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Verfahren zur Herstellung organopeptidhaltiger Substanzen mit insulindhnlicher Wirksamkeit aus Blut
oder Blutbestandteilen.

@ Nach diesem Verfahren werden aus Eiweissk6rpern

von Blui-Ausgangsmaterial, wie Gesamtblut, Plasma,
Serum, Erythrocyten- und/oder Thrombocyten-Suspen-
sion, durch Einstellen des pH-Wertes auf 2 bis 4 oder 8
bis 10, Weiterbehandlung des Materials bei 15 bis 40°C
wihrend einer Inkubationszeit von wenigstens 4 Stunden,
Abkithlen auf 10°C und Neutralisation iiber chemische,
chemisch-physikalische und enzymatische Prozesse or-
ganopeptidhaltige Substanzen mit insulinihnlicher Wirk-
samkeit gewonnen.

Eine vorgingige Verdimnung des Ausgangsmaterials
mit einem hydrophilen Lésungsmittel setzt weitere FEi-
weisskOrper aus dem Ausgangsmaterial frei und erhdht
die Bildung solcher Substanzen.

Die gewonnenen Substanzen haben ein Molekular-
gewicht von 350 bis 5000 und eine insulindhnliche Akti-
vitdt von 14 bis 40 uE/mg, was eine beachtliche Erh6hung
der sonst allenfalls im Blut oder Serum enthaltenen 2,5
bis 8,5 uE/mg Feststoff an solchen Substanzen bedeu-
tet.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung organopeptidhaltiger Sub-
stanzen mit insulindhnlicher Wirksamkeit aus Blut oder Blut-
bestandteilen warmbliitiger Tiere, dadurch gekennzeichnet,
dass man das Blut oder die Blutbestandteile durch Einstellen
des pH-Wertes auf 2 bis 4 oder auf 8 bis 10 vorbehandelt, das
so vorbehandelte Blutmaterial iiber eine Zeitspanne von
wenigstens vier Stunden auf 15 bis 40°C hilt, das auf diese
Weise inkubierte Blutmaterial auf eine Temperatur von
weniger als 10°C abkiihlt und aus dem behandelten Blutma-
terial nach Neutralisation die so hergestellten organopeptid-
haltigen Substanzen mit insulindhnlicher Wirksamkeit mit
einem Molekulargewicht von 350 bis 5000 und einer insulin-
shnlichen Aktivitit von 14 bis 40 uE/mg Feststoff gewinnt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man das Blut oder die Blutbestandteile vor der Einstel-
lung des pH-Wertes mit 0,5 bis 4 Volumina eines hydrophilen
Losungsmittel verdiinnt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man als Blut oder Blutbestandteile Gesamt-
blut, Plasma, Serum, Erythrocytensuspension und/oder
Thrombocytensuspension verwendet.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass man als Blut oder Blutbestandteile den
nach Entfernen anorganischer und organischer Substanzen
mit einem Molekulargewicht von weniger als 5000 aus dem
Blut oder den Blutbestandteilen erhaltenen Riickstand ver-
wendet.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass man als Blut oder Blutbestandteile den
nach Entfernen anorganischer und organischer Substanzen
mit einem Molekulargewicht von weniger als 1000 aus dem
Blut oder den Blutbestandteilen erhaltenen Riickstand ver-
wendet.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, dass man die Substanzen mit insulindhn-
licher Wirksamkeit aus dem behandelten Blut oder den Blut-
bestandteilen durch Dialysieren gegen eine fiir ein Moleku-
largewicht von weniger als 5000 durchldssige Membran als
Aussendialysat gewinnt.

Es ist bekannt, dass bestimmte aus dem Blut warmbliitiger
Tiere gewonnene Substanzen neben anderen Wirkungen, wie
einer atmungsstimulierenden Wirkung und einer wachstums-
fordernden Wirkung, auch iiber eine gewisse insulinéhnliche
Wirksamkeit verfiigen. Eine solche insulindhnliche Wirk-
samkeit besitzen beispielsweise die in Arzneim. Forsch. 18,
1019 (1968) sowie in J. Cell. Physiol. 79, 319 (1972) beschrie-
benen Produkte, bei denen es sich um ein nach Spezialver-
fahren aus dem Blut warmbliitiger Tiere, vorzugsweise aus
Blut oder Serum von Kilbern, isoliertes Material handelt.

