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Stabilisierte Insulinlésungen und Verfahren zu ihrer Herstellung.

@ Neuartige pharmazeutische Losungen gelosten Insu-

lins mit verbesserter physikalischer Stabilitit werden
durch Zufiigen eines im wesentlichen im dissoziierten
Zustand vorliegenden Zinksalzes zu einer Losung in einer
Konzentration, die einem Gehalt an Zinkionen, die dem
Insulin zur Verfiigung stehen, von mehr als 4 Zn2*/Insu-

lin-Hexamerem entspricht, hergestelit.

Die neuartigen Insulinldsungen sind insbesondere der
Verwendung in Vorrichtungen zur kontinuierlichen Insu-

lin-Abgabe angepasst.
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PATENTANSPRUCHE

1. Insulinlésung, die zur Verwendung bei kontinuierli-
cher Insulinabgabe dadurch geeignet ist, dass sie unter den
Bedingungen einer derartigen Abgabe physikalisch stabil ist,
ein die Losung isotonisch machendes Agens und ein pH-
Puffer-Agens aufweist, dadurch gekennzeichnet, dass die
Losung ein im wesentlichen im dissoziierten Zustand vorlie-
gendes Zinksalz in einer einem Gehalt an Zinkionen, die
dem Insulin zur Verfiigung stehen, entsprechenden Konzen-
tration von mehr als 4 Zn?* /Insulin-Hexamerem aufweist.

2. Insulinlésung gemiss Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Gehalt an Zinkionen, die dem Insulin in
der Losung zur Verfiigung stehen, grosser als 4 Zn?+* /Insu-
lin-Hexamerem und weniger als 4,8 Zn?* /Insulin-Hexame-
rem ist.

3. Insulinlésung geméss Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Gehalt an Zinkionen, die dem Insulin
zur Verfiigung stehen, im Bereich zwischen 4,2 bis 4,5 Zn?*/
Insulin-Hexamerem liegt.

4. Insulinlosung gemiss einem der vorangehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass das Zinksalz Zink-
acetat oder Zinkchlorid ist.

5. Insulinlésung gemdss einem der vorangehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass sie als Konservie-
rungsmittel Phenol und als die Losung isotonisch machendes
Agens Glyzerin enthilt.

6. Insulinlésung gemdss einem der vorangehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert im Be-
reich zwischen 7 bis 8 liegt.

7. Insulinlosung gemdss einem der vorangehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Insulinkonzentra-
tion im Bereich entsprechend 5 bis 750, bevorzugt 40 bis 500
internationale Insulineinheiten pro ml liegt.

8. Insulinlosung gemdss einem der vorangehenden An-
spriiche, die ferner ein Zink-komplexierendes Agens auf-
weist, dadurch gekennzeichnet, dass der Gesamtzinkgehalt
mindestens 5 Zn?* /Insulin-Hexamerem betrigt.

9. Insulinlosung geméss Anspruch 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Gesamtzinkgehalt mindestens
6 Zn?* /Insulin-Hexamerem betragt.

10. Insulinlésung geméss Anspruch 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass sie als Zink-komplexierendes Agens Glyzin
oder Zitronensiure aufweist.

11. Insulinlosung geméss Anspruch 1 und 8, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Gesamtzinkgehalt in Gegenwart eines
schwach komplexierenden Agens im Bereich zwischen 5 bis 8
Zn%* [Insulin-Hexamerem betrigt.

12. Insulinlésung nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Stabilitdtsfaktor 5 iibersteigt.

13. Insulinlésung nach Anspruch 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Zinkionengehalt 50 bis 90% des Zinkio-
nengehaltes betrdgt, der Ausfallen des Zinkinsulin-Komple-
xes bewirken wiirde.

14. Insulinlésung nach Anspruch 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Menge Zinkionen 60 bis 90% der Menge
Zinkionen betrigt, die Ausfallen des Zinkinsulin-K omplexes
bewirken wiirde.

15. Insulinlésung nach Anspruch 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Menge Zinkionen 75% bis 90% der Men-
ge Zinkionen betrigt, die Ausfallen des Zinkinsulin-
Komplexes bewirken wiirde.

16. Verfahren zur Herstellung einer Insulinlosung geméss
einem der vorangehenden Anspriiche, die zur Verwendung
bei kontinuierlicher Insulinabgabe dadurch geeignet ist, dass
sie unter den Bedingungen der Abgabe stabil ist, ein die Lo-
sung isotonisch machendes Agens und ein pH-Wert-Puffer-
Agens aufweist, gekennzeichnet durch Zufiigen eines im we-
sentlichen im dissoziierten Zustand vorliegenden Zinksalzes

in einer Konzentration, die einem Gehalt an Insulin zur Ver-
fiigung stehenden Zinkionen von mehr als 4 Zn2* /Insulin-
Hexamerem entspricht.

Die Erfindung betrifft eine Insulinlésung, die zur Ver-
wendung bei kontinuierlicher Insulinabgabe dadurch geeig-
net ist, dass sie unter den Bedingungen einer derartigen Ab-
gabe physikalisch stabil ist, ein die Losung isotonisch ma-
chendes Agens und ein pH-Puffer-Agens aufweist, sowie ein
Verfahren zum Herstellen einer Insulinlésung, die zur Ver-
wendung bei kontinuierlicher Insulinabgabe dadurch geeig-
-net ist, dass sie unter den Bedingungen der Abgabe stabil
ist, ein die Losung isotonisch machendes Agens und ein pH-
Wert-Puffer-Agens aufweist.

