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Vynélez se tykd zpidsobu &i§t&ni insulinu

- ve formé& soli alkalickeho kovu nebo soli
amonna.
PFfedmétem vynalezu je tedy zplsob Cisté-

ni insulinu ve formé& soli alkalického kovu

nebo amonné soli, vyznadujici se tim, Ze se
nabobtnd gel, schopny pfijimat v suchém

stavu 4 aZ 98 hmotnostnich % vody, majici

GéasteCky o prim&ru 20 aZ 80 mikronil, na-
bobtnalym gelem se naplni kolona, do niZ
se vpusti vodny roztok soli insulinu a al-
kalického kovu nebo amonné soli o istots

nejméné 80 %, pritemZ koncentrace insu- -

linu je v rozmezi od 1.do 8 % (hmotnostni
procenta/objemovd procenta]} a celkové
mnoZstvi insulinu dostatuje k zatiZeni kolo-
ny .v rozmezi od 0,8 do 6,7 g na litr objemu
néplnég v kolon#&, pfi¢emZ hodnota pH rez-
toku je v rozmezi od 7,5 do 9,5, naceZ se vy-
myvé insulin z adsorbentu za teploty vV roz-
mezi od 5 do 30°C vodnym roztokem s ob-
sahem aZ 0,02 M anorganické soli o stejné
hodnoté pH, jakou mé&l pivodni roztok in-
sulinu.

Vyhodnym gélem ]e zesitnény dextran,
schopny p¥ijmout 5 aZ 20 % hmotnostnich
vody.

Od doby svého objevu v r. 1921, kdy byl
insulin nalezen v pankreasu, md insulin na
celém svété mimorddnou daleZitost pFi léc-
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b& cukrovky (diabetes mellitus). ProtoZe p¥i
postupech extrakce insulinu z pankreasové
tkdn& se extrahuji rovné&Z podstatnd mnoZ-
stvi jinych proteinfi kromé& insulinu, bylo
vynaloZeno mnoho Usili na ¢&isténi insulinu,

napiiklad tedy na nalezeni postupd délent

insulinu od jinych proteinii. N&které z pos-
tupdl ¢igténi insulinu jsou znaénd pouZivany.

Jeden z t&chto vyrobn& diileZitfch postu-
pl, a to jeden z nejstarsich, vyuZivd obec-
ného jevu, Ze rozpustnost proteinu je nejniz-
31 v isoelektrickém bodé& za dodrZovéni dal-
8ich konstantnich podminek. V US patentu
Cislo 1469 994 je popisovén postup, vyzna-
Cujici se tim, Ze se z vodného extraktu z
pankreasu ' vysrdZeji - proteiny neinsulinové
povahy v odpovidajicich isoelektrickych bo-
dech. Isoelektrické vysraZeni insulinu z vod-
ného extraktu pankreasu za hodnoty pH od
asi 4 do asi 7 je popsdno v americkém pa-
tentovém spise Cislo 1520 673.

P¥i jednom z plvodnich n&kdej$ich postu--

pl se provadi srdZeni insulinu p¥Fiddnim
dostateCného mnoZstvi anorganické soli. V
US patentu ¢&islo 1547 515 je popsdn prvy
zplsob vysoleni insulinu z rozpoustédla, po-
uZitého p¥i reakci, a to pfidanim chloridu
sodného. Diferencidlni postup vysolovéni je
popsédn v US patentu ¢&islo 2 449 076, a vy-
znauje se vysolenim insulinu pFidanim
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chloridu sodného k neutralisovanému extrak-
tu: s nésledujici filtraci, novym rozpudténim

zbytku a opakovanym vysolenim insulinu, .

fogvy

ale za pouZiti soli v niZ3i koncentraci, neZ
jak to bylo pouZito v prvém stupni vysole-
ni. ‘

Tieti, provozng dileZity zplsob <{isténi
- insulinu se tykéa vysrédZeni nebo krystalisace
insulinu z roztoku komplexu insulinu se
zinkem. Obecné& se tento komplex vysrazi z
pufrovaného, vodného roztoku, obsahujiciho
zine¢naté ionty. Byly pouZity &etné pufry,
napiiklad podle US patentu ¢&islo 2 626 228
se pouZivd pufr, obsahujici kyselinu citré-
novou a jeji soli.