Ziel der Erfindung ist die Schaffung eines Verfahrens, das
besonders auf die Gewinnung von Substanzen mit insulin-
dhnlicher Wirksamkeit oder von Substanzen mit einem
hohen Anteil an insulindhnlich wirksamen Verbindungen
gerichtet ist. Diese insulindhnlichen Substanzen werden
erfindungsgemiss aus Blut oder Blutbestandteilen
gewonner, die nicht vom Menschen kommen, sondern von
warmbliitigen Tieren stammen. Hierdurch ergeben sich
sowohl Vorteile hinsichtlich der besonderen Wirkung als
auch der Kosten. Die nach dem erfindungsgeméssen Ver-
fahren aus dem Blut warmbliitiger Tiere, vorzugsweise aus
einem oder mehreren Blutbestandteilen noch nicht
geschlechtsreifer Kilber, isolierten Stubstanzen mit insulin-
hnlicher Wirksamkeit erzeugen weder beim Menschen noch

bei Tieren Insulinantikorper und sind in ihrer Wirkung auch

durch solche Antikdrper nicht hemmbar.

Wihrend Blut oder Serum Substanzen mit insulindhn-
licher Wirkung nur in einer Konzentration von 2,5 bis

s 8 LE/mg Feststoff enthélt, wurde nun gefunden, dass man
durch eine bestimmte Behandlung von Blut oder Blutbe-
standteilen ein Produkt erhilt, das iiber einen hohen Anteil
an Substanzen mit insulindhnlicher Wirksamkeit verfiigt,
nimlich einen Anteil von etwa 14 bis 40 pE/mg Feststoff.

10 Daserfindungsgemdsse Verfahren der eingangs genannten
Artist dadurch gekennzeichnet, dass man das Blut oder die
Blutbestandteile durch Einstellen des pH-Wertes auf 2 bis 4
oder auf 8 bis 10 vorbehandelt, das so vorbehandelte Blutma-
terial iber eine Zeitspanne von wenigstens vier Stunden auf

15 15 bis 40°C hilt, das auf diese Weise inkubierte Blutmaterial
auf eine Temperatur von weniger als 10°C abkiihlt und aus
dem behandelten Blutmaterial nach Neutralisation die so
hergestellten organopeptidhaltigen Substanzen mit insulin-
ihnlicher Wirksamkeit mit einem Molekulargewicht von 350

20 bis 5000 und einer insulindhnlichen Aktivitdt von 14 bis 40
wE/mg Feststoff gewinnt.

Vor der Einstellung des pH-Wertes sollte man das Blut
oder die Blutbestandteile mit 0,5 bis 4 Volumina eines hydro-
philen Losungsmittels verdiinnen. Als Blut oder Blutbestand-

25 teile verwendet man normalerweise Gesamtblut, Plasma,
Serum, Erythrocytensuspension und/oder Thrombocytensu-
spension. Als Blut oder Blutbestandteile ldsst sich auch der
nach Entfernen anorganischer oder organischer Substanzen
mit einem Molekulargewicht von weniger als 5000 aus dem

30 Blut oder den Blutbestandteilen erhaltene Riickstand ver-

wenden. In dhnlicher Weise kann man als Blut oder Blutbe-

standteile auch den nach Entfernen anorganischer oder orga-
nischer Substanzen mit einem Molekulargewicht von weniger
als 1000 aus dem Blut oder den Blutbestandteilen erhaltenen

Riickstand einsetzen.

Dem erfindungsgemissen Verfahren liegen chemische
bzw. chemischphysikalische Reaktionen zugrunde, die unter
anderem eine Aktivierung der im Blut oder in Blutbestand-
teilen enthaltenen proteolytischen Fermente ergeben, so dass
4 die gewiinschten organopeptidhaltigen Substanzen gebildet

werden kdnnen.

Die Gewinnung der Substanzen mit insulinéhnlicher
Wirksamkeit aus dem in der angegebenen Weise behandelten
Blut oder den Blutbestandteilen erfolgt am besten durch Dia-

45 lysieren gegen eine fiir ein Molekulargewicht von weniger als
5000 durchlissige Membran als Aussendialysat.

