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{57) Tiivistelmd

Keksint$ koskee stabiloituja insuliiniliuoksia ja menetel-
méd niiden valmistamiseksi.

Ennentuntemattomia farmaseuttisia insuliiniliuoksia, joil-
la on parannettu fysikaalinen stabiliteetti, valmistetaan
lis¥¥mé114 niihin olennaisesti ionoitunutta sinkkisuolaa
midrdnd, joka vastaa insuliinin k¥ytettdviss¥ olevaa sink-
ki-ionipitoisuutta, joka on suurempi kuin 4 Zn2+/1nsuliin1-
heksameeri.

N¥md& insuliiniliuokset soveltuvat erikoisesti k¥ytettdv¥k-
si jatkuvaan insuliininantoon tarkoitetuissa laitteissa.

(57) Sammandrag

Uppfinningen avser stabiliserade insulinl®sningar och ett
férfarande f¥r framst#llning av dessa.

Hittills okdnda farmaceutiska l8sningar av 188t insulin med
forbdttrad fysikalisk stabilitet framstdlles genom inkorpore-
ring i l¥sningarna av ett visentligen joniserat zinksalt i
en koncentration motsvarande ett innehdll av zinkjoner
tillgdngliga f8r insuliner pd mer 4n 4 Zn2+/hexamer insulin.
Insulinlésningarna dr sdrskilt l&mpade f8r anviéndning i
apparat f&r kontinuerlig insulindosering.
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Menetelma infuusiotarkoitukseen stabiloidun insuliiniliuoksen

valmistamiseksi, jolla on korotettu sinkkipitoisuus

Tamd keksintd koskee menetelmad aikaisemmin tuntemattomien
stabiloitujen insuliiniliuocksien valmistamiseksi, jotka eri-
koisesti soveltuvat kdytettdviksi jatkuvaan insuliininantoon

tarkoitetuissa laitteissa.

Viime vuosina on tehty yha enemman yrityksia kehittaa kannet-
tavia tai istutettavia systeemejd insuliinin jatkuvaa infuu-
siota varten. Tallaisten pyrkimysten padatarkoituksena on ai-
kaansaada sokeritautipotilaan kaytettavidksi sellainen insu-
liininantomenetelmd, joka on tarkemmin sovitettavissa poti-
laan fysiologieen insuliinintarpeen vuorokautisiin vaihtelui-
hin kuin on ollut mahdollista tavanmukaisessa insuliinilaa-

kinnassa.

Jatkuvaan ineuliininantoon tarkoitetun laitteen mekaaninen
oea kasittdsd sellaiset oleelliset elementit kuten insuliini-
sailion, pumppusysteemin ja katetrin, joka soveltuu valittuun
insuliininantomenetelmdaan, jona tavallisesti on ihonalaisesti,

laskimonsisdisesti tai vatsakalvonasisdisesti suoritettu anto.

Pumppusysteemi voi olla automaattisesti aktivoituva, ja se
voidaan lisaksi varustaa kasikdyttoisella saatimella insu-

liinin antamiseksei silloin, kun erityist& tarvetta esiintyy.

Jos insuliiniliuosta annetaan ruiskun avulla, tama tulee ta-
valligsesti toimimaan myode insuliinigailiona. Ruiskutyyppia
olevia laitteita kannetaan yleensa kehon ulkopuolella. On
kuitenkin kehitetty myde huomattavasti monimutkaisempia sys-
teeme ja, joissa koko mekaaninen yksikkd on konstruoitu istu-
tueta, tavallisesti ihonalaista istutusta varten. Insuliini-
88ilio on yleensa sovitettu ihon lapi tapahtuvaa uudelleen-

tayttoa varten.
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Insuliinin taipumus saostua kaupallisesti saatavissa ole-
vista liuoksista, mikd on omiaan aiheuttamaan sekd mekaa-
nisten osien ettd infuusiokatetrien tukkeutumista, on
osoittautunut suurimmaksi esteeksi jatkuvasti infundoivien
laitteiden edelleen kehittdmiselle ja kliiniselle sovelta-
miselle. Sitdpaitsi on olemassa ilmeisid syitd pyrkid pienen-
tdmddn kaikkien jatkuvasti infundoivien systeemityyppien
kokoa. Tdlldin esiintyy tarvetta saada kdyttddn vdkevdmpid
insuliiniliuoksia kuin t&h&n saakka on ollut kdytettdvissd,

mikd on omiaan edelleen pahentamaan ylldmainittuja ongelmia.

Yleensd otaksutaan, ettd selityksend saostumisilmidlle on
insuliinin taipumus muodostaa liukenemattomia fibrillejd,
erikoisesti jos insuliiniliuoksia pidetddn kohotetuissa
ldmpbtiloissa pitkdhkéjd aikoja. On my8s todettu, ettd jo-
kainen liuoksen tai liuoksessa tapahtuva liike, mm. se
pySrteenmuodostus, jonka liuoksen virtaus ahtaan aukon kaut-
ta saa aikaan, aiheuttaa insuliinin fibrilloitumista. Ilmei-
sesti insuliiniliuokset joutuvat useimpien tai kaikkien
tillaisten vaikutusten alaisiksi jokaisessa jatkuvasti in-
fundoivassa laitetyypissd. Nditd aikaisemmin tunnettujen in-
suliinivalmisteiden puutteita tdssd suhteessa on runsaasti
esitetty kirjallisuudessa, esim. &dskettdin julkaistussa
yleiskatsausa rtikkelissa: W.D. Lougheed et al. Lﬁiabetologia
vol. 19 (1980), sivut 1-9/.

