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Vynélez se tyka zpiisobu ¢isténi komplexu
insulinu s alkalickymi kovy nebo amonny-
mi ionty. :

- Pfedm&tem vyndlezu je tedy zplisob CiSts-
ni komplexu insulinu s alkalickymi kovy
nebo s amonnymi ionty, vyznacujici se tim,
e se nabobtnd . gel, ktery se vyznaluje v
suchém stavu bobtnavosti 4 aZ 98 % hmot.,
jakoZ i primdrem Cé4steek 20 aZ 80 mikro-
nd, nadeZ se naplni kolona nabobtnalym
gelem, do kolony s néplni se pridd vodny
roztok komplexu insulinu s alkalickym ko-
vem s amonnymi ionty o &istoté alespoii 80
procent, pfitemZ koncentrace insulinu je v
rozmez{ od 1 do 8 % hmotnost %/obj. % a
celkové mnoZstvi insulinu je dostaéiijici k
© zajisténi zatiZeni kolony v rozmezi od 0,8 do
6,7°g na litr objemu vrstvy a pH roztoku se
pohybuje v rozmezi od 2,0 do 3,5, nadeZ se
eluce insulinu z kolony provadi za teploty
v rozmez{ od 5 do 30°C za pouZiti vodného
eluéniho &inidla s obsahem anorganické so-
li v koncentraci aZ 0,02 M a o hodnoté pH
ve stejném rozmezi, jaké mé. roztok insuli-
nu.

Na piipojeném vyobrazeni je eluni dia-
- gram pro piiklad I. Nana3i se zde opticka
hustota pii 280 mu né&kterych frakci rozto-
ku insulinu b&hem pribé&hu filtrace na gelu.

0Od objemu insulinu jako sloZky pankrea-
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su v r. 1921 m4 tato latka celosvétovou dii-
leZitost p¥i 1é6¢b& cukrovky (Diabetes mel-
litus). ProtoZe se pi¥i postupech extrakci in-
sulinu z tkdné pankreasu extrahuji rovnéZ
podstatna mnoZstvi neisulinovych proteinii,
bylo vynaloZeno znaéné Gsili na zjité&ni po-
stuptt ¢i¥téni insulinu, tedy zpilisobl odds-

. _lovéni insulinu od neinsulinovych proteini.

Nikteré z takto nalezenych postupl CiSts-
ni insulinu maji provozné&-obchodni dfileZi-
tost.

.7 téchto pouZitelnych postupil je jeden z
nejstarich zaloZen na obecném jevu, Ze to-
tiZ se protein vyznaduje nejniZ3i rozpustnos-
ti v isoelektrickém bodé& za dalSich konstant-

nich podminek. V US patentu 1469944 je

popséan zplisob ¢ist&ni insulinu, vyznacujici
se tim, Ze se z vodného extraktu pankrease
vysrédZeji neinsulinové proteiny v odpovida-
jicich isoelektrickych bodech. Isoelektrické
srdZeni insulinu z vodného extraktu pan-
kreasu za hodnoty pH v rozmezi asi 4 aZ asi
7 je popsdno v US patentu &islo 1520 673.

P¥i daldim z nékdejSich postupd se docili
srdZeni insulinu pfiddnim dostateéného
mnoZstvi anorganické soli. Tak je popséan
v US patentu 1547 515 prvy zpitsob vysoleni
insulinu z rozpous$t&dla, pouZitého p¥i ex-

‘trakci, a to pfiddnim chloridu sodného. Di-

ferencialni zplsob vysolovdni je popisovéan
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v US patentu 2448 076, zéleZejicim ve vy-
- soleni insulinu z neutralizovaného extraktu
pfidanim chloridu sodného s tim, Ze se pev-
ny podil odfiltruje, zbytek se znovu rozpusti
a opét se vysoll insulin, tentokprate za niZsi
koncentrace soli, neZ jakd byla pouZita pfi
prvém stupni vysoleni.

PFi tFeti provozné diileZité metodé &isténi
insulinu se pouZivd vysrdZeni nebo krystali-
zace insulinu z roztoku ve form& komplexu
insulinu se zinkem. Obecné se tento kom-
plex vysréZi z pufrovaného vodného roztoku,
obsahujiciho zine&naté ionty. V US patentu
2626 228 je popsano napfiklad pouZiti puf-
.ru z kyseliny citrénové a jeji soli z detnych
mozZnych jinych pufrd.

V soufasné dobé& vyuZivaji provozng-ob-
chodni zpfisoby ¢isténi insulinu v3echny 3
v§Se uvedené zpiisoby, a protoZe komplex
-insulinu se zinkem je nejdiileZit&j3i obchod-
ni formou insulinu, je obvykle poslednim
stupném ¢iSténi insulinu stupeii krystalizace
komplexu se zinkem.

