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(54) Menetelmd puhtaan insuliinin, kuten sian insuliinin, valmistamiseksi haima-
raghas1sta - Férfarande for framstdllning av rent insulin, sdsom insulin av
svin, ur bukspottkdrtlar

Keksinnén kohteena on menetelmd insuliinin, kuten sian insuliinin, val-
mistamiseksi, joka on puhdistettu niin pitkdlle, ettd vain yksi ainoa komponentti
on todettavissa, kun se analysoidaan polyakryyliamidigeelielektrofo-
reettisesti k&yttden 15 % polyakryyliamidia sisdlt&dvdd geelid, jos-
sa menetelmissd haimarauhasista valmistetaan insuliiniuute, joka k&-
sitelld8n edelleen puhtaaksi insuliiniksi. Keksinn®n mukaisella me-
netelmdllsd valmistettu insuliini ei muodosta insuliinia tuhoavia
vasta-aineita.

Nykyddn oletetaan yleisesti, ettd insuliinivalmisteiden tai-
pumus muodostaa vasta-aineita johtuu suurimmaksi osaksi valmisteiden
epdpuhtauksista. Aikaisemmin oli uskottu, ettd itse insuliini aiheut-
ti itselleen spesifisii vasta-aineita. N&md epdpuhtaudet voivat olla
haimasta perdisin olevia, insuliinille vieraita oheisproteiineja,
insuliinin esiastetta proinsuliinia, insuliinin vdliasteita, dimee-
rejd, arginiini-insuliinia, etyyliesteri-insuliinia, desamidoinsu-

liinia, jonka deamidoitumisaste on erilainen, ja muita insuliinimuun-
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nhoksia.

Siten pyritdén valmistamaan insuliinivalmisteita, jotka sisdl-
tdvdt ainoastaan puhdasta insuliinia, ns. yksikomponentti-insulii-
nia ilman epdpuhtauksia ja oheisaineita, ks. esim. englantilaiset
patenttijulkaisut 1 285 023 ja 1 285 024.

Tdmd voidaan toteuttaa suorittamalla tavalliseen tapaan val-
mistetulle amorfiselle tai kiteiselle insuliinille perusteellinen
lisdpuhdistus esim. geelisuodatus- ja/tai ioninvaihtomenetelm&dlli.

Muodostuneiden, perusteellisesti puhdistettujen insuliinien
taipumus muodostaa vasta-aineita on vidhentynyt huomattavasti, mutta
ei kokonaan hdvinnyt. Syynd on epidilemdttid se, etti puhdistusvaiheis~
ta huolimatta puhdistetuissa tuotteissa on edelleen epdpuhtauksia.

On havaittu, ettd osa insuliinin epdpuhtauksista syntyy insu-
liinin eristédmisvaiheessa, jolloin insuliini voi esimerkiksi hajota
tai voi muodostua aggregaatteja. Haimarauhasissa, joista insuliini
eristetddn, se on puhtaana monomeerini (molekyylipaino n. 6000), ja
haimarauhasista monomeeri uutetaan sellaisenaan tavalliseen tapaan
happamalla 60 - 80-prosenttisella alkoholivesiliuoksella. Tavanomai-
sessa jatkokdsittelyssd, johon kuuluu mm. rasvan erotus uutteesta va-
kuumitislauksella 25 - 30°C:ssa, jolloin alkoholi haihtuu ja saadaan
hyvin v&hdn alkoholia sisiltdvd vesiuute, monomeeri voi kuitenkin
helposti hajota entsyymien vaikutuksesta, jotka toimivat tehokkaasti
vesiliuoksessa (liuosten alkoholipitoisuus alle 50 %) mutta ovat te-
hottomia alkoholiliuoksessa (liuosten alkoholipitoisuus yli 50 %);
voi myds tapahtua aggregaattimuodostusta jne.