Tdmdn ongelman ratkaisemiseksi on ehdotettu sellaisten hap-
pamien insuliiniliuosten kdytt0&d, jotka sisdltdvdt glutamii-
nihappoa tai asparagiinihappoa Lfts. julkaisua Diabetes 30
(1981), 837 tahi neutraaleja insuliinivalmisteita, jotka
sisdltdvit jotain sokerilajia kuten glukoosia (D.S. Schade
et al.: Satelite-Symphosium to 16th European Association

for the Study of Diabetes-Meeting, Greece, 22-23 Sept.,
1980, s. 107). Lisdksi on ehdotettu epdionisen pinta-aktii-
visen aineen kdyttdd (H. Thurow: saksalainen patenttihake-
mus P 29 52 119.5).
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Insuliini on kuitenkin kemiallisesti epistabiili happames-
sa liuoksessa jopa kehonldmp&tilan alapuolella, ja se voi
reagoida palautuvasti tai palautumattomasti hiilihydraat-
tien kanssa (kts. julkaisua: J. Brange & S. Havelund,
"Properties of Insulin in Solution", Proceedings from Inter-
national Symphosium on Artificial Systems for Insulin Deli-
very, Assisi, Sept. 20-23, 1981, Raven Press). Lisiksi ylla-
mainittu epdfysiologinen pinta-aktiivinen aine voidaan kat-
soa haitalliseksi parenteraaliseen kdytt&dn tarkoitetuissa

lddkeaineissa.

Mainitut haitat poistaa t#mi keksintd aikaansaamalla ennen-
tuntemattomia insuliiniliuoksia, joissa insuliini on vihem-
mdn altis kuin tavanmukaisissa insuliinivalmisteissa saos-
tumaan niissd olosuhteissa, jotka vallitsevat jatkuvasti

toimivissa insuliininantolaitteissa.

Keksintd perustuu siihen yllitt#dviin havaintoon, etti
sinkki-ionit tiettyind pitoisuuksina aikaansaavat erittidin
stabiloivan vaikutuksen neutraaleihin insuliiniliuoksiin.

Sinkkid on jo useita vuosia kdytetty kiteytymistd edistivini
metallina insuliinikiteitd valmistettaessa. Neucraalien
insuliiniliuosten valmistukseen kdytetyt insuliinikiteet
sisdltédvdt sen vuoksi yleensid sinkkii (kts. esim. britti-
ldistd patenttijulkaisua 840 870 ja tanskalaista patentti-
julkaisua 116 527).

Sinkkisis&dllén yldraja neutraaleissa insuliiniliuoksissa
on noin 1 paino-% sinkki-ioneja (laskettuna kuivien insu~
liinikiteiden painosta).

Sellaisten aineiden lisndollessa, jotka muodostavat vihin
liukenevia yhdisteiti tai kompleksiyhdisteitd sinkin kanssa,
valmisteet voivat sisdlt&4 huomattavasti enemmin sinkkid,
kunhan insuliinin k&ytettdvissi oleva sinkki-ionimddrs,

eikd siis mainittuihin aineisiin sitoutumaton miiri ylitd

yllé&mainittua yldrajaa.
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Jos insuliinin kidaytettavissi olevien sinkki-ionien pitoisuus
ylittaa y%iimainitun ylarajan eli noin 1 paino-%, mik& vastaa
noin 5 Zn /insuliiniheksameeri, sinkki-insuliini-komplekseja

saostuu liuoksesta.

US-patentista 3 091 573 tunnetaan nopeasti vaikuttava, sta-

bi%%i neutraali insuliinivalmiste, joka sisadltaad noin 2,5 - 58
Zn /insuliiniheksameeri. Ylaraja on tarkoitettu kaikille in-
suliiniliuokeille, joissa sinkki-insuliinikompleksi saostuu

liuoksesta, mikdli sinkkipitoisuue ylittaa taman arvon., Tassa
US-patentissa on esimerkeisséa kuvattu valmiste, jonka sinkki-
pitoisuus on korkein 91122,7 X sinkkid, joka kuivainsuliiniin

perustuen vastaa 3,71 Zn /insuliiniheksameeri.

Jotta einkki-insuliinikompleksien saostuminen varmasti valte-
taan, on sinkkipitoisuus kaupallisissa insuliinivalmisteissa
pidetty huomattavasti mainitun yldrajan alapuolella, ja nyt
onkin tutkimuksissa todettu, ettsa kaikisea ennestadn tunne-
tuissa kaupallisissa neutraaleissa %quliinivalmisteissa

sinkki-ionipitoisuus on n. 2-3,5 Zn /insuliiniheksameeri.

Kuviosta 1 ilmenee kuitenkin, etta insuliinivalmisteet, joi-
den sinkki-ionipitoisuus on 2 ja jopa 4 insuliihiheksameeria
kohti, ovat epastabiileja jatkuvassa insuliininannossa val-
liteeviesa olosuhteissa, koska insuliini saostuu muutamassa

paivassa.

Sen vuoksi on se havainto yllattdava, ettéd sinkki-ionipitoi-
suuden lisdys madrattyihin arvoihin, ngka ovat juuri sinkki-
insuliinin sacstumien ylarajan n. 5 Zn /insuliiniheksameeri
alapuolella, aikaansaa stabiloivan vaikutuksen insuliini-
liuoksiin edella selostetuissa jatkuvassa insuliininannossa

vallitsevissa olosuhteissa.
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Tamad keksintdé aikaansaa ennentuntemattoman insuliiniliuoksen,
joka soveltuu kaytettavaksi jatkuvassa insuliininannossa ol-
len fysikaalisesti stabiili siina vallitsevissa olosuhteis-
8a, joka niin haluttassa kasittaa sailytysaineen, liuoksen
isotoniseksi tekevan aineen sekda pH-puskurin, ja jolle on
tunnusomaista, etta se sisaltas olennaisesti ionoitunutta
sinkkisuolaa maarassa, joka vastaa insuliinin kéytettévie;é
olevaa sinkki-ionipitoisuutta, joka on suurempi kuin 4 Zn /

insuliiniheksameeri.