Die in obiger Weise gewonnenen Substanzen mit insulin-
dhnlicher Wirksamkeit werden zweckmassigerweise einem
Anreicherungsverfahren unterzogen, indem man aus den

so gewonnenen Substanzen mit insulindhnlicher Wirksamkeit

anorganische Salze und niedermolekulare Substanzen ent-

fernt und das Ganze auf ein Produkt mit insulindhnlicher

Wirksamkeit mit einer insulindhnlichen Aktivitét von etwa

35 uE bis etwa 200 uE/mg Feststoff anreichert.

Es empfiehlt sich ferner die gewonnenen Substanzen insu-
linghnlicher Wirksamkeit oder das Produkt mit insulinéhn-
licher Wirksamkeit zur Bildung einer isotonischen Losung
einzuengen oder zu verdiinnen, wobei man vorzugsweise auf
einen Feststoffgehalt von 2,5 bis 20 mg/ml mit einer insulin-
¢0 Ahnlichen Aktivitit von etwa 500 uE/ml einstellt und die Iso-

tonie gegebenenfalls durch Ergdnzung mit Glucose oder

Kochsalz herstelit.

Die in obiger Weise aus Blut oder Blutbestandteilen eines
Warmbliiters gewonnenen organopeptidhaltigen Substanzen

¢5 mit insulindhnlicher Wirksamkeit haben ein Molekularge-
wicht von 350 bis 5000, eine durch Antikdrper nicht hemm-
bare insulindhnliche Aktivitat im Fettgewebstest von 35 bis

200 uE/mg, eine Loslichkeit in Alkohol, eine Hitzestabilitat
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bei neutralem pH, eine positive Ninhydrin- und Amido-
schwarz-G-Reaktion, ein auf die Anwesenheit von Purinderi-
vaten hinweisendes UV-Maximum bei 258 nm, einen durch
eine Aminosiurebestimmung nach Hydrolyse ermittelten
Peptidgehalt von 25 bis 30% des Trockengewichtes der salz-
freien Substanzen mit folgenden Aminosiuren: Glutamin-
siure, Leucin, Glycin, Serin, Asparaginsiure, Alanin, Iso-
leucin, Histidin, Valin, Threonin, Lysin, Methionin, Thy-
rosin, Prolin und Arginin, und eine sich am Einbau von Glu-
cose in Fettzellen, an der Erniedrigung von erhohtem Blut-
zucker bei Mensch und Tier, an der Hemmung der Lipolyse
und an der Forderung des Wachstums von Zellkulturen, wie
Fibroblasten, zeigende insulindhnliche Wirksamkeit.

Die insulindhnliche Wirksamkeit der nach dem erfin-
dungsgemissen Verfahren gewonnenen Substanzen wird am
epididymalen Fettanhang der Ratte in Anlehnung an die in J.
Clin. Invest. 39, 1487-1498 (1960) beschriebene Methode
bestimmt. Fiir jeden Fettgewebetest, der aus 24 Einzelbestim-
mungen besteht, werden drei méiinnliche Ratten mit einem
Gewicht von etwa 180 bis 200 g verwendet. Nach Priiparation
der beiden Fettkorper der Nebenhoden wird das Fettgewebe
zerschnitten und so verteilt, dass man am Schluss in jedem
der 24 Reaktionsgefésse je ein Teilstiick von einem Vorder-,
Mittel- und Hinterlappen aus einem Fettgewebeanhang hat
(insgesamt 80 bis 100 mg Fettgewebe). Jede Bestimmung wird
dreifach durchgefiihrt, wozu jeweils 35 mg der auf eine
insulindhnliche Wirksamkeit hin zu untersuchenden Priipa-
rationen abgewogen und in 7 ml Krebs-Ringer-Bicarbonat-
Puffer, der 100 mg® Gelatine und 250 mg% Glucose enthilt,
geldst werden. Die fiir die Untersuchungen verwendete
Insulin-Eichkurve verfiigt iiber einen Bereich von 63 bis
252 uE Insulin. Die kompletten Ansitze enthalten etwa
100 mg Fettgewerbe, 9,5 mg auf ihre insulindhnliche Wirk-
samkeit zu testende Substanz (oder auch Leerwerte oder ver-
schiedene Insulinkonzentrationen), 1,9 Krebs-Ringer-Bicar-
bonat-Puffer und 0,1 ml 1-' C-Glucose. Sie werden 2
Stunden bei 37°C inkubiert.