Keksinnén mukaiselle menetelmille on tunnusomaista, ettd insu-
liini uutetaan sellaisella uuttoaineella, jossa ei tapahdu insulii-
nin entsymaattista hajoamista eikd aggregaattien muodostusta, kuten
veden ja orgaanisen liuottimen, edullisesti alkoholin tai asetonin,
seoksella, joka uuttoaine sisdltdd vdhintd3n 50 tilavuus-% orgaanista
liuotinta, jolloin osa uuttoaineen sisdlt8mistd vedestid on perdisin
haimarauhasista, ja pidetddn koko kdsittelyprosessin ajan lopputuot-
teen eristamiseen saakka liuotettuna mainittuun liuottimeen tai pe-
rattdin useisiin erilaisiin saman tyyppisiin liuottimiin liuotettuna,
jolloin uuttoa seuraava kédsittelyprosessi k#sitt#dd seuraavat pidvai-
heet:

rasvan poisto insuliinista, edullisesti jddhdyttdmdlli uute
voimakkaasti, esimerkiksi l&mpétilaan alle -25°C, ja erottamalla sen
jdlkeen muodostuneet rasvakiteet,

rasvattoman insuliinin vdkevdinti, edullisesti kdédntcisosmoo-

sin avulla,
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vikevdidyn liuoksen edelleen puhdistaminen, edullisesti kd-

sittelemdlli ioninvaihtajalla,
kunnes tuloksena on puhdas insuliini liuotettuna epdpuhtauk-

sista vapaaseen liuottimeen, jonka jdlkeen mahdollisesti saostetaan
insuliini.

Edelli mainituissa brittildisissd patenttijulkaisuissa
1 285 023 ja 1 285 024 selitetiddn menetelmd hyvin puhtaan insuliinin
valmistamiseksi l&htien tavanomaisella menetelmdlld valmistetusta
amorfisesta tai kiteisestd insuliinista. On mainittu, ettd puhdis-
tettu insuliini on, polyakryyliamidigeelielektroforeettisen analyy-
sin mukaan, oleellisesti yksikomponenttinen. T&m&d insuliini kuiten-
kin aina sisilt44 pienen m&ir&n monodesamidoinsuliinia, ja mikdli
suoritetaan polyakryyliamidigeelielektroforeesi kdyttden 15 % poly-
akryyliamidia sisdltdvdi geelid, saadaan ndkyviin kaksi nauhaa, nimit-
tdin monoinsuliininauha, ja sen lis#dksi monodesamidoinsuliininauha.

Pieniid monodesamidoinsuliinipitoisuuksia ei voida todeta poly-
akryyliamidigeelielektroforeesin avulla kédytettdessd 7,5 % polyak-
ryyliamidia sisdltdvdd geelid. Tdllaisella geelilld ei saavuteta eri
komponenttien tdydellistd erottumista, vaan insuliini ja monodesami-
doinsuliini kulkevat yhten&d nauhana.

Desamidoinsuliineja muodostuu tovanomaisissa puhdistus- ja
vidkevdintivaiheissa, esimerkiksi haihdutettaessa tyhjdssd, jolloin
insuliini haihdutuksen loppuvaiheessa on liuenneena veteen ldmp&ti-
lan ollessa korkeahko. Kun desamidoinsuliinia on kerran muodostunut,
on hyvin vaikea erottaa se insuliinista, ja se tulee esiintymddn epd-
puhtautena myds amorfisessa ja kiteisessdkin insuliinissa, joista ai-
neista lidhdet#dn mainittujen englantilaisten patenttijulkaisujen mu-
kaisissa menetelmissd. Tdm3d epdpuhtaus j&3 mainittujen patenttijul-
kaisujen mukaisilla menetelmilld puhdistettuihin lopputuotteisiin.

Myds suomalaisen patenttihakemuksen 760058 mukaisessa menetel-
midssi ldhdetddn kiteisestd insuliinista, ja t&l1l6inkin saadaan mono-
desamidoinsuliinia sisdltdvéd lopputuote.

Insuliini liukenee hyvin helposti esimerkiksi n. 55 - n. 80
tilavuus-% alkoholia sis#lt8vdidn happameen alkoholiuutteeseen, ja oi-
kein kdsiteltynd tidllaisessa uutteessa oleva insuliini ei muodosta
aggregaatteja itsensd eikd alkoholiuutteen epdpuhtauksien kanssa.

Voidaan tietenkin k3ytt3d4 muitakin uuttonesteitd kuin hapanta

alkoholivesiliuosta, joihin insuliini liukenee helposti ja joissa se
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ei muodosta aggregaatteja itsensi tai uutteen epdpuhtauksien kanssa,
esim, asetonivesiliuosta.

Kdsiteltdvisss suoritusmuodossa ei ole kyse itse insuliinin
puhdistamisesta, vaan saatu insuliiniuute puhdistetaan uutossa liuke-
nevista epdpuhtauksista jJa rasvasta, kunnes uutteissa on vain puhdas-
ta insuliinia.