Maininnalla "insuliinin kaytettavissa olevat sinkki-ionit”
tarkoitetaan tassa sinkki-ioneja, jotka eivat ole liittyneet
muihin yhdisteisiin, jotka muodostavat kompleksiyhdisteita
sinkin kanssa, kuten esim. sitraattiin, glysiiniin tai fos-

faattiin.

Sinkki-ionipitoisuuden yliarajana on sellainen sinkkimaara,
joka aiheg&taa sinkki-insuliinikomplekseien saostumista, ts.

noin 5 Zn /insuliiniheksameeri, kuten edella on mainittu.

US-patentissa 3 584 121 on kuvattu neutraali, nopeasti vai-
kuttava insuliinivalmisete, joka esimerkkien 2 33 6 mukaisesti
sisdltdaa 1 %X sinkki&, joka vastaa arvoa 5,3 Zn /insuliini-
heksameeri. Taman valmisteen stabiliteettikerroin on vain 3,5,
edullisesti 1. Nain ollen nama valmisteet eivat sisally
esilla olevan hakemuksen mukaiseen alueeseen, eivatka siten
sovellu jatkuvaan annceteluun liian alhaisen fyysisen stabii-
lisuutensa vuoksi. Tdma johtuu siita, ettda valmiste sisaltaa
komplekein muodosta ja-ainetta, edullisesti fosfaatti- ja sit-
raattipuskuria. Siten, koska osa sinkistd on sitoutuneena
kompleksoivaan aineeseen, ei koko sinkkimaara ole insuliinin

kaytettdviesa.
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Keksinnoén erasesa edullisessa sovellutusmuodossa insuliinin
k&ytet%ivissé olevien sinkki-ionien pitoisuus ei ylita& arvoa
4,8 ZIn /ina%}iinihekaameeri ja on sopivimmin alueella

4,2 - 4,5 Zn /insuliiniheksameeri.

Sopivimpia sinkkisuoloja ovat sinkkiasetaatti ja sinkkiklori-

di.

Keksinndn eraassia toisessa edullisessa sovellutusmuodossa
kdytetdan fenolia sédilytysaineena ja glyserolia liuocksen iso-

toniseksi tekevana aineena.

Kuten edella on mainittu, ylla olevat sinkkisisdllot tarkoit-
tavat insuliinin kdytettavissa olevia sinkki-ioneja. Sinkki-
komplekse ja muodostavien aineiden lasndocllessa osa ginkieta
eitoutuu kompleksinmuodostavaan aineeseen. Koska insuliinin
kaytettaviesa olevien a%gkki-ionien pitoisuuden pitaisi aina
olla suurempi kuin 4 Zn /ineuliiniheksameeri, on lisattava
enemman einkkia. Niinpa einkin kokonaispitoisuus sinkkikomp-
leksia muodostavaa ainetta sisaltdavissd insuliinivalmisteisea
on enemman tai vahemman yllamainittujen rajojen ylapuolella
riippuen kdytetyn kompleksinmuodostavan aineen maarasta ja

sen kompleksinmuodostusvakiosta.

Usein pidetaan parempana kayttaa sinkkikompleksin muodosta-
vaa ainetta, jonka avulla varmistetaan laajempi toiminta-
alue insuliinisisaltoon perustuvalle sinkin kokonaispitoi-
suudelle. Jos eeim. joku laitteen osa, s&ilio, pumppusystee-

mi, letkut jne. sitoo tai luovuttaa sinkkia, tulee sinkki-
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kompleksia muodostavan aineen ldsndolo varmistamaan, ettd
insuliinin kdytettdvissi olevien sinkki-ionien pitoisuus

pysyy keksinndn mukaisen alueen sis&dpuolella.

Tdmd keksintd aikaansaa sen vuoksi sellaisen ennen tunte-
mattoman insuliiniliuoksen, joka soveltuu kdytettdvdksi
jatkuvassa insuliininannossa ollessaan stabiili siind vallit-
sevissa olosuhteissa, joka mahdollisesti sisdltdd sdilytys-
aineen, liuoksen isotoniseksi tekevdn aineen ja puskurin

sekd lisdksi sinkkikompleksin muodostavan aineen, ja jolle

on tunnusomaista, ettd sinkin kokonaispitoisuus on vdhin-
tddn 5 Zn 2+/insuliiniheksameeri ja ettd keksinndn erddssa
edullisessa sovellutusmuodossa sinkin kokonaispitoisuus on
vdhintéddn 6 Zn2+/insuliiniheksameeri.

Niissd insuliiniliuoksissa kdytettdvien sinkkikompleksin-
muodostavien aineieen pit#4 olla liukenevia ja fysiologises-
ti hyvdksyttdvii.

Sopivia sinkkikompleksinmuodostavia aineita ovat aminoha-
pot, esim. glysiini, alaniini, valiini, leusiini, isoleusii-
ni, seriini, treoniini, fenyylialaniini, proliini, trypto-
faani, asparagiini, glutamiinihappo ja histidiini, sekd oli-
gopeptidit, kuten diglysiini.

Toisen ryhmidn sopivia sinkkikompleksinmuodostavia aineita
muodostavat karboksyylihapot, kuten etikkahappo, tai hydrok-
sikarboksyylihapot, kuten sitruunahappo, 3-hydroksi-voi-
happo ja maitohappo.

Sopivimpia sinkkikompleksinmuodostavia aineita ovat glysii-

ni ja sitruunahappo sekd my8s diglysiini ja histidiini.