Die Erfindung bezieht sich also auf neuartige stabilisierte
Insulinlésungen, die spezifisch fiir den Einsatz in Vorrich-
tungen zur kontinuierlichen Insulinabgabe angepasst sind
und auf ein Verfahren zur Herstellung derartiger stabilisier-
ter Insulinlésungen.

Wihrend der letzten Jahre sind stindig wachsende Be-
mithungen der Entwicklung tragbarer oder implantierbarer
Systeme zur kontinuierlichen Insulininfusion gewidmet wor-
den, wobei das Hauptziel der Bemithungen darin bestand, ei-
nem diabetischen Patienten eine Steuerung der Insulingabe
zu ermoglichen, welche seinen wihrend eines Tages variie-
renden physiologischen Anforderungen besser anpassbar ist,
als durch konventionelle Insulin-Medikamente mdglich ist.

Im wesentlichen weist der mechanische Teil einer Vor-

30 richtung zur kontinuierlichen Insulinabgabe Elemente wie
ein Insulinreservoir, eine Pumpeinrichtung und einen geeig-
neten Katheter zur Abgabe des Insulins an dem ausgewéhl-
ten Ort, iiblicherweise entweder subkutan, intravends oder
im Peritoneal-Raum, auf. Die Pumpvorrichtung kann auto-

35 matisch aktiviert werden und auch mit einer zusdtzlichen
Steuerung zur Abgabe von Insulin zu Zeiten spezifischer An-
forderungen ausgeriistet sein.

Falls die Insulinlosung mittels einer Spritze verabreicht
wird, wird diese iiblicherweise auch als Insulinreservoir die-

40 nen. Vorrichtungen des Spritzen-Typs werden im allgemei-
nen extracorporal getragen. Nichtsdestoweniger sind auch
betriichtlich aufwendigere Systeme entwickelt worden, in de-
nen die gesamte mechanische Einheit zur Implantation, iibli-
cherweise subkutan, konstruiert ist. Das Insulinreservoir

4s wird iiblicherweise zur perkutanen Wiederauffiillung einge-
richtet sein.

Die Neigung des Insulins, aus im Handel erhéltlichen
Losungen auszufallen und dadurch sowohl mechanische Tei-
le als auch Abgabe-Katheter zu verstopfen, hat sich als

50 Haupthindernis der weiteren Entwicklung und klinischen
Anwendung kontinuierlicher Infusionsausriistungen erwie-
sen. Ferner gibt es offensichtlich Griinde, zu versuchen, die
Grésse jedes Typs kontinuierlicher Abgabe-Systeme zu redu-
zieren, wodurch ein Bedarf an hoher konzentrierten Insulin-

ss 16sungen, als bisher erhiltlich, entstanden, die wiederum die
obengenannten Probleme noch schwerwiegender macht.

Es wird allgemein angenommen, dass die Erkldrung des
Prizipitationsphdnomens in der Tendenz des Insulins, unlds-
liche Fasern zu bilden, insbesondere dann, wenn seine Lo-

60 sungen bei erhdhten Temperaturen iiber ldngere Zeitriume
aufbewahrt werden, zu suchen ist. Es gibt auch Anzeichen
dafiir, dass jegliche Bewegung der oder in der Losung, einge-
schlossen beispielsweise die durch ihre Passage durch ein
kleines Lumen oder eine kleine Offnung auftretende Turbu-

65 lenz, eine Insulin-Fibrillierung hervorruft. Offensichtlich
werden Insulinlésungen fast allen oder allen derartigen Ein-
wirkungen in jedem Typ kontinuierlicher Abgabe-Ausrii-
stungen unterworfen. Die allgemeinen Nachteile von Insu-
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lin-Priparationen nach dem Stand der Technik in dieser
Hinsicht sind in der Literatur ausfiihrlich dokumentiert, bei-
spielsweise in einem kiirzlich erschienenen Ubersichtsartikel
durch W.D. Lougheed et al. (Diabetologia vol. 19, 1980,
S.1-9).

Um dieses Problem zu I6sen ist es vorgeschlagen worden,
saure Insulinldsungen, die Glutaminsdure oder Asparagin-
séure enthalten, zu verwenden (s. Diabetes 30, 1981, 83) oder
neutrale, einen Zucker, wie Glukose, enthaltende Insulinfor-
mulierungen (D.S. Schade et al: Satelite-Symposium to 16th
European Association for the Study of Diabetes-Meeting,
Griechenland, 22 —23. September, 1980, S. 107). Ferner ist
es vorgeschlagen worden, eine nicht-ionische oberflichenak-
tive Verbindung einzusetzen (H. Thurow: Deutsche Patent-
anmeldung P 29 52 119.5).

Nichtsdestoweniger ist Insulin in Sdure chemisch insta-
bil, sogar unterhalb Kérpertemperatur und kann reversibel
oder irreversibel mit Kohlehydraten reagieren, s. J. Brange
und S. Havelund, «Properties of Insulin in Solution»,: Pro-
ceedings from International Symposium on Artificial Sy-
stems for Insulin Delivery, Assisi, 20.—23. September, 1981,
Raven Press (im Druck).