"Soudasné pouZivané provozn& zplisobilé
postupy CiSténi insulinu zahrnuji typicky
viechny t¥i vySe zmin&né zplsoby. ProtoZe
komplex insulinu se zinkem je nejdileZit&jsi
obchodni formou insulinu, tfkad se obvykle
posledni stupeii Ci¥t&ni tohoto komplexu
krystalizaci.

V poslednich letech v3ak bylo nalezeno,
Ze proteiny neinsulinové povahy, mezi ni-
miZ obvykle prevaZuji proinsulinové a jim
podobné proteiny, tvofi men$i sloZku ob-
chodn& pouZivaného komplexu insulinu se
zinkem. Ackoliv tyto sloZky obvykle pied-
stavuji pod asi 8 % hmotnostnich obchodn&
pouZivaného komplexu insulinu se zinkem,
mé se za to, Ze nékteré z t&chto sloZek ma-
jI antigenni nebo imunogenni vlastnosti, viz
napfiklad Chance a spol., Science 161, 165
(1968); Steiner a spol.,, Diabetes 18, 725
(1968); Bromer BioScience 20, 701 (1970)
a Rubenstein a spol., Ann. Rev. Med. 22, 1
(1971).

Stale trvajicim problémem je tedy odstra-
néni proteinfi neinsulinové povahy z insuli-
nu za pouZiti provozné& a obchodn# zptisobi-
1ého postupu.

Vyraz ,insulin”, jak je zde pouZivén, za-
hrnuje nejen insulin jako takovy, ale i pro-
teiny, podobné insulinu, jako je desamidoin-
sulin. ProtoZe insulin a proteiny podobné
nsulinu se vyznaéuji{ podobnou hypoglyke-
mickou ucinnosti, neni obvykle tieba d&lit
insulin od jinych pankreatickych proteing,
a neni tedy tfeba obvykle p¥ipravovat ho-
mogenni insulin. ,

Jsou zndmé postupy déleni biologicky -
¢innych latek na analytickém podkladu, ja-
ko je elektroforesa a chromatografie na ion-
tomeénicich, a daji se takto oddglit neinsuli-
nové sloZky od insulinov§ch sloZek v ob-
chodnich (nebo i surovych) p¥ipravcich in-
sulinu. T&mito postupy je i moZno dalit in-
sulinové sloZky na insulin jako takovy a
desamidoinsuliny. Tyto postupy maji v8ak
pochybnou pouZitelnost p¥i pouZiti ve vel-
koprovoze.
~ Postup, ktery se d4 snéze pFizplisobit zpra-
covédvani na veliko, je gelova filtrace (coZ
je rovnocenny pojem vyraziim gelova exklus-
ni ehromatografie a gelovd permeaéni chro-
matografie. P¥i tomto postupu se. d&li pro-
teiny na kolon&, obsahujici gel, ktery byl
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zesitén takovym zplsobem, Ze vzniknou po-
ry v kaZdé Cdstefce gelu. Tyto péry se vy-
znaduji stdlym, méritelnym objemem, ktery

je pFfimo mérny stupni nabobtndni gelu a

mensi molekuly maji lepSi pFistup k témto
porim neZ vétSi molekuly, je postup men-
Sich molekul kolonou ztiZen ve srovnéni s
v&t§imi molekulami, majicimi pouze €éstec-
ny piistup, pfipadn& vibec Zadny pfistup
k pérdm. .

V uplynulé dobé& byla jiZ gelovéa filtrace
pouZita k ¢i3téni insulinu; p¥i isolov4ni in-
sulinu z pankreatli jednotlivjch koek byl
surovy insulin zfskdn extrakci alkoholem za
pFitomnosti kyseliny s nédsledujicim vysréaZe-
nim netéinnych sloZek v alkalickém prostie-
di, dale se zahuSt&nim, vysrdZenim v iso-
elektrickém bod& a posléze s vysolenim za
pouZiti sréZeni chloridem sodnym. Surovy
insulin se potom vyuZije k délenf na kolong&
s gelem zesit¥ného dextranu s nésledujicim
eluovdnim 1,0 M roztokem kyseliny octové,
viz Davoren, Biochim. Biophys. Acta 83, 150
(1962).