Bylo v3ak nalezeno v poslednich letech, Ze
neinsulinové proteiny, mezi nimi¥ p¥evaZuje
proinsulin a jemu podobné proteiny, tvofi
stdle men3i podil obchodni formy insulinu,
to jest komplexu se zinkem. Ackoliv tyto
slozky obvykle piedstavuji ménd ne¥ asi 8
hmotnostnich % komplexu insulinu se zin-
kem; mé se za to, Ze nékteré z téchto sloZek
maji antigenni nebo imunogenni povahu.

V tomto sméru viz na pfiklad Chance a
spol., Science 161, 165 (968); Steiner a spol.,
Diabetes 18, 725 (1968); Bromer, BioScience
20, 701 (1970) a Rubinstein a spol., Ann.
Rev. Med. 22, 1 (1971). :

Stale trvajicim problémem je tedy odstra-
n&ni neinsulinovfch proteintt z insulinu v
provoznim méritku.

Vyraz ,insulin”, jak se zde pouZiv4, za-
¢ hrnuje nejen insulin jako takovy, ale rovngZ
proteiny, podobné insulinu, jako je desami-
doinsulin. ProtoZe insulin a proteiny podob-
né insulinu maji rovn&% podobné hypogly-
kemické vlastnosti, neni obvykle t¥eba d&lit
insulin od ostatnich pankreatickych protei-
nd, to znamend, Ze obvykle nenf t¥eba pii-
pravovat homogenni insulin.

Jsou zndmé postupy d&leni biologickych
latek na analytickém podkladu, jako je elek-
troforéza a iontomé&nifovd chromatografie,
a takto lze oddg&lovat neinsulinové slozky od
insulinové sloZky z obchodnich a i surovych
Insulinovych preparétd. T&mito postupy je
i moZno d&lit insulinové sloZky na insulin
jako takovy a deamidoinsuliny. P¥i velko-
provoznich postupech v8ak maji tyto zpfiso-
by problematickou pouZitelnost.

_ Postupem, ktery se da snéze upravit pro
pouZiti ve velkoprovoze, je gelov4 filtrace
(rovnocennym vyrazem je gelovd exklusni
chromatografie nebo gelova permeaéni chro-
matografie]. P¥i tomto postupu se d&li pro-
teiny na kolong, obsahujici gel, zesit&ny ta-
kov§m zplisobem, ¥e v kaZdé &4stedce gelu
se vytvoll péry. Ty se vyznaduji definova-
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nym, méfitelnym objemem, ktery je p¥lmo
imérny stupni bobtndni gelu a nepffmo G-
mérny stupni zesiténi. ProtoZe men3i mole-
kuly maji lepsi p¥istup k t&mto périim neZ
vétsi molekuly, je prichod mensich mole-
kul kolonou brzdén ve srfovnéani s v&tSimi
molekulami, majicimi jen &4steCny piistup
k pordm, pFipadné vibec Z&dny piistup.
Gelova filtrace byla jiZ v uplynulé dobg& -
pouZita k ¢iSt&ni insulinu. P¥i izolovéni in-
sulinu z pankreas@i kofek se ziskd surovy
insulin extrakci okyselenych alkoholem s

‘nésledujicim vysrdZenim v alkalickém pro-

stfedi, ¢imZ se odstrani inaktivni materiély,
naceZ se po koncentrovani provede isoelek-
trické vysrdZeni a posléze vysréZeni vyso-
leni chloridem sodnym. Surovy insulin se
potom nanese na kolonu s gelem zesit&ného
dextranu, a eluovani se provede 0,1 M roz-
tokem Kkyseliny octové, viz Davoren, Bio-
chem. Biophys. Acta 63, 150 (1962).

P¥i izolovani insulinu z ryb se Zl4za ho-
mogenizuje ve vodé a roztokem kyseliny tri-
chloroctové se vysrdZeji proteiny. SraZenina
se extrahuje.ethanolem okyselenym kyseli-
nou, a z extraktu se methylenchloridem od-
strani lipidni podily. Zbyvajici pevné podily
se izoluji, rozpusti v 5,0 M roztoku kyseliny
octové, a roztok se filtruje kolonou s gelem
ze zesiténého dextranu za pouZiti 5,0 M roz-
toku kyseliny octové k eluovéni, viz Humbel,
Biochem. Biophys. Res. Commun. 12, 333
(1963). Jsou uvAddny vytsZky okolo 80 %.
Je tfeba je5t& uvést, Ze Humbel uvédi, Ze pro
dobré oddé&leni insulinu od ostatnich protei-
nit maji podminky pFi eluovédni podporovat
disociaci molekul insulinu. Déle uvadi, Ze
1,0 M roztok kyseliny octové neni vyhovuji-
cim rozpous$tddlem, protoZe podle sdé&leni
Yphantise a Waugha, Biochem. Biophys.
Acta 26, 218 (1957) nedoché&zi tamZe k do-
konalé disociaci insulinu.