Anschliessend spritzt man in das Innengefiss des Reak-
tionskolbens zum Sammeln des ¥CO: eine Menge von 0,4 ml
Hyamin und dann in das Inkubationsmedium unter Wah-
rung des geschlossenen Systems mit einer Kaniile 0,25 ml
einer 2 n Schwefelsiure zur Freisetzung des “COz ein. Nach
0.5 stiindiger Inkubation der einzelnen Reaktionsgefisse bei
einer Temperatur von 37°C wird das Hyamin aus den als
Absorptionsgefisse dienenden Kunststoffkappen in dazu
passende Kunststoffflaschchen iiberfiihrt, die als Zihlgefisse
dienen und mit 8 ml Toluol-Scintillationsldsung gefiillt sind.
Die verwendete Scintillationsldsung besteht aus 4 g
2,5-Diphenyloxazol, 100 mg 1,4-Bis-2-(4-methyl-5-phenyl-
oxazolyl)benzol und einem Liter Toluol. Die Radioaktivitit
wird in einem Fliissigkeits-Scintillationsspektrometer
gemessen.

Wird die gleiche Testanordnung unter Zusatz von Insulin-
antikorpern durchgefiihrt, kommt es zu keiner oder nur einer
geringfiigigen Abnahme der Messwerte.

Die Bestimmung einer Stimulation oder Hemmung der
Lipolyse in Fettgewebe erfolgt unter Verwendung eines Fett-
gewebes, bei dem man mit 0,4 ug Adrenalin/ml oder mit
0.1 ug Glucagon/ml eine Lipolyse induziert. Anschliessend
werden im Medium die Konzentrationsinderungen der
freien Fettsduren und des Glycerins vor und nach Inkubation
mit verschiedenen Konzentrationen der zu testenden insuli-
néhnlichen Wirksubstanz bestimmt. Zum Vergleich wird eine
Eichkurve erstellt mit Insulinlésungen verschiedener Kon-
zentrationen zwischen 1 und 100 pE/ml. Die angewandte
Bestimmungsmethode ist im einzelnen in Arzneim. Forsch.
18,1019 bis 1021 (1968) nidher beschrieben.

Die Wirkung der erfindungsgemiss hergestellten Sub-
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stanzen auf den Blutzuckerspiegel wird auch durch in-vivo-

Versuche ermittelt. Hierzu verabreicht man 250 g schweren

Wistarratten intravends 3 g Glucose/kg. Eine Vergleichs-

gruppe erhilt gleichzeitig mit der Glucosegabe 2 mg der nach
5 Beispiel 4 hergestellten erfindungsgemassen Substanz (15 bis

20 uE/mg). Die Blutzuckerspiegel steigen bei den Kontroll-

tieren innerhalb von 15 Minuten auf bis 400 mg% an und nor-

malisieren sich nach 60 Minuten auf etwa 120 mg%. Bei den
mit dem Wirkstoff behandelten Versuchstieren ergeben sich

10 im gleichen Zeitraum um etwa 20% niedrigere Glucosen-
spiegel.

Die Injektion des gleichen Wirkstoffes bei Alloxan-diabe-
tischen Ratten fiihrt zu einem statistisch signifikanten Blut-
zuckerabfall im Vergleich zu Alloxandiabetischen Tieren,

15 denen man anstelle des Wirkstoffes intravends die gleiche
Menge physiologische Kochsalzmenge injiziert.

Die in obigen biologischen Testen beschriebenen Eigen-
schaften zeigen, dass die erfindungsgemiss hergestellten Sub-
stanzen interessante Heilmittel sind. Sie eignen sich vor allem
als blutzuckererniedrigende Mittel bei hyperglykdmischen
Warmbliitern. Zu einer entsprechenden Behandlung werden
die Substanzen zweckmaissigerweise in Tagesdosen von etwa
200 bis 500 nE/kg Korpergewicht eingesetzt, wobei man
diese Wirkstoffmenge vorzugsweise in mehreren Teildosen
zwei- bis dreimal téglich verabreicht. Die Verabfolgung des
Wirkstoffes erfolgt vorzugsweise durch intravendse Infusion,
und die Substanzen werden daher am besten auch in die
Form injizierbarer Losungen gebracht.