Pienin sinkki-ionien kokonaispitoisuus olennaisesti stabi-
loivan vaikutuksen, ts. vdlill&d 5-10 olevan stabiliteetti-
kertoimen (joka on miiritelty selityksen yksityiskohtaises-

sa osassa) saavuttamiseksi riippuu siitd, mitd kompleksin-
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muodostavaa ainetta kdytetddn. Edullisin on kuitenkin yli
10 oleva stabiliteettikerroin.

Kiytettiessd heikkoa kompleksinmuodostavaa ainetta, esim.
glysiinid 10 mM, huomattava stabilointi saavutetaan sinkin
kokonaispitoisuuden ollessa n. 5 Zn 2+/insuliiniheksameeri
(kts. taulukkoa I ja kuviota 2), sinkin kokonaispitoisuuden
edullisimman alueen ollessa vdlilld n. 5 - n. 8 Zn 2*/in-

suliiniheksameeri.

Taulukko I
40 IU sikainsuliinia/ml glysiinin lo_z—molaarisessa liuokses-
sa sinkkipitoisuuden vaihdellessa, liuoksen ollessa valmis-

tettu esimerkin 7 mukaisesti.

Sinkki- zn?* insuliini Stabiliteetti-

pitoisuus heksameeri§ kerroin
(M) kohti*

1,0 - 1074 2,4 1

1,8 1074 4,4

2,0-1074 4,9

2,2+1074 5,4 45

2,6 - 104 6,4 49

3,4-104 8,4 8

3,8 - 104 9,4 10

4,0-10"% 9,9 15

*Sinkki-ionien kokonaispitoisuus.

Jos kdytetdin vahvempaa sinkkikompleksinmuodostavaa ainet-
ta, esim. sitruunahappoa, tarvitaan sinkin kokonaispitoi-
suus, joka on vdlilld n. 40 - 200 Zn2+/insuliiniheksameeri,
merkittdvdn stabiloinnin saavuttamiseen (kts. seuraavaa
taulukkoa II).

Kun sitruunahappoa kdytetddn kompleksinmuodostavana aineena,
voidaan edullisin sinkin kokonaispitoisuus pH-arvolla 7,4
ilmaista millimooleissa lausekkeella 0,004 x A + k x B,

jossa A on insuliinin midrd kansainvdlisind yksikk&ind
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millilitraa kohti ja B on sitraattipitoisuus millimooleis-
sa. k-arvo on vdlilld 0,5-1,0, sopivamman k-arvon ollessa
valilld n. 0,7-0,8.

Taulukko II
40 IU sikainsuliinia/ml liuoksessa, jossa on vaihtelevat

sinkki- ja sitraattipitoisuudet ja joka on valmistettu esi-
merkin 8 mukaisesti.

Sinkki- zn®* insuliini- Sitraattia  Stabili-
pitoisuus heksameerid teetti-
(M) kohti* (M) kerroin
1,0 . 1074 2 1072 1
0,6 - 102 150 1072 6
0,8 - 1072 200 1072 10
0,9 - 1072 225 1072 10
0,95 . 102 238 1072 19
1,0 - 1074 2 2,0 - 1073
1,6 - 1073 40 2,0 - 1073
1,8 . 1073 45 2,0 + 1073 30
2,0 . 1073 50 2,0 - 1073 19

* Sinkki-ionien kokonaispitoisuus.

Sinkkikompleksinmuodostavaa ainetta kdytettdessd sinkin
kokonaissisdllén yl&rajana on se mddrd sinkkid, joka ai-
heuttaa sinkki-insuliinikompleksin saostumisen, ts. kun
kompleksinmuodostavaan aineeseen sitoutumattomien sinkki-

Lo s e 2+ . e .
ionien pitoisuus ylittdd arvon n. 5 2n” /insuliiniheksameeri.

Mydhemmin selostettavaa stabiliteettikoetta voidaan kdyttédd
varmistamaan, ettd lisdttdvdt kompleksinmuodostavat aineet
ja niiden suhteelliset mddrdt jattdvat insuliinin kdytettd-
vdksi edullisen sinkki-ionipitoisuuden 4,2-4,5 Zn2+/insulii-
heksameeri. Sinkin kokonaispitoisuuden kompleksinmuodosta-
vaa ainetta sisdltédvdssd insuliiniliuoksessa voidaan odottaa
olevan vadlilla 5-10 Zn2+/insuliiniheksameeri heikkoja komp-
leksinmuodostavia aineita kdytettdessd ja v&dlilld n. 10 - n.
200 Zn2+/insuliiniheksameeri vahvoja kompleksinmuodostavia

aineita k&dytettdessi.
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Stabiliteettikokeen lis#ksi voidaan sinkin kokonaispitoi-
suuden ylirajaa, ts. sitd sinkkipitoisuutta, joka aiheut-
taa sinkki-insuliinikompleksin saostumisen, k&dyttdd sen
kokonaissinkkimddrdn midrittdmiseen kompleksinmuodostavaa
ainetta sisiltidvdssid insuliiniliuoksessa, minkd avulla saa-

vutetaan stabiliteetin huomattava lisddntyminen.

On osoittautunut, ettd sinkki-ionien kokonaismddrdn komplek-
sinmuodostavaa ainetta sisiltdvédssd insuliiniliuoksessa
voidaan odottaa olevan n. 50 - n. 90 % siitd sinkki-ionien
midrdstd, joka tulisi aiheuttamaan sinkki-insuliinikomplek-

sin saostumisen.

Sinkki-ionien kokonaism#irid on sopivimmin n. 60 - n. 90 %
ja sopivimmin n. 75 - n. 90 % siitd sinkki-ionien mddrdsta,
joka tulisi aiheuttamaan sinkki-insuliinikompleksien saostumi-

sen.

