (50 mg/kg), og polyethylenkatetre
indsattes i en halspulsdre til udtagning af blodpr¢gver. En
luftrgrskanyle indszttes i rotterne inden den intranasale
insulin administration.

Grupper pa 4 rotter indgives intranasalt til tidspunktet O
10 p1 af et af nedenstaende praparater:

A. 250 I.U./ml Zn-insulin (human)
1/75 M natriumphosphat
1,6% (r/r) glycerol
1,0% (v/r) natriumglycodeoxycholat

B. 250 I.U./ml des[ (B26-30)-pentapeptid Jsvineinsulin--
B25-amid
1/75 M natriumphosphat
1,6% (r/r) glycerol
1,0% (v/r) natriumglycodeoxycholat
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C. 1/75 M natriumphosphat
1,6% (r/r) glycerol
1,0% (v/r) natriumglycodeoxycholat

Blodprover p& 250 pl udtages i heparinbehandlede isafko-
lede glas til tidspunkterne -5, 10, 20, 40, 60, 90 og 120
minutter, og plasmaproverne fryses efter centrifugering
til senere insulinbestemmelse ved radioimmunanalyse.

I den efterfplgende tabel I er plasmainsulinkoncentra-
tionerne (gennemsnitsvardier og S.E.M) anf¢ort ved de
forskellige provetagningstidspunkter. Detektionsgraznsen er
0,05 nmol/l. Tegningen viser en grafisk afbildning af de

tilsvarende vardier.

Det fremgdr af resultaterne, at det monomere des-pentapep-
tid-insulinamid (B) absorberes hurtigere og mere reprodu-
cerbart end det konventionelt anvendte hexamere insulin
(A), se ogsd kurverne pad tegningen.
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1. Insulinpraparat til nasal eller rektal admini-
stration, kendetegnet ved, at det indeholder des[ (B26-

30)-pentapeptid linsulin-B25-amid, som i oplgsning i det
fysiologiske pH-omradde i overvejende grad foreligger pa
monomer form, og gangse additiver samt eventuelt et
konventionelt insulin og eventuelt et eller flere absorp-

tionsfremmende stoffer.

2. Insulinpreparat ifplge krav 1, kendetegnet ved,

at det som den overvejende insulinaktive komponent inde-
holder des[ (B26-30)-pentapeptid Jinsulin-B25-amid.

3. Insulinpraparat ifgplge krav 1, Lkendetegnet ved,
at det er et preparat til nasal administration.

4. Anvendelse af des[ (B26-30)-pentapeptid Jinsulin-
B25~amid til fremstilling af insulinpreparater ifelge krav
1-3.
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