Surovy extrakt z pankreasu hov&ziho do-
bytka se filtruje na gelu ze zesit&ného dex-
tranu podle Epsteina a spol.,, Biochemistry
2, 461 (1963). K eluovéni se pouZije jako
rozpoudtédlo 0,2 M roztok hydrogenuhli&i-
tanu amonného, a toto ¢&inidlo podporuje
rovnéZ Humbel (citace viz vySe}. Epstein se
spolupracovniky se zmitiuji o vyt&Zku asi 60
procent.

Insulin byl rovné&Z izolovdn z pankeasu
lidf. Z14za se nejprve homogenizuje a extra-
huje, déle se frakcionaci sfranem amon-
nym odstrani inaktivni materidly, insulin se
vysrd?l nejprve chloridem sodnym, potom
isoelektricky. Takto pfipraveny insulin se
rozpusti v 0,5 N roztoku kyseliny octové,
a roztok se filtruje na gelu ze zesit&ného
dextranu. Filtrovany roztok insulinu se po-
tom pfevede na komplex insulinu se zinkem,
viz Jackson a spol., Diabetes 18, 206 (1969]).
Vyt8Zek insulinu po gelové filtraci &ini asi
60 %.

Posléze se pouZivd podle jihoafrického
patentového spisu 69/5280 (odpovidajiciho
belgickému patentu 737 257) kombinace ge-
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lové filtrace .a iontomé&nifové chromatogra-
fie. PFi jediném pfikladu gelové filtrace (p¥i-
klad: 1) se komplex insulinu se zinkem fil-
truje kolonou s gelem zesit&ného dextranu
za vytdZku 80 %. K eluovéni se jako roz-
poustédlo pouZivd 1,0 M roztok Kkyseliny
octové. Je tfeba poznamenat, Ze podle pravé
uvedeného zdroje informaci je tFeba po fil-
traci provad#t vysoleni, isoelektrické srédZe-
ni, jakoZ i postup krystalizace komplexu se
zmkem méa-li se ziskat komplex 1nsu11nu se
zinkem.

P¥i kaZdém z pravé uvedenych pouzm ge-
lové filtrace pro &iSténi insulinu dochézi k
podstatnym ztratdm insulinu. Ddle pak neni
jasné z diivéS§ich postupl, Ze se lze spo-
lehnout na to, %e se p¥i pouZiti gelové fil-
trace ziské pouze insulin, po€itaje v to pro-
teiny, podobné insulinu, jak o tom byla vy3e
zminka. :

Obecn® fefeno, miZe se pouZit pii
provadéni postupu podle tohoto vynéalezu
jakykoli gel, bobtnatelny vodou a pouZitel-
ny p¥i prédci s roztoky proteinfi. Takovy gel
se mé vyznacovat za sucha, nebo v nabobt-
nalém stavu schopnosti pfijimat vodu nej-
méné z 4 hmotnostnich %, pifepofteno na
hmotnost suchého gelu, jakoZ i priimérem

' @&steSek pod asi 100 mikronti. S vyhodou

¢inf schopnost pfijimat vodu od asi 4 do asi
98 ¥, nejvyhodndji je v rozmezi od asi 5

do asi 20 %. S vyhodou &ini rovndZ primsr -

suchych &astedek gelu pod asi 80 mikrond,

a zvla$td vhodnym rozmezim primérd ¢4s-.

tetek je rozsah od asi 20 do asi 80 mikrond.

Jako piiklady vhodnych gelt lze uvést
kromé& jinych: $kroby, poéitaje v to kuku-
#i€ny. 8krob, zesitény galaktomannan, zesit&-
ny dextran, agar neho agarosu, polyakryl-
amidy, kopolymery akrylamidu a methylen-
-bis-akrylamidu, kopolymery methylen-bis-
-akrylamidu s vinylethylkarbinolem a s yi-
nylpyrrolidonem a podobng, Za vyhodné ge-
ly ‘t¥eba poklédat zesit&€né dextrany, jako
je sefadexov4 série. i

Typ kolony, pouZity p¥i postupu podle
tohoto vynédlezu, nemd rozhodujic{ vyznam.
Volba vysky kolony, primé&ru, nebo uspo-
f4ddani je v z4vislosti na pracovnich para-
_ metrech. Je jasné, Ze jak se vy3ka kolony

zvy$uje, pritokovéd rychlost se sniZuje; ji-
nak fFeCeno je zpé&tny tlak v kolon& p¥imo