Pfi isolovani insulinu z ryb se homogeni-
suji Zldzy ve vod&, a proteiny se vysréZeji
roztokem Kkyseliny trichloroctové. SraZenina
se extrahuje ethanolem, obsahujicim kyse-
linu, a z extraktd se methylenchloridem od-
strani lipidni sloZky. Zbyvajici pevné podf-
ly se isoluji, a po rozpusténi v 5,0 M rozto-
ku kyseliny octové se roztok filtruje na ko-
loné se zesit&nym dextranem za pouZiti 5,0
M roztoku kyseliny octové jako eluénfho roz-
poustédla, viz Humbel, Biochem. Bjophys.
Res. Communs, 12, 333 (1963). Uvadsji se
vytéZky okolo 80 04. Je t¥eba poznamenat,
Z7e Humbel uvadi, Ze pro dobré dé&leni insu-
linu od dal3ich proteinli se maji volit pod-
minky pfi eluovani, podporujici disociaci
molekul insulinu. DAle tvrdi Humbel, Ze 1,0

M roztok kyseliny octové neni uspokojuji-.

cim rozpousStédlem, protoZe- podle sdé&leni
Yphantise a Waugha, viz Biochim. Biophys.

Acta 26, 218 (1957), neni tamZe insulin do-

state€né& disociovén. ,
Surovy extrakt z pankreasu hové&ziho:do-
bytka se filtruje na gelu zesit€éného dextra-

nu, jak to popisuje Epstein a spol., Bioche-.

mistry 2, 461 (1963). Jako eluéni rozpous-
tédlo byl pouZit 0,2 M roztok hydrogenuhli-

ditanu amonného, tedy rozpoustddlo, o kte-

rém se jiZ zmifiuje Humbel (citace vy3e}:

Epstein a spol. uvadsji vytd¥ek asi 60%.

Insulin byl isolovdn z pankreatu lidi; Z14-
zy byly nejprve homogenisovdny, a potom
extrahovéany, frakcionaci siranem amonnym
byly odstran&ny urdité podily inaktivnich
materidlfl, insulin byl vysrdZen, nejprve
chloridem sodnym, potom vysréZenim v iso-
elektrickém bod&. Ziskany insulin byl roz-
pudtén v 0,5 N roztoku kyseliny octové, a
roztok byl filtrovdn na gelu zesit8ného dex-
tranu, Filtrovany insulin byl pfeveden na
komplex insulinu se zinkem, viz Jackson a
spol., Diabetes, 18, 206 {1969). Vyt&Zek insu-
linu pa gelové filtraci &ini asi 60 %.

w
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Posléze byl postup gelové filtrace a chro-

matografie na iontom&nitich kombinovan
podle jihoafrického patentového spisu &islo
69/5280 (odpovidajiciho belgickému patentu
¢islo 737 257).
filtrace (viz piiklad 1) se filtruje komplex
_insulinu se zinkem na kolon& se zesit&nym
dextranem, a to za dosaZeni vyt&Zku 80 %.
Jako roztok pii eluovéni se pouZije 1,0 M
" roztok kyseliny octové. Je tfeba poznamenat,
Ze Schlichtkrull a spol., zjistili, Ze je tfeba
po filtrovdni provadét postup vysoleni za
dodrZeni isoelektrického. vysrézem a krysta-
lizace zine¢natého komplexu pFi 1solovam
komplexu insulinu se zinkem.

P¥i kaZdém z piedchozich postupii gelove
filtrace p¥i CiSt&ni insulinu byla zaznamené-
na podstatnd ztrdta insulinu. Dédle pak podle
predchozich postupil zde neni spolehlivy od-
kaz na to, Ze lze ziskat pouze insulin (podi-
taje v to proteiny, podobné insulinu, jak je
o -nich vy3e rec] \ dusledku pouZiti gelové
filtrace.

Obecné i‘eéeno miZe se. pouz1t jakykoli

V jediném prikladu gelové .

gel, bobtnatelny vodou to za pouZiti rozto- -

kit proteinfi a postupu. podle tohoto vynéle-
.zu, Aviak takovy gel se md vyznalovat za
sucha, nebo v nenabobtnalém stavu schop-
nosti poutat vodu v mnoZstvi nejméné hmot-
nostngd 4 %, prepofteno na hmotnost su-
chého gelu, jakoZ i €&steCkami o priméru
pod asi 100 mikronfi. S vyhodou &ini schop-
nost gelu poutat vodu od asi 4 do asi 98 %,
a nejvyhodné&ji od asi 5 do asi 20 %. S vy-
hodou majf byt priméry suchych. &astecek
gelu mendl neZ asi 80 mikronfi a zvlasté
vfhodné rozmezi priméru césteéek ¢ini od
asi 20'do asi 80 mikroni.