Ferner kann das obengenannte nicht-physiologische
oberflichenaktive Agens in Arzneimitteln fiir den parentera-
len Gebrauch als unerwiinscht betrachtet werden,

Die Aufgabe der Erfindung besteht also darin, die
Nachteile bisher bekannter Insulinlésungen zur Anwendung
in Vorrichtungen zur kontinuierlichen Insulinabgabe zu ver-
meiden.

Die Aufgabe wird erfindungsgemiss durch neuartige In-
sulinldsungen geldst, die dadurch gekennzeichnet sind, dass
die Losung ein im wesentlichen im dissoziierten Zustand
vorliegendes Zinksalz in einer einem Gehalt an Zinkionen,
die dem Insulin zur Verfiigung stehen, entsprechenden Kon-
zentration von mehr als 4 Zn?* /Insulin-Hexamerem auf-
weist.

FEin erfindungsgemésses Verfahren zur Herstellung einer
Insulinlésung ist gekennzeichnet durch Zufiigen eines im we-
sentlichen im dissoziierten Zustand vorliegenden Zinksalzes
in einer Konzentration, die einem Gehalt an Insulin zur Ver-
fiigung stehenden Zinkionen von mehr als 4 Zn?* /Insulin-
Hexamerem entspricht.

Erfindungsgeméss werden also neuartige Insulinlosungen
vorgeschlagen, in denen Insulin eine betrichtlich geringere
Neigung zur Prizipitation unter den Bedingungen zeigt, die
in Ausriistungen zur kontinuierlichen Insulinabgabe vor-
herrschen, als bei bei konventionellen Insulinpréparationen
vorlag.

Die Erfindung ist auf der Beobachtung begriindet, dass
Zinkionen bei bestimmten Konzentrationen eine dusserst
stabilisierende Wirkung auf neutrale Insulinlésungen aus-
iiben.

Zink ist jahrelang als Kristallisations-beférderndes Me-
tall zur Herstellung von Insulin-Kristallen verwandt worden.
Insulin-Kristalle, die fiir die Herstellung von neutralen Insu-
linlésungen eingesetzt werden, enthalten daher iiblicherweise
Zink, siehe beispielsweise das britische Patent 840 870 und
das dénische Patent 116 527.

Die Obergrenze fiir den Zinkgehalt in neutralen Insulin-
16sungen betrégt etwa 1 Gew.-% Zinkionen (berechnet auf
der Grundlage trockener Insulin-Kristalle).

In Gegenwart von Substanzen, die schwach 16sliche oder
Komplex-Verbindungen mit Zink bilden, konnen die Prépa-
rationen betrdchtlich mehr Zink enthalten, falls deren Ge-
halt an Zinkionen, die dem Insulin zur Verfiigung stehen
und daraus folgend nicht durch derartige Substanzen gebun-
den sind, die obengenannte obere Grenze nicht iiberschrei-
ten.
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Falls der Gehalt an Zinkionen, die dem Insulin zur Ver-
filgung stehen, die obengenannte obere Grenze von etwa
1 Gew.-%, entsprechend etwa 5 Zn?* pro Insulin-Hexame-
rem, liberschreitet, fallen Zink-Insulin-K omplexe aus der

s Ldsung aus.

Um sicherzustellen, dass ein Ausfallen von Zink-Insulin-
Komplexen vermieden wird, ist der Zinkgehalt in handelsiib-
lichen Insulinlésungen stets weit unterhalb der obengenann-
ten oberen Grenze gehalten worden und tatséichlich haben

10 die Untersuchungen des Anmelders aller bekannten neutra-
len handelsiiblichen Insulin-Priparationen gezeigt, dass die
Zinkionen-Konzentration etwa 2 bis 3,5 Zn?* pro Insulin-
Hexameres betragt.

Nichtsdestoweniger sind, wie aus Fig. 1 ersichtlich, Insu-

15 lin-Préparationen mit einem Zinkionengehalt von 2 und so-
gar bis zu 4 Zn?+ pro Insulin-Hexamerem unter den Bedin-
gungen fiir die kontinuierliche Insulinabgabe instabil, da In-
sulin in wenigen Tagen ausfallt.

Es ist daher eine iiberraschende Beobachtung, dass eine

20 Steigerung des Zinkionengehalts bis zu bestimmten spezifi-
schen Konzentrationen gerade unterhalb der Obergrenze fiir
die Zink-Insulin-Prizipitation von etwa 5 Zn2+ pro Insulin-
Hexamerem unter den obengenannten Bedingungen eine sta-
bilisierende Wirkung auf Insulinlésungen fiir die kontinuier-

25 liche Abgabe ausiibt.

Die vorliegende Erfindung liefert eine neuartige Insulin-
I6sung, die sich dadurch fiir die Verwendung bei kontinuier-
licher Insulinabgabe eignet, dass sie physikalisch stabil unter
den Bedingungen einer derartigen Abgabe ist und gegebe-

30 nenfalls ein Konservierungsmittel, ein die Lésung isotonisch
machendes Agens und ein pH-pufferndes Agens aufweist,
wobei diese Losung dadurch gekennzeichnet ist, dass sie ein
im wesentlichen im dissoziierten Zustand vorliegendes Zink-
salzin einer Konzentration entsprechend einem Gehalt an

35 Zinkionen, die dem Insulin zur Verfiigung stehen, von mehr
als 4 Zn?* pro Insulin-Hexamerem aufweist.

Unter dem Ausdruck «Zinkionen, die dem Insulin zur
Verfiigung stehen» sollen Zinkionen verstanden werden, die
nicht durch andere Substanzen, wie beispielsweise Citrat,

40 Glycin, oder Phosphat, gebunden sind.

Die Obergrenze fiir den Zinkionengehalt ist die Menge
Zink, die Ausfallen des Zink-Insulin-K omplexes hervorruft,
ndmlich etwa 5 Zn?* pro Insulin-Hexamerem, wie oben an-
gegeben,

Bei einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung
iiberschreitet der Gehalt an Zink-Ionen, die dem Insulin zur
Verfiigung stehen, 4,8 Zn?+ /Insulin-Hexamerem nicht und
ist bevorzugt im Bereich 4,2 bis 4,5 Zn2* /Insulin-Hexame-
rem.