Gmérny vy3ce kolony. Z toho diivodu se po-

kl4d4a za vyhodné uspofadani patrova kolo-
na. Pro pouZiti obvyklé produkce dostacuje
patrovd kolona se Sesti sekcemi, -

Uspokojivé ¢ist&ni insulinu lze provést za
zatiZeni kolony asi 4,5 g komplexu insulinu
a alkalického kovu nebo amonné soli na
list objemu loZe, coZ je nejvyhodndjsi zati-
Zeni. Av3ak zatiZeni kolony miiZe kolisat v
rozmezi od 0,8 do 6,7 g na litr objemu loZe,
pfitemZ nejvyhodnéj$im rozmezim je 3,5 aZ
5,0 g na litr objemu loZe. Pochopitelng se
" nejlepdi podminky snadno stanovi pro ]akou-
koli danou kolonu.

Gel lze bobtnat, jakoZ i kolonu 1ze plmt

nabobtnalym gelem za- pouZiti kteréhokoli
z &etnych postupli, které jsou odbornikiim
zndmé. Obecnd se gel bobtnd elu¢nim pro-
stfedim; jinak se miZe gel bobtnat 30%

- vodnym ethanolem, kdy se oddekantuji jem-

né podily, nafeZ se nahradi bobtnaci pro-
stfedi elu€nim prostfedim.

Roztok soli insulinu s alkalickym kovem,
nebo roztok amonné soli se mfiZe pfipravo-
vat jakymkoli vhodnym zptsobem. Napfiklad
se miiZze insulin rozpustit v odpovidajicim -
mnoZstvi eluéniho prostfedi, nebo se insulin
miiZe rozpustit ve vodném prostiedi, jeZ je
pon&kud kyselejsi, ale stale je$t8 v rozmezi
hodnot pH eluéniho prostfedi, ve srovngni
s eluénim prostfedim. Napiriklad pouZiva-li
se jako elutni prostiedi 0,5 M roztok kyse-
liny octové o hodnoté pH 2,5, miZe se lnsu-
lin rozpustit ve vodném prostiedi o hodnoté
pH asi 2,3, coZ odpovida 1,0 N roztoku kyse-
liny octové

Roztok soli insulinu a. alkahckeho kovu,
nebo roztok amonné soli insulinu je obvyk—'
le alkalicky svou povahou.

V disledku toho po rozpusté&ni insulinu v
neutrdlnim nebo kyselém vodném prost¥edi
se pH ziskaného roztoku zvysi. TakZe roz-
pusti-li se insulin v 1,0 N roztoku kyseliny
octové, zvy$i se pH’ziskaného roztoku na
asi 2,7. Av3ak v zdvislosti na koncentraci
pouZitého insulinu miZe mit roztok insulinu
pH aZ asi 3,2. Toto zvySeni hodnoty pH je
normélni a ne¢ini problémy, to za p¥edpo-
kiadu, Ze hodnota pH roztoku insulinu ne-
prestupuje asi 3,5. Jinak se miZe insulin
rozpustit v 0,5 N roztoku kyseliny octové a
pH se upravi na hodnotu pod asi 3,2 pFidé-

nim zfed&né Kyseliny chlorovodikové.

Obecn& se miiZe sil insulinu a alkalického
kovu, nebo amonné sil insulinu p¥ipravo-
vat jakykoli ze zndmych zphsobi. Je viak
vihodné pfipravovat siil insulinu a alkalic-
kého kovu nebo amonnou siil insulinu po-
stupem podle US patentu 3719 655. Jak to
zde ji¥ bylo uvedeno, musi mit Fe€eny insu-
lin Cistotu nejméné asi 80 %. To znamens4,
7e obsah insulinfi, po€itaje v to proteiny,
podobné insulinu, vyzna&ujici se hypoglyke-
mickou aktivitou, musi ¢init nejmén& asi
80 % z veskerych pfitomnych proteini.

Koncentrace soli insulinu s alkalickym
kovem, nebo amonné soli insulinu v roztoku
insulinu, jak se nan4si na kolonu, ¢ini — jak
to zde jiZ bylo uvedeno — od asi 1 do asi

8 % (hmotnost na objem). Vyhodnou kon-

,centram je rozmezi 4 aZ asi 6 %.

Pro dosaZeni uspokojivych vysledkii se. ma
rozpustit stl insulinu a alkalického kovu
nebo amonné soli insulinu v objemu rozpous-
tédla, ktery je niZS1 neZ je délici objem,
jak se o ném diskutuje zde déle.