Jako ptiklady vhodnych gelll 1ze uvést me-
zi: Setnymi jinymi (po&itaje v to kukufFiny
Skrob) =zesit&ny - galaktomannan, zesitény
dextran, agar nebo agarosu, polyakrylamidy,
kopolymery akrylamidu a methylen -bis-akryl-
amidu, kopolymery. methylen-bis-akrylami-
du s vinylethylkal:‘binolem a s vinylpyrroli-
donem, -a podobné&. Vyhodnymi gely jsou ze:
siténé dextrany, jako je sefadex.

Typ kolony, pouZité pfi postupu podle to-
hoto vynélezu, nemd rozhodujici vyznam.

Volba vy3ky kolony, primér kolony, nebo je-

ji tvar je vZdy zévisly na Zadoucich paramet-
rech postupu Je ]asne Ze jak se vy3ka ko-
lony zvysu]e sniZuje se priitokova rychlost,
8i-jinak fe€eno, zpétny tlak -je pfimo Gmér-

" ny v§3ce kolony. Z téchZe dfvodid je sesta-

va patrové kolony poklédana za vyhodnou,
napiiklad v dpravsg,‘jako je-,,Pharmacia Sec-
tional Column. KS-370”. Pro tcfely normalni
produkce -slouZi . dobfe patro se Sesti sek-
cemi.

Naprlkléd 1ze uvest vyhovu]ml délem a

¢isténi insulinu na kolon& s moZnym zati-
Zenim asi 4,5 g soli insulinu s alkalickym
kovem nebo amonné soli insulihu na litr

loZe kolony, coZ je rozmezi nejvyhodngjsi.

Av3ak zatiZeni kolony miiZe obvykle kolisat
od asi 0,8 do asi 6,7 g na litr loZe kolony,

pFiemZ v?hodnym rozmezim je rozsah od
asi 3,5 do asi 5,0 g na litr loZe kolony. Po-

-chopitelné lze stanovit optim&lni podminky

velmi snadno pokusné pro kaZdou kolonu.

Gel je moZno bobtnat, nebo je moZno pl-
nit kolonu nabobtnalym  gelem jakymkoli
moZnym postupem, jak jsou zndmé -odborni-
kiim na tomto dseku. Obecné se gel bobtné
elutnim prostfedim. Jinak je moZno bobtnat
gel 30% vodnym ethanolem, pFidemZ se jem-
né podily dekantuji, a bobtnaci prost¥edi
se nahradi elutnim prostiedim.

Obecné se siil insulinu a alkalického ko-
vu, nebo amonnd stl insulinu rozpusti v
destilované vod&, a hodnota pH se upravi
jak je to Z&douci zfed&nym roztokem béze
nebo zfedénym roztokem organického puf-
ru. Jako vhodné béaze 1ze uvést hydroxid sod-
ny, hydroxid-draselny, hydroxid lithny, vod-
ny roztok amoniaku a podobné. Jako vyhod- -
nou sloudeninu lze uvést hydroxid sodny.
Co piiklad vhodného organického pufru lze
uvést kombinaci glycinu a hydroxidu sod-
ného, tris-(hydroxymethyl}aminomethan, a
podobne

Obecn& Feteno, mfiZe se siil insulinu a al-
kalického kovu nebo amonnd siil insulinu
pFipravovat zndmymi postupy. Je viak vy-
hodné pripravovat stl insulinu a alkalické-
ho kovu, nebo amonnou stl insulinu postu-
pem podle' US patentu ¢islo 3719 655. Jak
to zde jiZ bylo uvedeno, méd mit fefeny in-
sulin &istotu' nejménd asi :80 %, coZ zname-.
nd, Ze obsah insulinu, poclitaje v to proteiny,
podobne insulinu,. vyznacu]lci se glykemic-
kou aktivitou, méa ¢&init" ne]mene asi 80 %,
pfepofteno na veSkeré pfitomné proteiny. -

‘Konecentrace soli insulinu a alkalického
kovu, ¢i amonné soli insulinu v roztoku, po-
uZitém na té ¢i oné kolong, &ini, jak je to
uvedeno vyse; od asi 1 do asi 8 %, uvedeno
jako hmotnost na objem. Vyhodnou kon-
centraci je rozsah .od asi 4 do asi 6 %.