Menetelmd voidaan toteuttaa esim. seuraavasti:

Hienojakoisia, jd&dtyneitd haimarauhasia uutetaan 60 - 80 ti~
lavuus-%:isella etyylialkoholilla, jonka PH on s&dddetty esim. suola-
hapolla arvoon n. 3. Haimamassan erottamisen jdlkeen uutteen pPH sd&a-
detddn arvoon n. 8, Jjolloin saostuu erilaisia proteiineja, jotka
poistetaan. Sitten PH s&dddetddn arvoon n. 3. Edelld mainitun saos-
tuksen asemasta proteiinit voidaan erottaa johtamalla uutteet (pH
2 - 3) ultra- ja hypersuodatuslaitteen ldpi (selostettu myShemmin)
kdyttden sopivaa kalvoa, joka pidattdsd mainitut proteiinit, mm. ent-
syymeji.

Muodostunut kirkas uute jddhdytetdidn erityisessd rasvanjish-
dytyslaitteessa ldmp&tilaan n. -300...—450C, edullisesti n. -35°C:seen,
jolloin rasva kiteytyy tiiviin§, pienipintaisina rasvakiteini. Niami
erotetaan samassa matalassa ldmpdtilassa esim. linkoamalla. Tissi
matalassa —300...—450C:n lampdtilassa ja alkoholipitoisuuden pysyes-
sd 60 - 80 tilavuus-%:na insuliini ei vaurioidu, miki tapahtuu tavan-
Omaisessa rasvanpoistossa vakuumitislaamalla 250...300C:ssa uutteen
alkoholipitoisuuden laskiessa.

Rasvan 1liuotus alhaisessa ldmp&tilassa on selostettu yksityis-
kohtaisemmin saksalaisessa hakemusjulkaisussa DE 2 531 804.

Kun rasva on poistettu insuliinia vahingoittamattomalla taval-
la, saadaan suhteellisen suuri md&rd uutetta, joka on vikevditdvi
samoin insuliinia vaurioittamattomalla tavalla.

Voidaan kdyttii geelisuodatusta ja/tai ioninvaihtoa, mutta
keksinndn mukaisesti suositellaan seuraavaa tapaa:

Kdytetddn ultra- ja hypersuodatuslaitetta, joka toimii kalvo-
menetelmdn eli ns. kddnteisosmoosin mukaan (vrt. esim. yhdysvalta-
laiseen patenttiin 3 623 610) .

Tdtd menetelmii kdytettdessd voidaan sopivia membraaneja kdyt-
tadmdlld nestetilavuuden konsentroinnin lisiksi erottaa insuliini uut-
teen epidpuhtauksista ja oheisaineista seki aineista, joilla on suu-

rempi tai pienempi molekyylikoko kuin insuliinilla. Ei vain poisteta
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haimasta perdisin olevia, uutteeseen liuenneita ja ei-toivottuja
epdpuhtauksia, vaan mySs kaikki muut mahdolliset, haiman ulkopuolel-
ta perdisin olevat, insuliinin koosta poikkeavat molekyylit, jotka
teurastamoissa erehdyksessd tai varomattomuudesta ovat joutuneet
haimoihin mukaan.

Yksikomponentti-insuliinin valmistamiseksi on ratkaisevaa, et-
td suurin osa ndistd insuliinia suuremmista tai pienemmistd molekyy-
leistd saadaan erotetuksi tdssid vaiheessa, koska till&in epdpuhtau-
det ovat liuenneina eivdtkd ne ole pystyneet vaurioittamaan liuennut-
ta insuliinia johtuen mm. edellisten menetelmdvaiheiden alhaisesta
lamp6tilasta.