P¥i chromatografovéani je distribucni koe-
ficient K, definovan jako pomér koncentra-
ce rozpu$téné slozky v mobilni f4zi ke kon-
centraci rozpusténé sloZky ve staciondrn{
fazi. Pri gelové filtraci je mobilni f4zf roz-
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pout&dlo, pohybujici se ve volném prosto-
ru mezi f4stetkami gelu, a stacionérnf f4zi
je rozpoust&dlo, vsdknuté do &astelek gelu,
tj. uzaviené do p6rl uvnit¥ ka¥dé Céstedky
gelu. TakZe K, znadf onu frakci vsdknutého
rozpoust&dla, do které vznikla rozpudtdna
sloZka. :

Elu¢ni objem V. rozpusténé slozky lze za
pouZitf Ky vyjéddrit rovnict:

Ve =V0+Kd . Vi

kde V, je prdzdny objem kolony a V; je
objem vsdknutého rozpoustédla. Pro K, lze
upravit rovnici na vztah

Kd=_‘h;“\%_
1

Poklad4-li se hustota vody za rovnou 1,
Vi=a.W,, kde a je hmotnost suchého gelu
a W, je pfirdstek vody. TakZe pro Ky lze
odvodit

Ve—V,

Ky= aw,

a to miZe zruény odbornfk stanovit pokus-
né.

. Za predpokladu roztoku o dvou rozpusts-
nych sloZkéch lze vyjddFit elutni objem pro
kaZdou rozpust&nou sloZku

Vo=V -V,
Vo' =Vo+Ka"V;

D#lici objem V, je rozdil mezi eluénfmi ob-
jemy obou dvou rozpust&ngch sloZek:

Vo= Vc“—vé‘
V= (Kd”"'Kd,]v{
Z predchozfho je jasné, Ze stupeii d&lent
dvou ¢i vice rozpust&ngch sloZek je z &ésti

z4visly na zatiZenf kolony. Jak se podil roz-
pusté sloZky s ni¥$f molekulovou hmotnosti

bliZi limitu dostupnych péri, musf nutnd

klesnout d&leni obou rozpudtdnych sloZek.
V rozmezi moZng§ch zati¥eni, coZ tvoii &4st
pfedmétu tohoto vynélezu, miZe stupeii dé&-
len{ kolfsat. V n&kterych p¥ipadech lze zvo-
it vy33f zatfZenf kolony k vyrovnénf stupng
dé&leni proti produktivits.

Jak to zde jiZ bylo v§Se uvedeno, mii¥e mit
eluénf{ prost¥edi pH v rozmezl mezi asi 2,0
do asi 3,5. Obecn& feeno, miZe se jako
elunf prostfed! pouZit vodny roztok jaké-
koli anorganické nebo organické kyseliny,
jsou-li proteiny v takovém prostiedi stilé.
Jako priklady takovych kyselin 1ze uvést me-
zi Cetnymi jingmi kyselinu chlorovodikovou,
fosfore¢nou,. mravendéi, - octovou, propiono-
vou, n-méselnou, isoméselnou, pentanovou
a podobné&. Jako vyhodnou kyselinu t¥eba

jmenovat kyselinu octovou. PouZije-1i se ky-
selina chlorovodikové, mus! se pridat do
elu¢niho prostfedi konzerva&ni &inidlo, jako
je fenol. A je t¥eba poznamenat, %e kyselina
octové je sama konzervaénim &inidlem. Vy-
hodnym rozmezim pH je hodnota asi 2,5.
Proto nejvfhodn&jsi elu¢ni prostfedi odpo-
vidd 0,5 N roztoku kyseliny octové. .

Je-li to Zddouci, miZe eluéni prostfedi ob-
sahovat aZ asi do 0,02 moll anorganické
soli na litr, a pouZitelnou solf je chlorid
sodny, draselny, amonn§ a podobnd. Za vy-
hodnou koncentraci lze uvést koncentraci
0,01 M, a jako vyhodnou siil t¥eba oznagit
chlorid sodny. PouZit! takové soli je vyhod-
né; zlepsi se tim dgleni, a predejde se pEi-
padné adsorpci bazickych latek na gel.

Eluovéani kolony se dé provadst za teplot
v rozmezi od asi 5 do asi: 30°C. S vfhodou
se pracuje za teploty mistnosti nebo i ni¥si.

Pribsh eluovdni se sleduje jakymkoli -
vhodnym zpilisobem, a jako zvla¥t¥ pouZitel-
ny postup lze uvést méfeni ultrafialové ad-
sorpce pii 280 nm kaZdé frakce. Ty frakce,
které obsahuji ofekdvany vy&ist&ny insulin,
se spojif dohromady, a potom se prevedou na
komplex se zinkem.