Pro uspokojivé vysledky se mé sill insu-
linu a alkalického kovu nebo amonnd sil
insulinu rozpustit v objemu rozpoustédla,
ktery je niZ3i neZ ob]em, pouZity pi‘l déleni,
jak je o tom vySe Fel.

P¥i chromatografovéani je distribu¢ni koe-
ficient K4 definovan jako pomér koncentra-
ce rozpusténé sloZky v pohyblivé fdzi ke
koncentraci rozpuSténé sloZky ve stacionér-
ni f4zi. P¥i gelové filtraci je pohybliva faze
definovana jako rozpoust&dlo, pohybujici se
ve volném prostoru mezi -C4steCkami gelu,
a staciondrni fazi je rozpoust&dlo, jimZ jsou
zaplnény CasteCky gelu, tj. podil .rozpous-
tédla, uzavieného v porech kaZdé z Céste-
¢ek gelu. TakZe K, znaci onu frakci zachy--
ceného rozpoustédla, jeZ obsahuje rozpusts-
nou sloZku. '

Za pouZiti elu€niho ob]emu Ky 1ze podil
V. rozpuiténé slozky vyjadfit rovnici:

VG=VO+Kd'Vl

kde V, je objem kolony. a V; je objem zadr-
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Zeného rozpoust¥dla. ReSenim pro K, se dé4
rovnice upravit na

Ve — V,
Kqy = V)

JestliZe se hustota vody poklada za rov-
nou 1, pak V; = a . W,, kde a je vyska su-
chého gelu a ‘W, je podil zadrZené vody.
TakZe Kq4 €ini -

Ve "" Vo
K aw,
coZ mohou odbornici na tomto tseku stano-
vit experimenté&lné.
Za pFedpokladu, Ze roztok obsahuje 2 roz-
pusténé sloZky, lze eluéni objem pro kaZdou
sloZku vyjadfit takto:

Ve = Vo + KoV,
Ve = Vo + Ka"Vi

Dé&lici objem, V;, je rozdil mezi elu¢nimi ob-
jemy obou- dvou rozpuSt&nych sloZek:

Ve = V., — V',
Vs = (K" — Kd'}Vi

Z pfFedchoziho je zjevné, Ze stupeii dé&le-
ni dvou (€ vice) sloZek je z Easti zdvisly na
zatiZen{ kolony. Jak se mnoZstvi rozpudté-
nych sloZek o ni%3f molekulové hmotnosti
bliZi limitu dostupnych périi, musf nutné
dojit ke sniZen! d&lenf mezi dv&ma rozpu§ts-
nymi sloZkami. Mezi limitnimi hodnotami
zatiZeni, jak jsou specifikovdny jako ¢ast to-
~hoto vynélezu, mtZe stupeil zatiZeni koli-
" sat. V n#&kterych pfipadech se miZe volit
vy33] zatiZeni kolony k vyvaZeni dé&leni pro-
ti produktivits.

Jak to -zde jiZ bylo uvedeno vy$e, miZe
mit eluén{ prostfed{ hodnotu pH v rozmezi
od asi 7,5 do asi 9,5. Obvykle se jako elud-
ni prostfedi pouZivd vodny roztok stejné ba-
ze nebo puiru, jak byl poufZit pii piipravé
roztoku insulinu.

Je-li to Za&douci, mliZe eluéni prost¥edi
obsahovat aZ do asi 0,02 moldl anorganické
soli na litr, tedy nap¥iklad chloridu sodné-
ho, draselného, amonného a podobné&. Za vy-
hodnou koncentraci lze pokladat 0,01 M, a
za vyhodnou stil je t¥eba poklddat chlorid
sodny. PouZiti takové soli je vyhodné pro
zlep3eni déleni, pfitemZ je znemoZn&no na-
vic adsorbovéni bazickych l4tek na gelu.

Eluovéni kolony se dé provadst za teplot
v rozmezl od asi 5 do 30°C. S vyhodou se
postup provadi za teploty od 20°C niZe.

Eluovéni se provadi jakymkoli b&Znym po-
stupem, a jako zvlaSté pouZitelny postup lze
uvést méfeni ultrafialové absorpce p¥i 280
nm u ka¥dé frakce. Ty frakce, které obsa-
huji podle zjiSténi jako sloZku vy&istény in-

8
sulin, se spojuji a obvykle se pfevedou na
komplex insulinu se zinkem. .