Rasvaton, kirkas uute pumpataan ultrasuodatuslaitteen 1l&pi,
jossa uutteita voidaan j&d&dhdyttdd riittidvidsti, esim. l&mpdtilaan n.
+10° - -1000, edullisesti 0° - —10°C, paineessa 2 - 20 ilmakehii,
edullisesti 6 ilmakehd&d. T&116in valitaan sellainen kalvotyyppi, esim.
GRX-6 tai GRX-7 (polysulfonikalvoja, valmistaja De Danske Sukkerfab-
rikker A/S), ettd insuliinia suuremmat ei-toivotut molekyylit saadaan
erotetuksi mahdollisimman tarkasti. Suuret molekyylit jdividt konsent-
raattiin, ja insuliini ja molekyylikooltaan insuliinia pienemmit
epdpuhtaudet joutuvat permeaattiin. Sitten tdmid liuos johdetaan hy-
persuodatuslaitteen ldpi, jonka kalvotyyppi, esim. GR8-9 tai 930
(selluloosa-asetaatti, valmistaja De Danske Sukkerfabrikker A/S, on
valittu siten, ettd suurin osa insuliinia pienemmistd ei-toivotuista
molekyyleistd saadaan erotetuksi mahdollisimman tarkasti. Insuliini
jd& konsentraattiin. Lihtduutetta voidaan vikevdidi halutulla taval-
la, esim. 1/5 - 1/40-osaan alkuperdistilavuudesta. Alkoholin ja ve-
den pitoisuussuhde pysyy samana kuin ldhtSuutteessa.

Ultra- ja hypersuodatuslaitteessa kdytettdvien kalvojen on kes-
tettdvd konsentroituja, esim. 62-%:isia alkoholiliuoksia. Y113 mai-
nittujen polysulfoni- ja selluloosa-asetaattikalvojen lisdksi voidaan
kdyttdd muista polymeereistd, esim. midrdtyistd polyamideista val-
mistettuja kalvoja.

Ultra- ja hypersuodatuslaitteiden suhteen voidaan viitata esim.
seuraaviin patenttijulkaisuihin: yhdysvaltalainen patentti 3 872 015,
englantilainen patentti 1 390 671 ja sveitsildinen patentti 542 639,
joissa on kuvattu laitteen rakennetta ja/tai sen osia.

Saatu konsentraatti, joka sisdltdid l&hes kaiken raakauutteen

insuliinin, on ldpindkyvd&d, mutta sen viri on konsentroinnista joh-
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tuen voimakkaampi kuin alkuperdisuutteella. Viriaineet poistetaan
pesemdlld esim. 62 %:isella alkoholilla kdytt&milli kalvoja, jotka
pidattdvdt insuliinin, mutta pddstdvdt vidriaineet ldpi. Pesuneste
Ja vdriaineet joutuvat kokonaisuudessaan permeaattiin konsentraatin
tilavuuden pysyessd muuttumattomana.

Vdriaineiden lisdksi saadaan uutteesta samalla poistetuksi suo-
lat, jotka ovat tulleet mukaan haimarauhasia uutettaessa.

Insuliinipitoisessa uutteessa vield jiljells olevat melko har-
vat epdpuhtaudet voidaan sopivimmin poistaa ioninvaihtajilla, sekd
kationin- ettd anioninvaihtajilla. Erottaminen voi mySs tapahtua mo-
lekyyliseulalla, esim. Sephadex G-50, valmistaja Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala, Ruotsi, tai muiden tunnettujen erotusmenetelmien
avulla, mutta ioninvaihtajien kdyttd on suositeltavaa.

Ioninvaihtomenetelmdt insuliinin puhdistamiseksi seka pylvéds-
menetelmédn ettd panosmenetelmdn mukaan ovat tunnettuja, ja varsinkin
pylvdsmenetelmd tunnetaan melko hyvin.

Kuitenkaan nditd menetelmid ei ole kdytetty puhdistettaessa
epdpuhtaan insuliinin konsentroitua, rasvatonta alkoholiuutetta. Epa-
puhtaan insuliinin tavanomaisista liuennutta rasvaa sisdltivisti al-
koholiuutteista sitoutuu varsinkin pylvismenetelmissi ioninvaihta-
jJiin siind mddrin epdpuhtauksia, viriaineita ja rasvaa, ettd ionin-
vaihtajat yhden tai kahden adsorption ja eluoinnin jdlkeen ovat niin
epdpuhtaita, ettd niiden puhdistaminen ja regenerointi insuliinin
erottamista varten on erittdin hankalaa.

Ioninvaihto- ja molekyyliseulamenetelmien edellytyksend on, et-
td kdsiteltdvd uute on puhdistettu rasvasta, osaksi my®s viriaineis-
ta, vieraista proteiineista ja muista epdpuhtauksista siin3 m&&irin,
ettd ioninvaihtajat ja molekyyliseulat voidaan regeneroida ja puhdis-
taa pitkdaikaista k&dytt6d varten. Muussa tapauksessa niiden kdayttd
on kannattamatonta.