Bevorzugte Zn-Salze sind Zinkacetat und Zinkchlorid.

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung
beschaftigt sich mit der Verwendung von Phenol als Konser-
vierungsagens und Glyzerin als Agens, um die Lésung isoto-
nisch zu machen.

Wie bereits erwihnt, beziehen sich die obengenannten
Zinkgehalte auf die Zinkionen, die dem Insulin zur Verfii-
gung stehen. In Gegenwart von Zink-komplexierendem
Agens wird etwas Zink durch das komplexierende Agens ge-
bunden. Da nichtsdestoweniger der Gehalt an Zinkionen,

60 die dem Insulin zur Verfiigung stehen, immer noch oberhalb
4 Zn”* pro Insulin-Hexamerem sein soll, muss mehr Zink
zugegeben werden. Demzufolge liegt der Gesamtzinkgehalt
in einer ein Zink-komplexierendes Agens aufweisenden Insu-
lin-Priparation mehr oder weniger oberhalb der obenge-

65 nannten Grenzen, abhingig von der Menge und der Kom-
plexbildungs-Konstante des eingesetzten Komplexierungs-
Agens.

Es ist hdufig bevorzugt, ein Zink-komplexierendes Agens
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einzusetzen, wodurch ein grosserer Arbeitsbereich fiir den
Gesamtzinkgehalt, auf der Grundlage des Insulingehalts si-
chergestelit wird. Wenn man beispielsweise annimmt, dass
einige Ausriistungsteile, die fiir das Reservoir die Pumpein-
richtung, Rohren usf. eingesetzt werden, Zink binden oder
freisetzen, wiirde die Gegenwart eines Zink-komplexieren-
den Agens sicherstellen, dass das Zinkionen-Niveau, das
dem Insulin zur Verfiigung steht, sich sicher innerhalb des
erfindungsgemissen Bereiches befindet.

Die vorliegende Erfindung liefert daher auch eine neuar-
tige InsulinlGsung, die sich fiir die Verwendung bei konti-
nuierlicher Insulinabgabe dadurch eignet, dass sie unter den
Bedingungen einer derartigen Abgabe physikalisch stabil ist
und gegebenenfalls ein Konservierungsmittel, ein die Losung
isotonisch machendes Agens, ein pH-Puffer-Agens aufweist
und ferner ein Zink-komplexierendes Agens aufweist, wobei
die Losung dadurch gekennzeichnet ist, dass der Gesamt-
zinkgehalt mindestens 5 Zn2* pro Insulin-Hexamerem be-
trigt und bei einer bevorzugten Ausfithrungsform der vorlie-
genden Erfindung der Gesamtzinkgehalt mindestens 6 Zn2+
pro Insulin-Hexamerem betrigt.

Die Zink-komplexierenden Agentien zur Verwendung in
den neuartigen Insulinlosungen sollten 16slich und physiolo-
gisch vertriiglich sein.

Geeignete Zink-Komplexierung-Agentien sind Amino-
sduren, beispielsweise Glycin, Alanin, Valin, Leucin, Isoleu-
cin, Serin, Threonin, Phenylalanin, Prolin, Tryptophan,
Asparagin, Glutaminsdure, Histidin und Oligopeptide, wie
Diglycin.

Eine weitere Gruppe geeigneter Zink-komplexierender
Agentien sind Carbonséuren, wie Essigsdure oder Hydroxy-
carbonsduren, wie Zitronensdure, 3-Hydroxybuttersdure,
und Milchsgure.

Bevorzugte Zink-komplexierende Agentien sind Glycin
und Zitronensdure. Diglycin und Histidin sind ebenfalls be-
vorzugt.

Die minimale Gesamtzinkionen-Konzentration, um ei-
nen merklichen stabilisierenden Effekt zu erzielen, nimlich
einen Stabilitdtsfaktor (wie in dem ausfiihrlichen Teil der Be-
schreibung definiert) im Bereich von 5 bis 10, ist abhingig
davon, welches Komplexierungs-Agens eingesetzt wird.
Nichtsdestoweniger ist ein Stabilit4tsfaktor oberhalb von 10
bevorzugt.

Im Falle eines schwachen Komplexierungs-Agens, bei-
spielsweise von 10 mM Glyzin, wird eine signifikante Stabili-
sierung bei einem Gesamtzinkgehalt von etwa 5 Zn2* pro
Insulin-Hexamerem erreicht, siche Tabelle I und Fig. 2, wo-
bei der bevorzugte Bereich fiir den Gesamtzinkgehalt zwi-
schen 5 bis etwa 8 Zn2* pro Insulin-Hexamerem betrigt.