Neutraalit insuliinivalmisteet, jotka sisdlt&vdt kompleksin-
muodostavia aineita tai sinkin kanssa kompleksin muodosta-
via puskureita, ovat tunnettuja ylldmainitusta tanskalai-
sesta patentista 116 527 ja tanskalaisesta patenttihakemuk-
sesta 1851/80. Suurin mainittu sinkkisisdltd on kuitenkin

1 % 2Zn laskettuna insuliinin kuivapainosta (kts. esimerkke-
jd 2 ja 6). Tissd patentissa on toistettu nidmid kaksi esi-
merkkii (kts. seuraavia esimerkkejd 9 ja 10). Niistd ilme-
nee, ettd ni#illi tunnetuilla valmisteilla stabiliteettiker-

roin on vastaavasti vain 3,5 ja 1.

Insuliinipitoisuus liuoksessa on sopivasti vdlilla 5-750 IU

ja sopivimmin v&1ill& 40-500 IU millilitraa kohti.

Tamd keksintd aikaansaa myds menetelmédn sellaisten ennen

tuntemattomien insuliiniliuosten valmistamiseksi, jotka so-
veltuvat kiytettdvidksi jatkuvassa insuliininannossa olles-
saan fysikaalisesti stabiileja siind vallitsevissa olosuh-

teissa ja jotka mahdollisesti kdsittdvat sdilytysaineen,
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liuoksen isotoniseksi tekevidn aineen seki puskurin, jolle
menetelmdlle on tunnusomaista, ettd insuliiniliuokseen 1i-
sdtddn olennaisesti ionoitunutta sinkkisuolaa miirissi,
joka vastaa insuliinin k3ytettivissd olevien sinkki-ionien
pitoisuutta, joka on enemmidn kuin 4 Zn2+/insuliiniheksa—
meeri.

Keksinndén mukaisia insuliiniliuoksia voidaan valmistaa esi-
merkiksi liuottamalla kiteisti sinkki-insuliinia, esim.
erittdin hyvin puhdistettua insuliinilaatua, kuten "mono-
komponenttista" insuliinia (kts. brittildisti patenttijul-
kaisua 1 285 023), veteen hapon, esim. suolahapon ldsnidol-
lessa. Sdilytysaineen, esim. fenolin tai alkyylifenolin
kuten kresolin tai metyyliparahydroksibentsocaatin vesiliuos
valmistetaan erikseen, ja se voi, jos niin halutaan, sisdl-
tdd my8s osmoottista painetta siitivii ainetta kuten glysero-
lia, sopivimmin m&3r&ssi, jonka on laskettu tekevin lopulli-
sen liuoksen isotoniseksi, sekd (jos niin halutaan) sinkki-
kompleksin muodostavaa ainetta kuten sitraattia tai glysii-
nid. T4md liuos lis#t4sn happameen insuliiniliuokseen, jo-
hon sen jédlkeen lis&ti#in emistd, esim. natriumhydroksidi-
liuosta, pH-arvon saattamiseksi neutraaliksi. Tdssi seli-
tyksessd neutraalilla pH-arvolla tarkoitetaan pH~-arvoa,
joka on v&lill4 n. 7 - n. 8. Lasketut midrit sinkkisuolaa,
esim. sinkkiasetaattia, esim. TRIS-puskuria (jos halutaan)
ja sinkkikompleksin muodostavaa ainetta voidaan lisiti tissi
vaiheessa, minkd j&dlkeen pH-arvo siidetiin uudelleen. Sink-
kisuola voidaan vaihtoehtoisesti viedi happameen insuliini-
liuokseen ennen sen neutralointia. Saatuun liuokseen lisd-
tddn lopuksi vettd laskettuun tilavuuteen saakka, mink&
jdlkeen liuos steriloidaan suodattamalla sekid siirretiin
steriileihin lddkepulloihin.

Stabiliteettikoe
Ndin valmistetut insuliiniliuokset saatetaan stabiliteetti-

kokeen alaiseksi joudutetuissa olosuhteissa seuraavalla ta-
valla:
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Kumitulpalla varustettuja lddkepulloja (tilavuus 12,5 ml),
joista kukin sisdltdéd 10 ml koetetta, asetetaan pystyasen-
toon ravistusalustalle (Tyyppi 01 T623TBSH02, toimittanut

HETO, Birkerg¢d , Tanska), joka on kokonaan upotettu lampd-
tilassa 41°C + 0,l°C pidettyyn vesihauteeseen. Alusta saa-
tetaan vaakasuoraan ravistusliikkeeseen, jonka taajuus on

100 kierr/min ja amplitudi 50 mm.

Koetteiden opalesenssi mitataan sddnnéllisin vdliajoin nefe-
lometrilld Fischer DRT 1000, joka on varustettu pitimelll
lddkepulloja varten. Fibrilloitumisaika méiritet#in aikana,
jonka kuluttua koetteen sameus saavuttaa arvon 10 nefelo-

metristd sameusyksikkdd (NTU).

Kukin koe suoritetaan ké&dsittelemdlld rinnakkain liuoskoet-
teita sekd kontrollikoetteita, joihin ei ole lis#tty sink-
kisuolaa, (4 tai 5 pulloa kumpaakin). Kontrollikoetteet
vastaavat liuoskoetteita muuten, paitsi ettd ne sisdltivit
n. 2 Zn2+/insuliiniheksameeri, sinkkipitoisuuden niissi
ollessa perdisin insuliinin kiteyttdmisestd. Stabiliteetti-
kerroin lasketaan liuoskoetteiden keskimd&drdisen fibrilloi-

tumisajan ja kontrollikoetteiden vastaavan ajan suhteena.