Tdllainen riittdvd ja vdlttim3tdn epdpuhtaan insuliinin alko-
holiuutteen esipuhdistus voidaan toteuttaa juuri ylld kuvatun mene-
telmdn avulla. T&l1l8in rasva poistetaan kiteyttimilli matalassa lam-
pbtilassa eli —4OOC:ssa, ja osa vdriaineista ja huomattava osa mole-
kyyleistd, jotka ovat suurempia tai pienempi&d kuin insuliinimolekyy-
li, poistetaan mahdollisimman tarkasti ultrasuodattamalla kiinteis-
osmoosilaitteessa.
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Voidaan kédyttdd useimpia saatavissa olevia ioninvaihtajatyyp-
pejd, mm. hartsi- ja selluloosapohijaisia ioninvaihtajia ja tunnettu-
ja Sephadex-ioninvaihtajia SP ja QAE, jotka ovat vastaavasti kationin-
ja anioninvaihtajia. Ne ovat muunnettuja, ristiverkkoutettuja dekstraa-
niketjuja, joissa on kolmiulotteinen polysakkaridiverkosto (valmista-
ja Pharmacia Fine Chemicals_AB, Uppsala, Ruotsi). Suositeltavia ovat
ioninvaihtajat SP-Sephadex C-25 (kationinvaihtaja) ja QAE-Sephadex
A-25 (anioninvaihtaja).

Voidaan kdyttdd pylvidskromatografiaa tai panoserotusta ionin-
vaihtajassa tai mahdollisesti molempia.

Panosmenetelmdlld on osoittautunut olevan suurehkossa teolli-
sessa kdytdssd huomattavia etuja puhdistuksen ollessa keskihienosta
hienoon. Siten se sijoittuu kd&dnteisosmoosierotuksen ja -vdkevéinnin
sekd pylvismenetelmdn mukaan ioninvaihtajalla suoritetun kromatogra-
fisen puhdistuksen vdliin. Panoserotus on hyvin nopea menetelmi ja
siihen ei 1liity ioninvaihtajan turpoamisesta tai kutistumisesta joh-
tuvia teknisid vaikeuksia. Ioninvaihtajalla erottaminen suoritetaan
sitomalla epdpuhtaudet ioninvaihtajaan, jolloin insuliini jdid vapaa-
na liuokseen. Kun ioninvaihtaja on asettunut tasapainoon valitussa,
sopivassa puskurissa insuliinin isoelektrisessi pisteessd pH 5,2, saa-
tetaan konsentroitu, esipuhdistettu epdpuhdas insuliiniuute pH-arvos-
sa 5,2 kosketukseen ioninvaihtajan kanssa ja sekoitetaan esim. kaksi
tuntia, minkd jdlkeen seos suodatetaan. Kaikki epdpuhtaudet sitoutu-
vat ioninvaihtajaan, ja puhdas insuliini pysyy liuenneena alkoholiuut-
teessa, koska insuliini isoelektrisessid pisteessi ei sitoudu ionin-
vaihtajaan.

Tdmdn menetelmdn etuna on, ettd insuliinia ei tarvitse eluoi-
da ioninvaihtajasta ja ettd insuliiniuute voidaan vilittSmisti suo-
datuksen jdlkeen johtaa seuraavaan menetelmidvaiheeseen.

Ioninvaihtajat regeneroidaan tunnettuun tapaan.

Toisaalta insuliini ja muut proteiinit voidaan sitoa ioninvaih-
tajaan ja sitten eluoida fraktioiden suspendoimalla seos uudelleen
puskuriin, jolla on suurempi ionivi#kevyys tai toinen pH. Jdlkimm&i-
sessd menetelmdssd insuliinih3vid on pienempi kuin edellisessi mene-
telmdssd ja siksi se on suositeltava.

Menetelmd voidaan p&&dpiirteitti#in suorittaa esim. seuraavasti:
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Turvotettiin kaksi vuorokautta 300 g kuivaa SP—Sephadex(g)
C-25 ioninvaihtomassaa 1000 ml:ssa 0,1-m etikkahappopuskuria, joka
sisdlsi 62 % etanolia ja jonka pH oli 3. Kdytetty puskuriliuos kor-
vattiin tuoreella puskurilla useita kertoja. Turvotettu SP-Sephadex
painoi 720 g.