Tabelle I

Losungen von 40 IU Schweineinsulin pro ml in 1072 mola-
rer Glyzinlgsung mit variierenden Zinkkonzentrationen
wurden analog Beispiel 7 hergestellt.

Zink-Konzentration Zn2* pro Insulin-* Stabilititsfaktor

M) Hexamerem

1,0-107# 24 1
1,8-107¢ 44 4
2,0-107# 49 7
2,2:1074 5.4 45
2,6-1074 6.4 49
341074 8.4 8
3,8:107¢ 9.4 10
4,0-1074 9,9 15

+ Gesamtgehalt an Zinkionen.

Wenn ein stirkeres Zink-komplexierendes Agens einge-
setzt wird, beispielsweise Zitronensdure, wird ein Gesamt-
zinkgehalt von zwischen etwa 40 bis 200 Zn?* pro Insulin-
Hexamerem bendtigt, um eine signifikante Stabilisierung zu

s erzielen, siehe nachfolgende Tabelle II.

Wenn Zitronenséure als Komplexierungs-Agens einge-
setzt wird, kann der bevorzugte Gesamtzinkgehalt beim pH-
Wert 7,4 in mM durch 0,004 x A + k x B ausgedriickt
werden, wobei A die internationalen Einheiten Insulin pro

10 ml ist und B die millimolare Citrat-Konzentration. k bewegt

sich im Bereich zwischen 0,5 bis 1,0, wobei ein k-Wert zwi-
schen etwa 0,7 bis 0,9 bevorzugt ist.
Tabelle IT

" 40 TU Schweineinsulin pro ml wurden analog Beispiel 8 un-
ter Variation der Zink- und Citrat-Konzentrationen herge-

stellt.

50 Zink-Konzen-  Zn? *proln-*  Citrat Stabilitits-
tration sulin- ™M) faktor
M) Hexamerem
1,0-1074 2 1072 1
0,6:1072 150 1072 6

#0,8:1072 200 1072 10
0,9-1072 225 1072 10
0,95-1072 238 1072 19
1,0-1074 2 2,0-1073 1

30 1,6°1073 40 2,0-1073 6
1,8-1073 45 2,0-1073 30
2,0-1073 50 2,0-1073 19

+ Gesamtgehalt an Zinkionen.

35 Fallsein Zink-komplexierendes Agens eingesetzt wird, ist
die Obergrenze des Gesamtzinkgehalts die Menge Zink, die
zur Prézipitation des Zinkinsulin-Komplexes fiihrt, nimlich
dann, wenn die Menge Zinkionen, die nicht durch das kom-
plexierende Agens gebunden sind, 5 Zn?* pro Insulin-Hexa-

40 merem {iibersteigt.

Der hier beschriebene Stabilititstest ist empfehlenswert,
uni sicherzustellen, dass die vorgeschlagenen komplexieren-
den Agentien und deren Konzentrationen die bevorzugten
4,2 bis 4,5 Zn?*-Ionen pro Insulinhexamerem zur Verfiigung

as des Insulins lassen. Der Gesamt-Zinkgehalt in der komple-
xierendes Agens enthaltenden Insulinlésung wird bei schwa-
chen komplexbildenden Agentien zwischen 5 und 10 Zn2+
pro Insulin-Hexamerem erwartet, und zwischen etwa 10 bis
etwa 200 Zn?* pro Insulin-Hexamerem bei Gegenwart von

so starken Komplexbildnern.

Zusétzlich zum Stabilitdtstest kann die Obergrenze fiir
den Gesamtzinkgehalt, ndmlich der Zinkgehalt, der Ausfal-
len des Zink-Insulinkomplexes bewirkt, eingesetzt werden,
um die Menge Gesamtzink in der komplexierendes Agens

ss enthaltenden Insulinldsung zu bestimmen, wodurch eine we-
sentliche Stabilitdtssteigerung erzielt werden kann.

Nach den Erfahrungen des Erfinders kann erwartet wer-
den, dass der Gesamtzinkionengehalt in der komplexieren-
des Agens enthaltenden Insulinlosung zwischen etwa 50 bis

60 etwa 90% der Menge Zinkionen betrigt, die Ausfallen des
Zink-Insulinkomplexes bewirken wiirde.

Die Gesamtzinkionenmenge betrigt bevorzugt zwischen
etwa 60 bis etwa 90%, besonders bevorzugt zwischen etwa
75 bis etwa 90% der Menge Zinkionen, die Ausfallen des

65 Zink-Insulinkomplexes bewirken wiirde.

Neutrale Insulin-Priparationen, die komplexierende
Agentien oder Puffer enthalten, die Komplexe mit Zink bil-
den, sind aus dem obengenannten dinischen Patent Nr.



116 527 und der dénischen Patentanmeldung Nr. 1851/80
bekannt. Nichtsdestoweniger ist der hdchste bisher beschrie-
bene Zinkgehalt 1% Zink, berechnet zum Trockengewicht
von Insulin, siche Beispiele 2 und 6. Die Anmelder haben
diese beiden Beispiele reproduziert, siche die nachfolgenden
Beispiele 9 und 10. Aus diesem folgt, dass die bekannten
Préparationen Stabilitdtsfaktoren von lediglich 3,5 und 1
zeigen.

Die Insulin-Konzentration der Losung ist bevorzugt im
Bereich zwischen 5 und 750 1. U. und besonders bevorzugt
zwischen 40 bis 500 L. U. pro ml.