Keksintdd selitetddn yksityiskohtaisemmin seuraavassa viita-

ten oheisiin piirustuksiin, joissa

kuvio 1 esittdd stabiliteettikerrointa l&mp&tilassa 41°c
sinkki-ionipitoisuuden funktiona (100 IU sikainsuliinia/ml
valmistettuna esimerkin 1 mukaan), ja

kuvio 2 esittdd stabiliteettikerrointa ladmpdtilassa 41°c
sinkki-ionien kokonaispitoisuuden funktiona heikon komplek-
sinmuodostavan aineen l&sndollessa (40 IU sikainsuliinia/ml

10 mM glysiinimd&drédssd,valmistettuna esimerkin 7 mukaisesti).

Kuviosta 1 ilmenee, ettd insuliiniliuoksen stabiliteetti
kasvaa voimakkaasti sinkki-ionipitoisuuden ollessa yli

4 zn2%/insuliiniheksameeri.
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Heikon kompleksinmuodostavan aineen lisniollessa saavute-
taan olennainen stabiliteetin lisdys suuremmalla sinkki-
ionipitoisuudella, ts. pitoisuudella yli 5 Zn2+/insuliini-
heksameeri, koska osa sinkistd sitoutuu kompleksinmuodos-

tavaan aineeseen eikd siten ole insuliinin k&ytettdvissi.

Muita keksinndn toteuttamiseen liittyvi# yksityiskohtia il-
menee seuraavista esimerkeistd, joiden ei kuitenkaan pidi
kdsittdd mill&ddn tavalla rajoittavan keksinn®én suoja-alaa.

Esimerkeissd vesiliuokset ja vesi steriloitiin, edellinen
suodattamalla ja sen jdlkeen tybvaiheet suoritettiin asep-
tisissa olosuhteissa.

Esimerkkki 1
100 IU sikainsuliinia/ml liuoksessa, joka sisiltdi 4,2

Zn2+/insuliiniheksameeri.

Kiteistd monokomponenttista sikainsuliinia (264 mg), joka
sisdlsi 0,4 % sinkkid ja jonka kokonaisaktiivisuus oli

10 000 IU, liuotettiin suolahappoa (325 /ul normaalista)
sisdltdvddn veteen (50 ml), minkd jdlkeen lisittiin vesi-
livos (25 ml), joka sis§lsi 1,6 g glyserolia ja 200 mg fe-
nolia. Liuoksen pH s#d&ddettiin arvoon 7,5 natriumhydroksidi-
liuoksen avulla. Sinkkiasetaattia (1,56 ml 10 mM liuosta)
lisdttiin, ja pH siidettiin jdlleen arvoon 7,5 seki koko-
naistilavuus arvoon 100 ml vettd lis#dmilli. Saatu liuos steriloi-
tiin suodattamalla, minkd j&lkeen se siirrettiin aseptises-
ti lddkepulloihin (10 ml).

Stabiliteettikerroin: > 15.

Esimerkki 2

2+

500 IU sikainsuliinia/ml liuoksessa, joka sisiltii 4,2 Zn“ /

insuliiniheksameeri.

Kiteistd monokomponenttista sikainsuliinia (20,75 g), joka
sisdlsi 0,4 % sinkkid ja jonka kokonaisaktiivisuus oli
550 000 IU, liuotettiin suolahappoa (10 ml normaalista) si-

sdltdvddn veteen (550 ml).
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Osaan (50 ml) tdtd liuosta lisdttiin sinkkiasetaattia

(78 /ul molaarista liuosta) ja sen jdlkeen 25 ml vesiliuos-
ta, joka sisdksi 1,6 g glyserolia ja 200 mg fenolia. Liuok-
sen pH siidettiin arvoon 7,4 natriumhydroksidiliuoksen avul-
la ja sen kokonaistilavuus arvoon 100 ml vettd lisddmdlld.
Saatu liuos steriloitiin suodattamalla ja siirrettiin sen
jdlkeen aseptisesti lddkepulloihin (10 ml).

Stabiliteettikerroin: 5.

Esimerkki 3

100 IU ihmisinsuliinia/ml liuoksessa, joka sisdlt&dd 4,3

+ ,., N
Zn2 /insuliiniheksameeri.

Kiteistd monokomponenttista ihmisinsuliinia (1,67 g), joka
sisdlsi 0,4 % sinkkid ja jonka kokonaisaktiivisuus oli

45 000 IU, liuotettiin suolahappoa (1,46 ml normaalista)
sisdltdvdin veteen (225 ml). Osaan (25 ml) t&td liuosta li-
sidttiin sinkkiasetaattia (100 /ul 0,1-molaarista liuosta)
ja sen jdlkeen 10 ml vesiliuosta, joka sisdlsi 0,8 g glyse-
rolia ja 0,1 g fenolia. Liuoksen pH sdddettiin arvoon 7,4
natriumhydroksidiliuoksen avulla ja sen tilavuus arvoon

50 ml vettd lis&didmilli. Saatu liuos steriloitiin suodatta-
malla ja siirrettiin sen jdlkeen aseptisesti lddkepulloi-
hin (10 ml).

Stabiliteettikerroin: 26.

Esimerkki 4

100 IU sikainsuliinia/ml liuoksessa, joka sisdltdd 4,5

24 4., C . .
Zn“" /insuliiniheksameeri.

Meneteltiin analogisesti esimerkin 1 kanssa, paitsi ettd
lisdttiin 1,89 ml 10 mM sinkkiasetaattiliuosta sinkki-ioni-
pitoisuuden 4,5 Zn2+/insuliiniheksameeri aikaansaamiseksi.

Stabiliteettikerroin: > 33.