Jak to zde jiZ bylo v§%e uvedeno, je kom-
plex insulinu se zinkem nejdfileZit&j8f for-
mou insulinu. Proto se obvykle sfil insulinu
s alkalickym kovem nebo amonn§ siil insu-
linu ovysoké &istots, jak se ziskd postupem
podle tohoto vynélezu, pfevddi na komplex
insulinu se zinkem. Probfh4 to za pH 6,0 za
piftomnosti octanu amonného jako pufru.
Nenf' t¥eba izolovat sfil insulinu a alkalic-
kého kovu nebo amonnou sl insulinu z e-
luénfho prostiedi, nebo koncentrovat roztok
vy&i§t&ného insulinu p¥ed krystalovdnim
komplexu se zinkem. Vyhodou postupu po-
dle tohoto vynélezu je to, Ze insulin v roz-
toku, jak se izoluje, je po eluovéni dosta-°
tetn& koncentrovany, ¥e nenf tifeba pouZi-
vat vysréZeni soli nebo isoelektrické vysré-
Zenf, aCkoliv se mohou tyto postupy pouZit,
je-li to tfeba.

V dfisledku pouZitf postupu podle tohoto
vynélezu se zisk4 komplex insulinu se zin-
kem o zv§3ené Cistot®. Lze to dokézat néko-
lika zpilsoby. Jednak je mo#no.analyzovat
komplex insulinu se zinkem s ohledem na
obsdh neinsulinovych proteinovych sloZek,
jako je proinsulin nebo glukogon. P¥itom-
nost proteind o vysoké molekulové hmot-
nosti, kam patfi jako typicky priklad prota-
minasa, tedy proteolyticky enzym, se dé4 sta-
novit sledovénim stélosti protamin-insulino-
vé suspeze za zvy3enych teplot; za piitom-
nosti protaminasy dojde k disociaci komple-
xu protaminu s insulinem v ddsledku de-
gradace protaminu. Fyzikdlni vlastnosti, ja-
ko je rozpustnost komplexu insulinu se zin-
kem za neutrdlnfho pH, jakoZ i barva vznik-
lého roztoku se daji mé&¥it. Posléze 1ze sledo-
vat biologickymi a imunologickymi testy
specifickou aktivitu insulinu,
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. V difisledku vy38i Cistoty je komplex insu-
linu se zinkem, jak se ziskd po provedeni
postupu podle tohoto vynédlezu, Z4doucim
materidlem k pouZit{ do rdzn§ych farmaceu-
tickych forem insulinu, jako je tFeba insu-
lin jako takovy, isofan-insulin, protaminovy

komplex insulinu se zinkem, suspenze kom-

plexu insulinu se zinkem, globininsulin a
podobné. D4le pak ¢€istSi komplex insulinu
se zinkem dovoluje p¥ipravu neutrilniho in-

sulinu, ktery je stélejsi neZ kysely insulin;.

nedistoty, které byly aZ dosud pfitomny v
komplexu insulinu se zinkem, se vysrédZeji
Castefné za neutrdlnfho pH. Tyto nedistoty
Casto obsahuji enzymy, odbourédvaji insulin,
jako je trypsin a chymotrypsin, sniZujici G-
¢innost insulinovych p¥ipravka. Cist¥i kom-
plex insulinu se zinkem dovoluje rovnéZ pfi-
pravu protrahovanych pripravkd s obsahem
insulinu z prasat a hovéziho dobytka, a to
bez. daldich pfipadnych ¢&isténi, jak to bylo
tfeba v minulych létech. Kone&né& priprava
isofan-insulinu z {&ist§iho komplexu insulinu
se zinkem vyZaduje menSi podil protaminu,
protoZe nepfitomnost neéistot povahy Kky-
selych proteinli dovoluje pouZiti pouze ta-
kovému mnoZstvi protamindi, jeZ je nutné
k vysréZeni insulinu. |

Postup se dd kombinovat, jak je to vhod-
né, s daldimi postupy CiSténi. NapiFiklad se
miiZe roztok komplexu insulinu s alkalic-
kym kovem nebo roztok amonné soli insu-
linu filtrovat jednou &i vicekrdt pfed prové-
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dénim vlastni gelové filtrace. .RovnéZ je
moZno filtrovat jednoit €i vicekrdt eluovany