Sdddettiin pH arvoon 3,0 1000 ml uutetta, jota oli konsent-
roitu kymmenen kertaa osmoosin jdlkeen ja jossa oli 18000 insulii-
niyksikk®d, ja sekoitettiin pydrivissi sdilidssi (12 kierr./min)
puolitoista tuntia. Mukana oli puolet adsorptioon tarvittavasta tur-
votetusta ioninvaihtajasta. Vakuumisuodatuksen j&lkeen suodoksen ad-
sorptiota jatkettiin puolitoista tuntia kdyttdm#lld 360 g turvotet-
tua ioninvaihtajaa. Pintanesteen insuliinipitoisuus oli 288 yksik-
kod, joka vastasi adsorptiohdvidtd 1,6 %. Tdllaisen kaksoisadsorp-
tion on havaittu alentavan h&vidn kolmannekseen yksittdisadsorptioon
verrattuna.

Vaihdettiin puskuriksi 1000 ml liuosta, joka sisdlsi 0,1-m HAc
ja 0,075-m NaCl 62-% etanolissa, pH 3,0. Epdpuhtaudet eluoitiin t&dl-
ld puskurilla ioninvaihtajasta sekoittamalla kaksi tuntia, jolloin
insuliini ei eluoitunut.

Suodattamisen j&lkeen vaihdettiin puskuriksi 1000 ml O,1-m
tris(hydroksimetyyli)aminometaania (tris) 62-% etanolissa, pH 8,0
ja insuliini eluoitiin ioninvaihtajasta SP. Insuliinipitoisuus oli
17000 yksikk8d ja eluoimishdvid 4 2. Kokonaishdvid oli 5,6 %.

Ioninvaihtaja pestiin kahdesti siihen tarttuneiden insuliini-
jddnndsten poistamiseksi.

Polyakryyliamidigeelielektroforeesissa (15 % polyakryyliamidia)
insuliinivy6hykkeen yldpuolella oli nelj& osittain heikompaa vy8hy-
kettd, mutta alapuolella ei vydhykettd ollut lainkaan. Tdmd osoittaa,
ettd osittain puhdistettu insuliini ei ole deamidoitunut puhdistus-
vaiheessa. Siind ei ole desamidokomponentteja, eikd my®skdin mono-
desamidoinsuliinia, mikd on aivan uutta insuliinin valmistuksessa.

Eluoinnin ja pesun jdlkeen ioninvaihtajaa kdsiteltiin sekoit-
taen hitaasti 2 - 3 tuntia 62-% etanolilla, johon oli lisdtty 0,2 -
0,3 mol/1l NaCl. Sitten ioninvaihtaja regeneroitiin tasapainopusku-
rilla, jonka pH oli 3, jolloin ioninvaihtaja saatiin tdysin puhtaak-
si liidunvalkoiseksi ja valmiiksi seuraavaa panosta varten.

Panosmenetelmd voidaan suorittaa edullisesti erikoisrakentei-

sessa Y-muotoisessa laitteessa, jonka kierrosluku on sdddettdvissd.
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Tdmd muoto mahdollistaa ioninvaihtajan erittdin tehokkaan ja varovai-
sen kdsittelyn adsorption ja eluoinnin aikana. Samalla hdvid sekd ad-
sorptiossa ettd eluoinnissa vdhenee minimiin. Koko menetelmid voidaan
toteuttaa irroittamatta ioninvaihtajaa laitteesta, joka on varustet-
tu suodatusjdrjestelmdlld ja vakuumis&iliBlli nesteen suodattamisek-
si nopeasti ioninvaihtajasta.

Menetelmddn kuuluu seuraavat vaiheet:

1) Insuliinin ja mahdollisesti muiden proteiinien adsorptio
ioninvaihtajassa, pH 3, konsentroidusta epdpuhtaan insuliinin uuttees-
ta kahdessa vaiheessa, joiden vdlissd on vakuumisuodatus.

2) Proteiiniton uute vakuumisuodatetaan ja poistetaan.

3) Ioninvaihtaja pest&din kaksi kertaa 62-% etanolipuskurilla,
PH 3, ja pesunesteet poistetaan suodattamalla.

4) Epdpuhtaudet eluoidaan kaksi kertaa pH 3-puskurilla, ioni-
vahvuus 0,075-m NaCl, sekoitusnopeus 12 kierr./min.

5) Eluaatti siind olevine epipuhtauksineen suodatetaan.

6) Ioninvaihtaja pestddn kahdesti 62-% etanolipuskurilla, pH
3, ja suodatetaan.