Esimerkki 5

40 TU ihmisinsuliinia/ml liuoksessa, joka sisdl-

t&d 4,2 Zn2+/insuliiniheksameeri.
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Kiteist4d monokomponenttista ihmisinsuliinia (741 mg), joka
sisdlsi 0,4 ¢ sinkkid ja jonka kokonaisaktiivisuus oli

20 000 IU, liuotettiin suolahappoa (640 /ul normaalista)

ja sinkkiasetaattia (3,96 ml 0,0l-molaarista liuosta) si-
sdltdvisn veteen (60 ml). 400 ml vesiliuosta, joka sisdlsi
1 g fenolia ja 8 g glyserolia, lisdttiin, mink&d jdlkeen
liuoksen pH s#didettiin arvoon 7,45 natriumhydroksidiliuok-
sen avulla ja sen tilavuus arvoon 500 ml vettd lisddmdlld.
Liuos steriloitiin suodattamalla ja siirrettiin sen jédlkeen

aseptisesti l&ikepulloihin (10 ml).

Stabiliteettikerroin: 34.

Esimerkki 6
100 IU ihmisinsuliinia/ml lo—z-molaarisessa TRIS-puskuri-

liuoksessa, joka sisdltdd 4,2 Zn2+/insuliiniheksameeri.

Kiteistd monokomponenttista ihmisinsuliinia (1852 mg), joka
sisdlsi 0,4 % sinkki# ja jonka kokonaisaktiivisuus oli

50 000 IU, liuotettiin suolahappoa (1600 /ul normaalista)

ja sinkkiasetaattia (99 /ul molaarista) sisdltdvddn veteen
(60 ml). 400 ml vesiliuosta, joka sisdlsi 1 g fenolia ja

8 g glyserolia, lis#ttiin, minkd jdlkeen liuoksen pH sdddet-
tiin arvoon 7,45 TRIS-puskurilla (606 mg) ja natriumhydrok-
sidiliuoksella sekid sen tilavuus arvoon 500 ml vettd lisdd-
milld. Saatu liuos steriloitiin suodattamalla ja siirret-
tiin sen jdlkeen aseptisesti l&&kepulloihin (10 ml).

Stabiliteettikerroin: 16.

Esimerkki 7

40 IU sikainsuliinia/ml liuoksessa, joka on 2,6-10"% ja 1072-

molaarinen vastaavasti sinkin ja glysiinin suhteen.

Kiteistd monokomponenttista sikainsuliinia (1,49 g), joka
sisdlsi 0,4 % sinkkid ja jonka kokonaisaktiivisuus oli

40 000 IU, liuotettiin suolahappoa (1280 /ul normaalista)
sisdltiviin veteen (120 ml), mink& j&dlkeen liuokseen li-

sidttiin 730 ml vesiliuosta, joka sisdlsi 2 g fenolia, 8 g

glyserolia ja 751 mg glysiinid. pH sdddettiin arvoon 7,5



16 78616

natriumhydroksidiliuoksen avulla. Sinkkiasetaattia (160 /ul
molaarista liuosta) lisdttiin, pH sdddettiin jdlleen arvoon
7,5 sekd liuoksen kokonaistilavuus arvoon 1000 ml vettd
lisddmilld. Liuos steriloitiin suodattamalla ja siirret-
tiin sen jdlkeen aseptisesti l&dkepulloihin (10 ml).

Stabiliteettikerroin: 63.

Esimerkki 8

40 IU sikainsuliinia/ml liuoksessa, joka on 1,8 -10-3- ja

2 .107°
Kiteistd monokomponenttista sikainsuliinia (746 mg), joka

-molaarinen vastaavasti sinkin ja sitraatin suhteen.

sisdlsi 0,4 % sinkkid ja jonka kokonaisaktiivisuus oli

20 000 IU, liuotettiin suolahappoa (640 /ul normaalista)
sisdltivisdn veteen (60 ml). 400 ml vesiliuosta, joka sisdl-
si 1 g fenolia ja 8 g glyserolia, lisdttiin ja pH sdddet-
tiin arvoon 7,5 natriumhydroksidiliuoksella. Sitruunahappoa
(210 mg monohydraattia) ja sinkkiasetaattia (850 /ul molaa-
rista liuosta) lisHttiin ja pH sédddettiin j&lleen arvoon
7,5. Liuvos steriloitiin suodattamalla ja siirrettiin sen

jédlkeen aseptisesti l&dkepulloihin (10 ml).

Stabiliteettikerroin: 30.

Esimerkki 9 (vertailu)

40 IU nautainsuliinia/ml 13 mM natriumfosfaattiliuoksessa.

(Sinkin kokonaissisdlt& 1 % ~ 5,5 Zn2+/insuliiniheksameeri).

Tanskalaisen patenttijulkaisun 116 527 esimerkki 2 toistet-
tiin. Sinkkipitoisuus asetettiin arvoon n. 5,5 Zn2+/insulii-
niheksameeri lisddm&lli sinkkiasetaattia, ja pH sd&dettiin
arvoon 6,91. Liuos steriloitiin suodattamalla ja siirrettiin

sen jdlkeen aseptisesti l&d#kepulloihin (10 ml).

Stabiliteettikerroin: 3,5.

Esimerkki 10 (vertailu)
40 IU nautainsuliinia/ml 10 mM sitraattiliuocksessa. (Sinkin
kokonaissisdltd 1 %~ 5,5 an+/insu1iiniheksameeri).
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Tanskalaisen patenttijulkaisun 116 527 esimerkki 6 toistet-
tiin. Sinkkipitoisuus asetettiin arvoon n. 5,5 Zn2+/insu-
liiniheksameeri lis&ddm&ll4d sinkkiasetaattia ja pH s##ddet-
tiin arvoon 7,5. Liuos steriloitiin suodattamalla ja siir-
rettiin sen jdlkeen aseptisesti li&kepulloihin (10 ml).