Jak to zde jiZ bylo vySe uvedeng, je kom-
plex insulinu se zinkem nejdiileZit&j3i for-
mou insulinu. V diisledku toho se siil insu-
linu s alkalickym kovem nebo amonnd siil
insulinu o vysoké d¢istot&, jak se ziskd po-
stupem podle tohoto vynélezu, pfevddi na
komplex insulinu se zinkem. Konverse na
komplex insulinu se zinkem se s vyhodou
provddi za hodnoty pH 6,0 za piitomnosti
octanu amonného jako pufru. Neni t¥eba i-
solovat sill insulinu s alkalickym kovem ne-
bo amonnou sil insulinu z elu&nfho prostie-
di, nebo koncentrovat roztok vydisténého
insulinu p¥ed krystalizaci se zinkem. Vyho-
dou postupu podle tohoto vynélezu je to, Ze
.roztok insulinu, jak se eluuje, je dostateén&
koncentrovany takZe vysoleni nebo elektric-
ké vysrdZeni neni-nutné, ackoli se takové
postupy mohou provadét, je-li to t¥eba.

Zinec¢naty komplex insulinu, takto ziskany,
se vyznaCuje lep3i Cistotou v disledku po-
uZiti - tohoto postupu. ZvySenou d¢istotu lze
dokéazat nékolika zpisoby. Komplex insuli-
nu se zinkem lze analyzovat pfimo se zie-
telem na zjist&ni neinsulinovych proteino-

- vych sloZek, jako je proinsulin a glukagon.

PFitomnost proteind o vysoké molekulové
hmotnosti a tam patFi jako typicky p¥iklad
protemindsa, tedy. proteolyticky enzym, se
dd stanovit mé&Fenim st4losti “protaminové-
suspense insulinu za zvy3enych- teplot. Za-
pFitomnosti protaminasy se komplex insuli-
nu s protaminem disociuje v diisledku degra-’
dace protaminu. Lze mé&Fit fyzikdlni vlast-.
nosti, jako je rozpustnost komplexu insulinu
se zinkem za neutrdlniho pH a barva vznik-
1ého roztoku. Posléze je moZno méfit speci-
fickou u¢innost insulinu- biologickymi a i-
munologickymi testy. '

V diisledku vy38i {istoty. je komplex in-
sulinu se zinkem, ziskany provedenim po- -
stupu podle tohoto vynélezu, vhodnym mate-
ridlem pro Gpravu do rdznych farmaceutic-:
kych pFipravkd insulinu, nap¥. insulinu‘co-
takového, isofdn-insulinu, protaminového
komplexu insulinu se zinkem, suspense kom-
plexu insulinu se zinkem, globin-insulinu a
podobné. Dédle pak dovoluje &ist3i forma kom-
plexu insulinu se zinkem pFipravu neutrl-
niho insulinu, ktery je stdlej8i ve srovnén{
s kyselou formou insulinu; neéistoty, které
pfitomné v komplexu insulinu se zinkem,
se Basto C4stelné vysraZeji za neutralni hod-
noty pH. Takové nedistoty by ¢asto obsaho-
valy enzymy, odbourdvajici insulin, jako je
trypsin a chymoprypsin, sniZujici d&innost
insulinovych p¥ipravki. Cist$i komplex in-
sulinu se zinkem rovnéZ dovoluje vyrobu p¥i-
pravk@ insulinu z prasat nebo hové&ziho do-
bytka s prodlouZenym uéinkem, aniZ by bylo
tfeba provadét dalsi Cistdni, jak to bylo t¥e-
ba v minulé dobé&. Posléze vyZaduje piipra-
va isofan-insulinu s d&ist§ich komplexd in-
sulinu se zinkem méné& protaminu, protoZe
bez pritomnosti nefistot povahy kyselych
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proteint je- moZno pouZiti jen takového.

mnoZstvi protaminu, jehoZ je tfeba k vy-
srdZeni insulinu.

Postup podle tohoto vyndlezu lze kombi-
novat, jak je to t¥eba, s dal3imi postupy Cis-
téni, napiiklad lze roztok insulinu s alka-
lickym kovem, nebo amonné soli insulinu
filtrovat jednou &i vicekréte pfed provadé-
nim vlastni gelové filtrace. RovnéZ je mozZ-
no filtrovat eluovany insulin jednou ¢&i vi-
cekrédte diive, neZ se prevddi na komplex
insulinu se zinkem.