Ein besonderer Vorteil der erfindungsgemiss hergestellten
insulindhnlich wirkenden Substanzen ist darin zu sehen, dass
sich mit ihnen auch die Spitfolgen einer nach langzeitiger
Behandlung mit Insulin oder oralen Antidiabetika bei Diabe-
tikern auftretenden Gewebsschiden behandeln lassen. Die
erfindungsgemassen Wirkstoffe werden daher zweckmais-
sigerweise am besten in Ergdnzung zur iiblichen Behandlung
von Diabetikern verabfolgt. Diese besondere Wirkung der
Substanzen wird zum einen Teil darauf zuriickgefiihrt, dass
in diesem Wirkstoff eine hohere Menge an insulindhnlichen
Substanzen, die durch Insulinantikérper nicht hemmbar
sind, vorhanden ist, und zum anderen Teil auch auf in diesem
Wirkstoff vorhandene wachstumsférdernden Faktoren, die
den Heilprozess begiinstigen.

Aus der folgenden Tabelle geht der Einfluss des pH-Wertes
auf die Herstellung von Substanzen mit insulindhnlicher
Wirksamkeit hervor. Wie ersichtlich, ergibt sich bei den
beiden beim erfindungsgemissen Verfahren gewihlten
pH-Bereichen von 2 bis 4 bzw. von 8 bis 10 gegeniiber
anderen pH-Werten eine besonders hohe Gesamtausbeute an
Substanzen mit insulinihnlicher Wirksamkeit.
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Tabelle
Einfluss des pH-Wertes auf die Gewinnung von

o Substanzen mit insulindhnlicher Wirksamkeit

Durchschnitis-pH-

Ausbeuteing Insulindhnliche Gesamte

Werte und eingesetztes Trockengew./  Wirksamkeit insulindhnl.
Ausgangsprodukt 100ml uLE/mg Wirksamkeit mE
60 Blut
pH7 1,2 11,0 13,2
pH2,5-3,5 1,6 15,3 244
pH9-10 1,3 18,6 24,1
65 Plasma
pH7 1,8 6,5 11,7
pH2,5-3,5 2,7 14,7 39,7
pH9-10 1,9 8,6 16,3
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Tabelle (Fortsetzung)

Durchschnitts-pH- Ausbeuteing  Insulindhnliche Gesamte
Werte und eingesetztes Trockengew. - Wirksamkeit insulinithnl.
Ausgangsprodukt 100m! #E/mg Wirksamkeit mE
Erythrozytensediment (1:1)
pH7 0,9 9,0 8,1
pH2,5-3,5 2,8 5.3 14,8
pH9-10 1,4 14,3 20,0
Vordialysiertes Blut
pH7 0.3 16,0 50
pH3 3,0 >15,0 >30,0
pH9,5 3.5 >30,0 >90,0
Beispiel 1

Drei Liter frisch entnommenes Blut von Schlachtkélbern
werden mit 300 ml einer 3,8%igen Natriumecitratldsung und

20 g Phenol mechanisch vermischt und auf 4°C gekiihlt. Nach

Verdiinnen mit 900 ml demineralisiertem Wasser wird der
pH-Wert durch Zugabe von etwa 100 ml 6 n Salzsdure auf 3,5
eingestelit und der gesamte Ansatz unter Rithren 24 Stunden
auf 35 bis 40°C erwirmt. Anschliessend wird wieder auf 4°C
abgekiihlt, worauf man das Ganze in Dialysierschlduchen
(Kalle) mit einer Molekulargewichtsausschlussgrenze von
etwa 5000 bis 6000 Dalton gegen destilliertes Wasser, das
0,2% Phenol enthéli, dialysiert. Das Verhiltnis von Innen- zu
Aussendialysat betréigt etwa 1:5 bis 1:10. Die Dialyse-
schlduche werden zur Optimierung des Dialyseeffektes
mechanisch bewegt. Nach 24 Stunden wird das Dialysat
gewechselt, und nach weiteren 24 Stunden wird dieser
Wechsel nochmals wiederholt. Das Innendialysat wird gege-
benenfalls nach Beispiel 4 weiterverarbeitet. Die vereinigten
Aussendialysate werden in einem Vakuumplattenumlaufver-
dampfer bei maximal 35°C auf 2 Liter eingeengt und mit2 n
Ammoniakliésung auf pH 7,0 eingestelit. Anschliessend wird
weiter auf 200 ml eingeengt, ein eventuell entstandener
Niederschlag abzentrifugiert und die klare Losung gefrierge-
trocknet. Man erhilt 48 g eines Substanzgemisches (Trocken-
substanz) mit einer insulindhnlichen Aktivitat von

15,3 uE/mg.