"insulin pFed vlastni konverzi na komplex
insulinu se zinkem. ,

Priklad 1

Gel ze zesiténého dextranu s piiristkem
- vody 5 % a s velikosti &4stetek od 20 aZ do
80 u se uvede do rovnovaZného stavu v pro-
stfedi 0,5 N roztoku kyseliny octové. Labo-
ratorni kolona K100/100 o primé&ru priifezu
10 cm a o délce 100 cm se naplni nabobtna-
lym gelem na objem loZe 7 litrG (hloubka
loZe 89 cm). Déle se rozpusti 17,5 g sodné
soli insulinu z hovéziho pankreasu, p¥ipra-
vené postupem podle US patentu 3719 655
a s ulinnosti 23,8 jednotek/mg, a s obsahem
proinsulinu 4,21 % hmotnostnich v 400 ml
0,5 N roztoku kyseliny octové. Roztok insu-
linu se nanese na kolonu s nésledujicim ‘e-
luovanim za pouZiti 0,5 N roztoku kyseliny
~octové za tlaku 0,035 kPa, ¢imZ se docili
priitokové rychlost 900 ml za hodinu (line-
drni pritokovd rychlost 0,19 ml/cm?/min).
Za ndsledujici eluovani prdzdného pros-
toru (1725 ml) se jimaji frakce o asi 23,5 ml
a obsah proteinll se stanovi méfenim ultra- .
fialové absorpce p¥i 280 nm. Stanovi se rov-
néZ koncentrace pevnych podild v mg/ml,
a jimd se celkovy poCet 240 frakci. Tyto
frakce se spoji do 4 skupin, jak je to uvede-
no v souhrnu déle ’

Skupina Objem ml Frakce Procento Identifikace
pevnych -
podili®
A 1405 10—69 1,4 Vysokomolekuldrni proteiny
a enzymy
B-1 . 1193 . 70—119 2,4 hlavné& proinsulin
B-2 978 120—160 . 9,7, proinsulin a insulinové
meziprodukty
C 1520 161—225 86,4 insulin

a) procento celkovych pevnych eluova-
nych podfli

Do skupiny 'C se p¥idd 3,0 ml 20% rozto-
ku chloridu zineénatého, a vznikly roztok se
zfedi na objem 3025 ml pf¥iddnim 05 N
roztoku amoniaku. Hodnota pH kone&ného
roztoku se upravi na 6,0 pfiddnim zFed&né-
ho roztoku amoniaku, nafeZ se vysréZeny
komplex insulinu se zinkem isoluje odstfe-
dénim, a promyje se postupn& vodou, ab-
solutnim alkoholem, a etherem, naceZ se
vysusl ve vakuu. Vyt8Zek komplexu insulinu
se zinkem &inf 13,9 g; G€innost insulinu by-
la 25,6 jednotek/mg, obsah proinsulinu €ini
0,44 %.

ProtoZe obsah pevnych latek skupiny C
éini 86,4 0 z veSkerych eluovanych pev-
nych podild, &ini maximum vyt8Zku pev-
nych podildl ze skupiny C 86,4 % z 175 g,
nebo 15,1 g; na podkladé jednotek &ini nej-

vy881i moZny vyt&Zek asi 360000 jednotek.
TakZe vyt8Zek komplexu insulinu se zinkem
ze skupiny C odpovidd 91,9% vytdZku, pre-
potteno na hmotnostni podklad, a 98,9%,
pfepotteno na jednotky. Za pfepo&tu na vy-
chozi materiil €ini hmotnostni vytéZek a
vytsZek jednotek 79,4 % a 854 % v tom
kterém pripadé.

Skupina B-2 se vysrdZi nadbytkem iontd
zinku, jak je to popséno vySe pro skupinu
C, nateZ se sraZenina rozpusti v 0,5 N roz-
toku kyseliny octové, a roztok se refiltruje
na men3i koloné. Insulin se pFekrystaluje,
jak je to popsdno vy3e pro skupinu C, &imZ
se ziské daldi podil 1,0 g komplexu insulinu
se zinkem s uc¢innost{ 26,7 jednotek na mg.
TakZe celkovy. vytéZek komplexu - insulinu
se zinkem, pFfepofteno na vychozi materiél,
¢ini 85,1 % na hmotnostnim podkladu a
91,8 % na podkladu jednotek. ,

K lepSimu porozumnéni postupu, popsa-
ného v piikladu 1, se nyni odkazuje na p¥i-
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pojeny vykres. Jednd se o eluCni diagram
pro piiklad 1, tj. nandSeni optické hustoty
pii 280 nm ridznych frakci proti pottu frak-
ci. TakZe v diagramu se jevi obsah proteinu
jimanych frakci proti priib&hu fedéni. Ji-

méani frakci do n&kolika skupin, jak je to’

popsano v pi¥ikladu 1, je zachyceno trhavy-
mi svislymi Cdrami. Z diagramu je jasné, Ze
v§chozim materidlem je v podstaté insulin
a Ze insulinova sloZka se tim ncinné oddé-
11 od proinsulinu a podobnych proteini.