Priklad 1

5,53 g sodné soli insulinu z hov&ziho do-
.bytka o G&innosti 26,4 jednotek na mg s

obsahem 7,2 % hmotnostnich proinsulinu se
suspenduje v destilované vod&. Prid4 se zie-
dény roztok hydroxidu sodného aZ k pH 9,0.
Objem vzniklého roztoku ¢ini 100 ml, naeZ
se pouZije gel zesiténého dextranu, vyznacu-
jici se schopnosti pFijimat 5 % vody, a ve-
likosti tastetek od 20 aZ do 80, upravenych
do rovnovaZného stavu ve vodném roztoku
hydroxidu sodného o pH 9,0. Nabobtnaly gel

10

se pouZije jako ndplii kolony rozmérd 4,0
na 43,0 cm s objemu 540 ml. Alikvotni &ast
40 ml roztoku insulinu se nanese na kolonu,
nateZ se kolona eluuje vodnym roztokem
hydroxidu sodného o pH 9,0, pficemZ se ji-
maji frakce o objemu 6,5 ml. Eluovdni se
provede méFenim ultrafialové absorpce p¥Fi
280 um. Frakce, odpovidajici insulinové sloZ-
ce, se spoji, a okyseli se na pH 3,0 pfida-
nim 6 N roztoku kyseliny chlorovodikové.
Vznikly roztok se filtruje, pF¥idd se chlorid
zine€naty, a komplex insulinu se zinkem se
isoluje za pH 6,0 z pufru octanu amonného.
VytsZek komplexu insulinu se zinkem Cini
1,83 g, coZ odpovida vytézku 82,5 0%, pie-
poéteno na vychozi sloZku. Insulin se vyzna-
duje GCinnosti 26,8 jednotek/mg, a obsahem
proinsulinu hmotnostn& pod asi 0,05 %; pfFe-
podteno na jednotky &ini vytsZek 83,8 %.

Podil 37,5 ml plivodniho roztoku insulinu
se prevede pfimo, jak je to vy3e popsédno,
na komplex insulinu se zinkem, a to bez
stupné gelové filtrace. VytéZek Cini 1,87 g,
tj. 90,1% komplexu insulinu se zinkem s
obsahem proinsulinu 5,4 % hmot.

PREDMET VYNALEZU

1. Zptsob ¢ist&ni insulinu ve formé& soli
alkalického kovu nebo amonné soli, vyzna-
‘Gujici se tim, Ze se nabobtnad gel, schopny
ptijimat v suchém stavu 4 a% 98 % hmot-
nostnich vody majici &4stetky o priméru 20
aZ 80 mikrondi, nabobtnalym gelem se na-
plni kolona, do niZ se vpusti vodny roztok
soli insulinu a alkalického kovu nebo amon-
né soli o dCistot® nejménd 80 %, pFiemZ
koncentrace insulinu je v rozmezi od 1 do
8 % (hmotnostni %/objemovd %) a celko-
vé mnoZstvi insulinu dostacuje k zatiZenf ko-
lony v rozmezi od 0,8 do 6,7 g na litr obje-
mu ndping v kolon&, pFiCemZ hodnota pH
roztoku je v rozmezi od 7,5 do 9,5, naceZ
se vymyva insulin z adsorbentu za teploty
v rozmezi od 5 do 30°C vodnym. roztokem
obsahem aZ 0,02 M anorganické soli o stejné
hodnot$ pH, jakou mé&l plivodni roztok in-
sulinu.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznalujict se
tim, Ze se jako Fefeny gel pouZiva zesit&€ny
dextran, schopny pfijmout 5 aZ 20 % hmot-
nostnich vody.

3. Zplsob podle bodu 1, vyznatujici se
tim, Ze zatiZeni kolony ¢ini od 3,5 do 5,0 g
na litr objemu vrstvy naplné& v kolong, s vy-
hodou 4,5 g na litr vrstvy v koloné.

4, Zpisob podle bodu 1, vyznalujici se
tim, %e se pouZiva roztok anorganické soli
o koncentraci 0,01 M. '

5. Zpfisob podle bodu 4, vyznacujici se
tim, Ze se jako anorganickd sl pouZivé
chlorid sodny. :

6. Zplsob podle bodu 1, vyznaujici se
tim, Ze se eluovéni provddi za teploty mist-
nosti.

Severografis, n. p., 2fvod 7, Mbst
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