Die vorliegende Erfindung weist auch ein Verfahren zur
Herstellung neuartiger Insulinlésungen auf, die zum Einsatz
bei kontinuierlicher Insulinabgabe dadurch geeignet sind,
dass sie physikalisch unter den Bedingungen einer derartigen
Abgabe stabil sind und gegebenenfalls ein Konservierungs-
Agens, ein die Losung isotonisch machendes Agens und ein
pH-pufferndes Agens aufweisen, wobei das Verfahren durch
Zugabe eines im wesentlichen dissoziierten Zinksalzes in ei-
ner einem Gehalt an Zinkionen, die dem Insulin zur Verfii-
gung stehen, von mehr als 4 Zn2+ pro Insulin-Hexamerem
entsprechenden Konzentration charakteristisch ist.

Ein Beispiel der Herstellung der erfindungsgemissen In-
sulinlosungen weist Auflosen von kristallinem Zink-Insulin,
beispielsweise eines hochgereinigten Insulins, wie «Mono-
komponenten»-Insulins (siehe britisches Patent Nr.

1 285 023) in Wasser in Gegenwart von Saure, beispielsweise
Salzsdure, auf. Eine wissrige Losung des Konservierungs-
Agens, beispielsweise Phenol oder ein Alkylphenol, wie Cre-
sol, oder Methylparahydroxybenzoat, wird getrennt davon
hergestellt, und enthilt auf Wunsch ebenfalls ein den osmo-
tischen Druck steuerndes Agens, wie Glyzerin, bevorzugt in
einer derart berechneten Menge, um die endgiiltige Lésung
isotonisch zu machen und (falls erwiinscht) ein Zink-
komplexierendes Agens, wie Citrat oder Glyzin. Diese Lo-
sung wird sodann zur saueren Insulinlésung, gefolgt durch
Zugabe einer Base, beispielsweise einer Natriumhydroxid-
Losung, gegeben, um den pH-Wert auf Neutralitit einzustel-
len. In dieser Beschreibung soll Neutralitit als ein pH-Wert
im Bereich von zwischen etwa 7 bis etwa 8 verstanden wer-
den. Die berechnete Menge Zinksalz, wie Zinkacetat; Puffer-
Agens (falls erwiinscht), wie TRIS; und ein Zink-komplexie-
rendes Agens konnen in dieser Stufe zugegeben werden, ge-
folgt durch Wiedereinstellung des pH-Wertes. Alternativ
dazu, kann das Zinksalz vor der Neutralisation in die saure
Insulinldsung eingebracht werden. Die entstehende Losung
wird anschliessend auf das berechnete Volumen mit Wasser
aufgefiillt, durch Filtration sterilisiert und anschliessend in
sterile Gefésse iberfiihrt.

Die vorliegende Erfindung liefert ein Verfahren zum In-
fundieren von Insulin in Menschen, dadurch gekennzeich-
net, dass die dafiir eingesetzte Insulin-Priparation eine dem
Anspruch 1 entsprechende Insulin-Priparation ist.

Stabilitétstest

Die derart hergestellten Insulinlésungen werden einem
Stabilitdtstest unter erzwungenen Bedingungen in folgender
Weise unterworfen:

Ampullen (12,5 ml Fassungsvermogen), die die Testpro-
be (10 ml) enthielten und jeweils mit einer Gummikappe aus-
geriistet waren, werden vertikal auf einer Schiittel-Plattform
(Typ 01 T623TBSHO2, geliefert durch HETO, Birkerad, Di-
nemark), die vollstindig in einem bei 41 °C £ 0,1 °C gehalte-
nem Wasserbad eingetaucht ist, gesetzt. Die Plattform wur-
de horizontalen Schiittelbewegungen mit einer Frequenz von
100 Umdrehungen pro Minute und einer Amplitude von
50 mm unterworfen.
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Die Triibung der Testproben wurde in regelméssigen
Zeitabstéinden auf einem Fischer DRT 1000 Nephelometer
iiberpriift, der mit einem Adapter fiir Ampullen ausgeriistet
war. Die Fibrillationszeit ist als der Zeitraum definiert, in

s der die Testprobe eine Triibung von 10 nephelometrischen
Triibungseinheiten (NTU) entwickelt.

Jeder Test wird mit Testproben und Kontrollproben
ohne zugegebenes Zinksalz (jeweils 4 bis 5 Ampullen) durch-
gefiihrt, die nebeneinander behandelt wurden. Die Kontroll-

10 proben entsprechen den Testproben, ausser dass anstatt 2
Zn?* pro Insulin-Hexamerem der Zinkionengehalt in den
Kontrollproben von der Insulin-Kristallisation stammt. Der
Stabilitdtsfaktor wird als das Verhiltnis der durchschnittli-
chen Fibrillationszeit der Testproben zu derjenigen der Kon-

15 trollproben berechnet.

Die Erfindung wird nun in weiteren Einzelheiten unter
Bezugnahme auf die begleitenden Zeichnungen erliutert,
wobei:

Fig. 1 den Stabilitdtsfaktor bei 41 °C als Funktion der

20 Zinkionenkonzentration (100 UI Schweineinsulin pro mi,
hergestellt geméss Beispiel 1) und

Fig. 2 den Stabilitétsfaktor bei 41 °C als Funktion des
Gesamtzinkionengehaltes in Gegenwart eines schwach kom-
plexierendes Agens (40 IU Schweineinsulin pro mlin 10 mM

25 Glycin, analog Beispiel 7 hergestellt), zeigt.

Aus Fig. 1 ergibt sich, dass die Stabilitit der Insulinlé-
sung drastisch bei einem Zinkionengehalt von oberhalb 4
Zn?* [Insulinhexamerem ansteigt.