Stabiliteettikerroin: 1.
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p e t imul !
1, Menetelma sellaisen insuliiniliuoksen valmistamiseksi,

jonka pH-arvo on saadetty vdlille 7 ja 8, ja joka soveltuu
kaytettavaksi jatkuvassa insuliiniannossa, koska se on fyei-
kaalisesti stabiili valliteevissa olosuhteisea, ja joka mah-
dollisesti kasittaa sailytysaineen, liuoksen isotoniseksi te-
kevdn aineen, pusekurin, seka kompleksoivan aineen, tunnettu
eiita, etta mainittuun insuliiniliuokseen lisatasan olennai-
seati ionisoitunutta sinkkisuolaa sellaisessa masrased, etta
insuliinin kaytettaviesa olevigg sinkki-ionien pitoisuus tu-

lee olemaan suurempi kuin 4 Zn /insuliiniheksameeri.

2, Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu
giita, etta olennaisesti ionisoitunutta ginkkisuolaa lisataan
sellaisessa maarassa, etta insuliinin kaytettavissa olev%gn
sinkki-ionien pitoisuus tulee olemaan euureggi kuin 4 Zn /
insuliiniheksameeri ja pienempi kuin 4,8 Zn /insuliinihek-

sameeri.

3. Patenttivaatimukeen 1 mukainen menetelmd, tunnettu
gsiita, ettd olennaisesti jonisoitunutta sinkkisuolaa lisataan
sellaisessa maarased, etta insuliinin kaytettédvissa oleviexéa+
einkki-ionien pitoisuus tulee olemaan valilla 4,2 - 4,5 Zn /

insuliiniheksameeri.

4, Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetel-

ma, tunnettu seiita, etta sinkkisuolana on sinkkiasetaatti.

5. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetel-
mi, jossa liuokseen edelleen lisataan sinkkikompleksin muo-
dostavaa ainetta, tunnettu siita, ettda sinkin ggkonaispitoi—
suus sovitetaan arvoon, joka on viahintaan 5 Zn /insuliini-

heksameeri.
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6. Patenttivaatimukseen 5 mukainen menetelma, tunnettu
siita, etta ainkig+kokonaispitoisuus sovitetaan arvoon, joka

on vahintaan 6 Zn /insuliiniheksameeri.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelma, tunnettu
siita, etta sinkkikompleksin muodostavana aineena kaytetaan

glysiinia tai sitruunahappoa.

8. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelma, tunnettu
siita, ettd sinkin kokonaispitoisuus heikkoa komplekseinmuo-

doatavaa ainattazfiytettﬁeaa& sovitetaan alueelle, joka on

valilla 5 - 8 Zn /inesuliiniheksameeri.
Patentkrav
1. Forfarande for frametdllning av en insulinldening med

pH-vdrde justerat mellan 7 och 8, och som lampar sig for an-
vandning vid kontinuerlig insulindosering, d& den ar fysika-
liskt stabil under rddande forhdllanden, och som eventuellt
innehAller ett konserveringsmedel, ett medel for att gora
loseningen isotonisk, ett buffert, samt ett komplexbildande
medel, kannetecknat av att till namnda insulinlodsning till-
sattes ett i det vadsentliga joniserat zinksalt i en sa&dan
mangd, att koncentrationen av zinkjongi tillgangliga for in-

sulinen kommer att bli etdorre an 4 Zn /insulinhexamer.

2. Férfarande enligt patentkravet 1, kdnnetecknat av

att det i det vasentliga joniserade zinksaltet tillsattes i en
sddan mangd, att koncentrationen av zin%ioner tillgangliga for
insulinen kommerzgtt bli storre &n 4 Zn /insulinhexamer och

mindre an 4,8 Zn /insulinhexamer.

3. Forfarande enligt patentkravet i, kdannetecknat av

att det i det vasentliga joniserade zinksaltet tillsattes i en

sddan mangd, att koncentrationen av zinkjoger tillgangliga for
+

ingulinen kommer att bli mellan 4,2-4,5 Zn /insulinhexamer.
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4, Forfarande enligt nagot av patentkraven ovan,

kinnetecknat av att som zinksalt anvdnde zinkacetat.

5. Forfarande enligt naAgot av patentkraven ovan, vid
vilket till losningen vidare tillsdattes ett zinkkomplexbil-
dande medel, kiénnetecknat av att total zink%gncentration
inetdalles till ett varde, som &r minet 5 Zn /insulinhexa-

mer.

6. Forfarande enligt patentkravet 5, kidnnetecknat av
att total ginkkoncentration instdalles till ett véarde, som ar

minet 6 Zn / insulinhexamer.

7. Forfarande enligt patentkravet 5, kdnnetecknat av
att som zinkkomplexbildande medel anviands glysin eller cit-

ronsyra.

8. Forfarande enligt patentkravet 5, kidnnetecknat av
att den totala zinkkoncentrationen vid anvédndning av ett svagt
komplexb%idande medel installes i omraddet, som ligger mellan 5

och 8 Zn /insulinhexamer.

Viitejulkaisuja-Anférda publikationer

Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: lso-Britannia-Storbritannien(GB)
840 870 (A 61 K). USA(US) 3 091 573 (424-178), 3 584 121 (A 61 K 17/02).
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KUVIO 1

100 IU sikainsuliinia/ml

Stabiliteettikerroin
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KUvIiIOo 2

40 IU sikainsuliinia per ml 10 mM glysiinim3d&drdssi

Stabiliteettikerroin

A
S0+

40 F

30

25+

20

Y

10

T

G”””/”’- Zn2+/insuliiniheksameeri
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