Beispiel 2

Das in Beispiel 1 beschriebene citrathaltige frische Kélber-
blut (3 Liter) wird in Zentrifugenflaschen zu 500 ml abgefiillt
und bei 4°C in einer Christ-Zentrifuge, Modell 4 KS 30
Minuten bei 3400 U/Min. zentrifugiert. Aus 1 Liter Blut
erhilt man 0,6 bis 0,75 Liter iiberstehendes Plasma, das man
abpipettiert und sammelt. Das Erythrozytensediment (0,30
bis 0,45 1) wird mit 0,5 prozentigem Phenolwasser im Ver-
héiltnis 1:1 verdiinnt und fiir die weitere Verarbeitung eben-
falls gesammelt (siche Beispiel 3). 1 Liter des Plasmateils wird
mit 200 ml destilliertem Wasser, das 0,5% Phenol enthilt, ver-
diinnt und mit 6 n Salzsdure auf pH 3,0 eingestellt. Die wei-
tere Wirmebehandlung, Dialyse, Konzentration und Lyo-
philisierung erfolgen analog Beispiel 1. Man erhélt aus 1
Liter Plasma 27 g Trockensubstanz mit einer insulindhn-
lichen Aktivitdt von 14,7 uE/mg.

Beispiel 3

Die nach Beispiel 2 gewonnene Suspension des Erythrozy-
tensediments aus 3 Liter Kélberblut wird unter Riithren mit
5 n Ammoniakldsung auf pH 9,0 eingestellt und zur Viskosi-
titserniedrigung mit etwa 200 bis 300 ml Athylalkohol ver-
setzt. Die Erythrozyten himolysieren. Nach dem Zentrifu-
gieren erhilt man eine klare Losung. Anschliessend erfolgen
Wirmebehandlung und Dreifachdialyse sowie Konzentra-
tion und Neutralisation der gesammelten Aussendialysate

mit Salzsdure und nachfolgende Lyophilisierung nach Bei-
spiel 1. Aus einem Liter Erythrozytensuspension 1:1 erhélt
man 14 g Trockensubstanz mit einer insulindhnlichen Akti-
vitdt von 14,3 uE/mg.

5

Beispiel 4
Das in den Beispielen 1 bis 3 beschriebene Verfahren wird
wiederholt, wobei man jedoch ein durch Dialyse von Blut
oder Blutbestandteilen bei neutralem pH-Wert als Innendia-

10 lysat erhaltenes Ausgangsprodukt verwendet. Hierzu werden
100 Liter eines neutralen Innendialysates (Blut, Plasma oder
Erythrozytensuspension 1:1) mit 6 n Salzsdure unter Rithren
auf pH 3,5 gebracht. Der so erhaltene Ansatz wird zur Visko-
sitdtserniedrigung dann mit 100 Liter 50 volumenprozen-

15 tigem Alkohol versetzt, vorauf man ihn unter 0,5 prozen-
tigem Phenolschutz und Riihren 24 bis 48 Stunden bei 20 bis
30°C inkubiert. Nach Abkiihlen auf 4°C werden die 200 Liter
Gesamtlosung erneut gegen 0,2%iges Phenolwasser dialy-
siert. Es kommt zu einer starken Quellung des Innendialy-

20 sates, die man durch Rithren in Grenzen hélt. Das Volumen-

verhéltnis von Innendialysat zu Aussendialysat liegt bei 1:2

bis 1:5. Nach jeweils 24 Stunden wird das Aussendialysat ins-

gesamt viermal gewechselt und erneuert. Die dabei gesam-
melten Aussendialysate (etwa 2200 Liter vom pH 3,5) werden

im Vakuum auf 25 Liter eingeengt, mit 5 n Ammoniak neu-

tralisiert, von Tritbungen abfiltriert und auf 3,5 Liter weiter-

konzentriert. Die Losung ldsst man dann eine Woche bei 4°C
stehen, worauf man den gebildeten Niederschlag abfiltriert
und die Restldsung nach Korrektur des pH-Wertes auf 6,9 bis

7,0 lyophilisiert. Aus 100 Liter Innendialysat (entsprechend

etwa 85 Liter Blut) erhélt man hierbei etwa 350 g Trockensub-

stanz mit einer insulindhnlichen Wirksamkeit von 15 bis 20

wE/mg.