In Gegenwart eines schwach komplexierenden Agens

30 wird ein wesentliches Anwachsen der Stabilitit bei einem
hoheren Zinkionengehalt erzielt, nimlich bei etwa
5 Zn** [Insulinhexamerem, da einiges Zink durch das Kom-
plexierungsagens gebunden ist, und dementsprechend nicht
dem Insulin zur Verfiigung steht. .

35 Weitere Einzelheiten der Durchfithrung der vorliegenden
Erfindung werden anhand der nachfolgenden Beispiele er-
klirt, sie sollen jedoch nicht derart betrachtet werden, dass
sie irgendwelche Begrenzungen hinsichtlich des Schutzberei-
ches der Erfindung auferlegen.

a0 Inden Beispielen wurden die wissrige Losung und das
Wasser sterilisiert, erstere durch Filtration, und die nachfol-
genden Behandlungen wurden unter aseptischen Bedingun-
gen durchgefiihrt.

45 Beispiel 1
100 L. U. Schweineinsulin pro ml, mit einem Gehalt
von 4,2 Zn2* /Insulinhexamerem
Kristallines Monokomponenten-Schweineinsulin
(264 mg), welches 0,4% Zink enthielt und eine Gesamtakti-
so vitdt von 10 000 I. U. besass, wurde in Wasser gel6st (50 ml),
das Salzsdure (325 pl N) enthielt, gefolgt durch Zugabe einer
wissrigen Losung (25 ml), die Glycerin (1,6 g) und Phenol
(200 mg) enthielt. Der pH-Wert der Losung wurde auf 7,5
mittels einer Natriumhydroxidlosung eingestellt. Zinkacetat
55 (1,56 ml einer 10 mM Losung) wurde zugegeben, der pH-
Wert auf 7,5 wiedereingestellt und das Gesamtvolumen auf
100 ml mit Wasser aufgefiillt. Die resultierende Losung wur-
de durch Filtration sterilisiert und anschliessend aseptisch in
Ampullen (10 ml) abgefiillt.
s0  Stabilitdtsfaktor: >15.

Beispiel 2
500 I.U. Schweineinsulin pro ml, mit einem Gehalt
von 4,2 Zn?* /Insulinhexamerem
6s  Kristallines Monokomponenten-Schweineinsulin
(20,75 g), das 0,4% Zink enthielt und eine Gesamtaktivitit
von 550 000 I. U. besass, wurde in Wasser (550 ml) geldst,
das Salzséure enthielt (10 ml normaler Salzsiure). Zu einem
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Teil dieser Losung (50 ml) wurde Zinkacetat (78 pl einer mo-
laren Losung) gegeben, gefolgt durch Zugabe einer wiissri-
gen Losung (25 ml), die Glycerin (1,6 g) und Phenol

(200 mg) enthielt.

Der pH-Wert der Losung wurde mittels einer Natrium-
hydroxidlosung auf 7,4 eingestellt und das Gesamtvolumen
mittels Wasser auf 100 ml. Die entstehende Lésung wurde
filtrationssterilisiert und anschliessend aseptisch in Ampul-
len (10 ml) iiberfiihrt.

Stabilitdtsfaktor: 5.

Beispiel 3
100 I.U. Humaninsulin pro mi mit einem Gehalt
von 4,3 Zn?** [Insulinhexamerem

Kristallines Monokomponenten-Humaninsulin (1,67 g),
mit einem Gehalt von 0,4% Zink und einer Gesamtaktivitit
von 45 000 I. U. wurde in Wasser (225 ml), das Salzsdure
(1,46 ml normaler Salzsdure) enthielt, gel6st. Zu einem Teil
dieser Losung (25 ml) wurde Zinkacetat (100 pl einer 0,1 M
Ldsung) gegeben, gefolgt durch Zugabe einer wéssrigen Lo6-
sung (10 ml), die Glycerin (0,8 g) und Phenol (0,1 g) enthielt.
Der pH-Wert der Losung wurde auf 7,4 mittels einer Na-
triumhydroxidlsung eingestellt und das Volumen auf 50 ml
mit Wasser aufgefiillt. Die resultierende Losung wurde fil-
trationssterilisiert und anschliessend aseptisch in Ampullen
(10 ml) Gberfiihrt.

Stabilitdtsfaktor: 26.

Beispicl 4
100 I.U. Schweineinsulin pro ml, mit einem Gehalt
an 4,5 Zn?* /Insulinhexamerem

Das Verfahren wurde analog demjenigen des Beispiels 1
durchgefiihrt, ausser dass 1,89 ml einer 10 mM Zinkacetatls-
sung zugegeben wurde, wodurch eine Menge von 4,5 Zn?*/
Insulinhexamerem zur Verfiigung gestellt wurde.