12
Pr¥iklad 2

Opakuje se postup podle prikladu 1 s tou
vyjimkou, Ze se sodnd sfil insulinu 2 hové-
ziho dobytka nahradi 30 g sodné soli insu-
linu z prasat, a mnoZstvi 0,5 N roztoku ky-
seliny octové, ve které se rozpusti insulin,
se zvySi na 600 ml. Sodna sdl insulinu z
prasat, jeZ mé ufinnost 23,3 jednotek na
mg a obsah proinsulinu hmotnostng 2,42 %.

Byly tim dosaZeny tyto vysledky:

f‘rakce

Skupina objem, ml % pevnych pod{lg®
A 1410 10— 69 1,3
B—1 1200 70—119 2,7
B—2 820 120—154 6,0
C 11920 155—235 ° 90,0

@ procento veSkerych eluovanych pevngch

podild

Ze skupiny C se ziskd 26,5 g komplexu
insulinu se zinkem o uéinnosti 25,3 jedno-
tek na mg a s obsahem proinsulinu 0,57 %.
TakZe vytéZek komplexu insulinu se zinkem
odpovidd vytdzku 98,1 % na hmotnostnim
podkladé nebo 95,9 % na podklad& jedno-
tek.

Komplex insulinu se zinkem, p¥ipraveny
z téZe davky pankreasu za poufZiti postupuy,
kdy se krystalizace v alkalickém prostiedi
a postup gelové filtrace nahradi obvyklym
isoelektrickym srdZenim s vodného a vod-
né-alkoholického prostredi, se ziskd ve stej-
ném vytéZku. po pfepoltu na stejnou hmot-
nost pankreasu. Av3ak ufinnost ¢ini pouze
24,3 jednotek na mg, a obsah proinsulinu
¢ini 3,18 %.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpfsob &i§t&ni komplexu insulinu s al-
kalickymi kovy s amonnymi ionty, vyzna&u-
jici se tim, Ze se nabobtné gel, ktery se vy-
znaCuje v suchém stavu bobtnavosti 4 aZ
98 % hmot., jako¥ i primérem &é4stedek 20
aZ 80 mikronfi, na&eZ se naplni kolona na-
bobtnalym gelem do kolony s néplni se
pfidd vodny roztok kompleku insulinu s al-
kalickym kovem s amonnymi ionty o &isto-
t& alespoil 80%, pFiemZ koncentrace insu-
linu je v rozmezi od 1 do 8 % (hmot.%/
/obj.%) a celkové mnoZstvi insulinu je do-
stacujici k zaji¥t&ni zatiZeni kolony v rozme-
zi od 0,8 do 6,7 g na litr objemu vrstvy a
pH roztoku se pohybuje v rozmezi od 2,0
do 3,5, naleZ se eluce insulinu z kolony pro-
vadi za teploty v rozmezi od 5 do 30°C za
pouZiti vodného eluéniho &inidla s obsahem
anorganické soli v koncentraci a¥ 0,02 M
a 0 hodnot& pH ve stejném rozmezi, jaké
ma roztok insulinu.

2. Zpﬁsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se pouZiva gel, schopn\] pfijimat vo-
du v rozmezi od 5 do 20 %. .

3. Zplisob podle bodu 2, vyznadujici se
- tim, Ze se jako gel pouZivd zesitény dex-
tran.

4. Zpisob podle bodu 3, vyznadujici se

tim, Ze se pouZivd gel se schopnosti pfijimat
vodu v mnoZstvi 5 0p.

5. Zplsob podle bodu 1, vyznadujfci se
tim, Ze se pracuje za zatiZeni kolony v roz-
mez{ od 3,5 do 5,0 g na litr objemu vrstvy.

6. Zplisob podle bodu 5, vyzna&ujici se
‘im, Ze se pracuje za zatiZeni kolony 4,5 g
na litr objemu vrstvy.

7. Zpisob podle bodu 1, vyznadujic{ se
tim, Ze se insulin rozpusti v 1,0 N roztoku
kyseliny octové.

8. Zptisob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se insulin rozpust{ v roztoku 0,5 N
kyseliny octové a hodnoty pH se upravi p¥i-
dédnim zFed&né kyseliny chlorovodikové.

-9, Zpﬁsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se jako eluc¢ni &inidlo pouZije 0,5 N
roztok kyseliny octové. ‘

10. Zpidsob podle bodu 1, vyznacu]ici se
tim, %e se pouZije anorganickd sfil v kon-
centraci 0,01 M.

11. Zptsob podle bodu 10, vyznadujici se
tim, Ze se jako anorganickd sfil pouZivd
chlorid sodny.

12, Zpidsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se eluce provédl za teploty 'mist-
nosti.

1 list v¢kresi

Severografia, n. p., zéved 7, Most
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