25

30

Beispiel 5

Das in Beispiel 4 beschriebene Verfahren wird wiederholt,
wobei man das als Ausgangsmaterial verwendete Innendia-
lysat zur Gewinnung der insulindhnlich wirkenden Sub-
stanzen jedoch im alkalischen Bereich bei etwa pH 9,5 in
gleicher Weise inkubiert und dialysiert. Die dabei erhaltenen
Aussendialysate werden dann mit Salzsdure oder Essigsdure
neutralisiert. Hierbei erhélt man aus 100 Liter Blutinnendia-
lysat etwa 350 g Trockensubstanz mit einer insulindhnlichen
Wirksamkeit von 30 bis 40 pE/mg.

35
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Beispiel 6

10 Liter frischentnommenes Kélber- oder Schweineblut
werden mit 1000 ml 3,8%iger Natriumcitratlosung und 60 g
Phenol mechanisch vermischt, auf 4°C gekiihit und mit 2
Liter demineralisiertem Wasser verdiinnt. Die erhaltene
Losung wird zundchst mittels einer Zentrifuge geklért und
dann durch Ultrafiltrationsmembranen (z.B. PSAC-Pellicon-
Membranen aus Acetylcellulose) mit einer Ausschlussgrenze
von 1000 Dalton unter einem Druck von 6 at filtriert. Hierbei
werden anorganische und organische Bestandteile mit einem
Molekulargewicht unter etwa 800 bis 1200 Dalton eliminiert,
und es bleibt ein dickflissiger Brei zuriick, den man in 2 Liter
destilliertem Wasser aufnimmt. Die auf diese Weise erhaltene
Suspension wird dann nach Beispiel 1, 2 oder 3 durch
Ansduern oder Alkalischstellen sowie Dialyse weiterbehan-
delt. Die so gewonnenen, gesammelten, neutralisierten, ein-
geengten und lyophilisierten Aussendialysate enthalten 25 bis
30 g Trockensubstanz mit einer insulindhnlichen Aktivitat
von 20 bis 30 LtE/mg.
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65 Beispiel 7
4,5 g des nach Beispiel 4 erhaltenen Produktes mit 15 bis
20 LE/mg werden in 25 ml destilliertem Wasser geldst. Die

Losung bringt man auf eine Séule (50 100), die mit einem
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stark vernetzten Dextrangel mit einem Fraktionierungsbe- der aktiven Losung. Es werden neun Fraktionen geschnitten,
reich bis 700 Dalton (z.B. Sephadex G 10, Korngrosse 40 bis wobei die Fraktion 6 (Rdhrchen 41 bis 44), Fraktion 7

120 um) gefiillt ist. Die Sdule wird dann mit 0,1 normaler (Rohrchen 45 bis 48) und Fraktion 9 (Rhrchen 53 bis 55)
Essigsdure mit einer Geschwindigkeit von 60 ml/Stunde insulindhnliche Wirksamkeit aufweisen. Diese Fraktionen

eluiert. Es werden Fraktionen von je 12,4 mi entnommen, die s werden lyophilisiert. Fraktion 6 besteht aus 16 mg mit einer
man in einem UV-Durchfluss-Photometer (z.B. Unicord II)  insulinihnlichen Wirksamkeit von 60 uE/mg, Fraktion 7
bei 206 und 254 nm misst, wobei man drei Hauptpeaks (Frak-  besteht aus 12,8 mg mit 150 nE/mgund Fraktion 9 besteht
tionen Nr. 49 bis 79; 80 bis 119 und 120 bis 540) heraus- aus 9,6 mg mit 190 uE/mg. Alle drei Fraktionen zeigen posi-
schneidet. Die Hauptmenge der inaktiven Salze befindet sich  tive Ninhydrin- und Amidoschwarz-G-Reaktionen.