Stabilitdtsfaktor: > 33

Beispiel 5
40 1.U. Humaninsulin pro ml, die 4,2 Zn2+/Insulin-
hexameres enthalten

Kiristallines Monokomponenten-Humaninsulin
(741 mg), das 0,4% Zink enthielt und eine Gesamtaktivitit
von 20 000 I. U. besass, wurde in Wasser (60 ml) gelost, das
Salzsdure (640 pl normaler Salzsdure) und Zinkacetat
(3,96 m1 0,01 M Losung) enthielt. Eine wissrige Losung
(400 ml) von Phenol (1 g) und Glycerin (8 g) wurde zugege-
ben, schliesslich der pH-Wert auf 7,45 durch Natriumhydro-
xidlosung eingestellt und das Volumen auf 500 ml mit Was-
ser aufgefiillt. Die Losung wurde filtrationssterilisiert und
anschliessend aseptisch in Ampullen abgefiillt (10 mi).

Stabilitdtsfaktor: 34

Beispiel 6

100 I.U. Humaninsulin pro ml, die 4,2 Zn2+/Insulin-

hexamerem in 102 molarer TRIS-Lsung enthielten

Kiristallines Monokomponenten-Humaninsulin
(1852 mg), welches 0,4% Zink enthielt und eine Gesamtakti-
vitdt von 50 000 1. U. besass, wurde in Wasser (60 ml), wel-
ches Salzsdure (1600 pl normaler Salzsdure) und Zinkacetat
(99 ! einer molaren Losung) enthielt, aufgeldst. Eine wéssri-
ge Losung (400 ml) von Phenol (1 g) und Glycerin (8 g) wur-
de zugegeben und schliesslich der pH-Wert auf 7,45 mittels
TRIS (606 mg) und Natriumhydroxidlosung eingestellt und

das Volumen auf 500 ml mit Wasser aufgefiillt. Die entste-
hende Losung wurde filtrationssterilisiert und anschliessend
aseptisch in Ampullen (10 ml) {iberfiihrt.

Stabilitdtsfaktor: 16

Beispiel 7
40 I.U. Schweineinsulin pro ml in einer Lésung,
die 2,6 - 10~* molar Zink und 102 molar an Glycin war
Kristallines Monokomponenten-Schweineinsulin
10 (1,49 g), welches 0,4% Zink enthielt und eine Gesamtaktivi-
tét von 40 000 1. U. besass, wurde in Wasser (120 ml) geldst,
das Salzsdure (1280 ml normaler Salzsdure) enthielt, gefolgt
durch Zugabe einer wissrigen Losung (730 ml) von Phenol
(2 g), Glycerin (8 g) und Glycin (751 mg). Der pH-Wert wur-
1s de auf 7,5 mittels NatriumhydroxidiGsung eingestellt. Zink-
acetat (160 pl einer molaren Losung) wurde zugegeben, der
pH-Wert auf 7,5 wiedereingestellt und das Volumen auf ein
Gesamtvolumen von 1000 ml mit Wasser aufgefiillt. Die Lo-
sung wurde filtrationssterilisiert und anschliessend aseptisch
20 in Ampullen (10 mi) tiberfiihrt.
Stabilitdtsfaktor: 63

Beispiel 8
40 I.U. Schweineinsulin pro ml einer 1,8 - 10~3 molaren
25 Zink-und 2 - 10~3 molaren Citrat-Ldsung
Kristallines Monokomponenten-Schweineinsulin
(746 mg), welches 0,4% Zink enthielt und eine Gesamtakiti-
vitét von 20 000 L. U. besass, wurde in Wasser (60 ml) gelost,
welches Salzsdure (640 pl normaler Salzsiure) enthielt. Eine
30 wissrige Losung (400 ml) von Phenol (1 g) und Glycerin
(8 g) wurde zugegeben und der pH-Wert auf 7,5 mittels Na-
triumhydroxidldsung eingestellt. Zitronensdure (210 mg des
Monohydrats) und Zinkacetat (850 pl einer molaren L-
sung) wurde zugegeben und der pH-Wert auf 7,5 wiederein-
35 gestellt. Die Losung wurde durch Filtration sterilisiert und
anschliessend aseptisch in Ampullen iiberfiihrt (10 ml).
Stabilitdtsfaktor: 30

40 Beispiel 9 (Vergleich)
40 1.U. Rinderinsulin pro mi in einer 13,3 mM Losung
von Natriumphosphat (Gesamtzink: 1%, ~ etwa 5,5 Zn2t/
Insulinhexamerem
Das Beispiel 2 des dénischen Patentes Nr. 116 527 wurde
a5 wiederholt. Der Zinkgehalt wurde auf etwa 5,5 Zn2+/Insu-
lin-Hexamerem durch Zugabe von Zinkacetat eingestellt
und der pH auf 6,91 wiedereingestellt. Die Losung wurde
filtrationssterilisiert und anschliessend aseptisch in Ampul-
len (10 ml) iiberfiihrt.
so  Stabilitdtsfaktor: 3,5

Beispiel 10 (Vergleich)

40 I U. Rinderinsulin pro ml in einer 10 mM Citrat-

55 16sung. (Gesamtzink 1%, ~ etwa 5,5 Zn2+/Insulin-
hexamerem).

Beispiel 6 des dénischen Patentes Nr. 116 527 wurde wie-
derholt. Der Zinkgehalt wurde auf etwa 5,5 Zn?+ [Insulinhe-
xamerem durch Zugabe von Zinkacetat eingestellt und der

60 pH auf 7,5 wiedereingestellt. Die Losung wurde filtrations-
sterilisiert und anschliessend aseptisch in Ampullen (10 mt)
iiberfiihrt.

Stabilitétsfaktor: 1
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