in Fraktion II. Die Fraktion I mit einer Ausbeute von 115 mg 1o

enthélt den salzfreien Hauptanteil der Substanz mit insulin- Beispiel 9

dhnlicher Wirksamkeit mit 60 uE/mg. Die Fraktion I1] ent- 4 g des nach Beispiel 3 erhaltenen Produktes mit

hilt im wesentlichen niedermolekulare inaktive organische 14,3 uE/mg insulindhnlicher Wirksamkeit werden in 100 ml

Substanzen. destilliertem Wasser geldst und auf eine mit einem Kationen-
Die Molekulargewichtsbestimmung der Substanz aus 15 austauscher auf Basis von Polystyrolmatrix (z.B. AG50 W -~

Fraktion I (115 mg) erfolgt an einer geeichten Gelfiltrations- X 8), der in der NH; - Form vorliegt und eine Korngrosse von

sdule (26X 100), die mit vernetztem Dextrangel (z.B. 75 bis 150 pm hat, gefiillte Saule (26 x 40) aufgetragen. Nach

Sephadex G 25, Korngrdsse 50 bis 150 um) gefiillt ist. Die dem Einsickern der Probeldsung wird die Siule so lange mit

Elution mit 1 n Essigsdure (16 mi/Stunde) zeigt einen Haupt-  destilliertem Wasser gewaschen, bis im Eluat UV-spektral-
teil von etwa 99% mit einem Molekulargewicht unter 1000 photometrisch (Wellenldnge 254 nm) keine Substanz mehr
Dalton, die Vorfraktion (15 mg, das sind 7,2% des gesamten nachzuweisen ist (etwa 2 Liter). Dieses Eluat wird verworfen.
organischen Anteils der Fraktion) liegt im Bereich zwischen Die Siule wird nacheinander mit 200 ml 10%iger Ammoniak-

350 und 5000 Dalton und zeigt die gesamte insulindhnliche 18sung und 3 Liter destillierfem Wasser eluiert. Die gesam-

Wirksamkeit von 150 uE/mg. melten Eluate werden in einem Vakuumrotationsverdampfer
25 aufein Fiinftel des urspriinglichen Volumens eingeengt und

Beispiel 8 schliesslich gefriergetrocknet. Hierbei erhilt man etwa
In einer Apparatur zur trigerfreien Elektrophorese nach 550 mg salzfreies Lyophilisat mit einer insulinihnlichen

Hanisch, die eine Fraktionierung in 90 Fraktionen gestattet, Wirksamkeit von 32 uE/mg.

werden innerhalb von fiinf Stunden 3 g des nach Beispiel | Eine Aminosiureanalyse der nach Beispiel 7 gewonnenen

erhaltenen Produktes mit 15,3 uE/mgin 15 ml Wasser geldst 3 Fraktion I zeigt vor und nach Hydrolyse (unter Stickstoff mit

eingetragen. Die Losung wird I:1 mit Kammerpuffer ver- 6 n Chlorwasserstoffsiure bei einer Temperatur von 110°C

diinnt, der aus einem 1:3 verdiinnten Elektrodenpuffer liber eine Zeitdauer von 24 Stunden) folgende Werte in Pro-

besteht. Der verwendete Elektrodenpuffer vom pH 4,9 ist zent: Ornithin und Lysin (12,23; 22,25), Histidin (1,30; 2,89),

eine Mischung von 100 m! Pyridin und 80 ml Eisessig, die mit Arginin (Spuren; 0,47), Asparaginsiure (0,71; 2,42),
Wasser auf 9000 m! aufgefiillt wird. Die Elektrophorese wird 35 Threonin (0,61; 1,13), Serin (0,39; 1,85), Glutaminsiure (0,20;

bei einer Spannung von 1800 bis 1500 Volt und bei einer 2,16), Prolin (1,38; 1,93), Glycin (0,15; 1,35), Alanin (1,54;
Stromstéirke von 150 bis 165 mA sowie bei einer Temperatur 3,99), Cystein (0,06; 0,08), Valin (1,12; 2,41), Methionin
von 5°C durchgefiihrt. Die Pufferpumpe fordert 10 ml/ (0,17; 0,25), Isoleucin (0,14; 0,36), Leucin (0,16; 1,67),

Stunde, die Dosierpumpe 1,5 ml/Stunde und somit 0,75 ml Tyrosin (0,52; 1,15) und Phenylalanin (Spuren; 0,10).
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