7) Insuliini eluoidaan puskurilla, joka sis#ltd4 0,1-m tris-
(hydroksimetyyli)aminometaania 62-% etanolissa, pH 8. Koko seoksen
eluoimisnesteen ja ioninvaihtajan, pH siidetisn arvoon 8 tris-puskuril-
la. Ioninvaihtajan pH oli 3.

8) Insuliinipitoinen eluaatti suodatetaan.

9) Ioninvaihtaja pestdidn kahdesti siihen tarttuneiden insulii-
nijaddnndsten poistamiseksi.

10) Ioninvaihtaja puhdistetaan ja regeneroidaan.

Koko tuotantovaihe 1 - 9 kest3di 12 tuntia ja ioninvaihtajan
puhdistus ja regenerointi 4 tuntia eli yhteensi 16 tuntia.

Vaiheesta 7 saatu eluoimisuute voidaan pH-arvon ja ionivahvuu-
den sddtdmisen jdlkeen johtaa suoraan kationin- tai anioninvaihtajaan
pylvdstekniikan tunnettujen menetelmien mukaan. Parhaiten timi mene-
telmd sopii ohjelmoiduille, automaattifraktioinnilla varustetuille
pylvdille, jolloin eristetdin insuliinikdyrdn keskiosa, joka sisdltii
puhdasta insuliinia ja jossa polyakryyliamidigeelielektroforeesissa
15-% polyakryyliamidilla on vain yksi vyShyke.

Viimeisen pylv&ddn konsentroidusta, insuliinipitoisesta eluaa-

tista voidaan insuliini erist3#i tavalliseen tapaan, so. laimentamalla
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livosta ja saostamalla esim. lisiimdlli sinkki-icneja.

Keksinn6n mukaisesti on kuitenkin osoittautunut, etti ei ole
vdlttdmdtontd laimentaa voimakkaasti vdkevdityd alkoholivesiuutetta
ennen saostamista. Uute voidaan suoraan saostaa esim. sinkki-ioneil-
la, kun niiden lis#dys tapahtuu alhaisessa ldmp6tilassa, esim. -30% -
-45%:ssa.

Niinpd suodokseen voidaan lis&td sinkkiasetaattiliuosta, min-
kd jdlkeen liuoksen annetaan olla vuorokausi -35°C:ssa. Tdlldéin in-
suliini saostuu kvantitatiivisesti esim. 62-% alkoholiliuoksesta.
Saostunut insuliini eristet&#n linkoamalla, pestddn esim. asetonilla
ja kuivataan. Haluttaessa se voidaan myShemmin kiteyttdi.

Kuten mainittiin, keksinn®én mukaisesti valmistettu insuliini
on puhdas yksikomponentti-insuliini, jossa on vain yksi komponentti
analysoitaessa polyakryyliamidigeelielektroforeettisesti (DISC PAGE)
kdyttden 15-% polyakryyliamidia (t#min menetelmin yleisperiaatteen
suhteen viitataan Ann. N.Y. Acad. Sci., 121, s. 321 - 349 ja 404 -~
427 (1964)).

Keksinn®n mukaisesti valmistettu insuliini on osoittautunut
erittdin pysyvdksi verrattuna tunnettuihin pitkdlle puhdistettuihin
insuliineihin, joissa esim. varastoitaessa usein muodostuu lisdd pie-
nid middrid desamidoinsuliinia. Syytd ei tiedetd, mutta mahdollisesti
valmistetut insuliinit tarkasta puhdistuksesta huolimatta edelleen
sisdltdvdt pienid mé4rii aineita, jotka hajottavat insuliinia.

Keksinndn mukainen insuliini ei hajoa t&114 tavoin, mikid voi
johtua siitd, ettd aineet, joiden molekyylikoko poikkeaa insuliinis-
ta, on saatu tdydellisemmin poistetuksi.

Kuvatusta puhtaasta insuliinista voidaan valmistaa insuliini-
valmisteita tunnettuun tapaan esim. liuottamalla ja/tai suspendoi-
malla amorfista ja/tai kiteistd insuliinia lihakseen tai suoneen an-
nettavaan ruiskeeseen tai istutustekniikkaan sopivaan vesiliuokseen.

Esimerkki

Valmistettiin raakainsuliiniuute kidsittelemilli hienonnettuja
sian haimarauhasia 85-% etanolilla, jonka PH oli sdddetty kolmeen
rikkihapolla. Saatiin haimauute, joka sisilsi 65 % etanolia.

15 litran erd t&td uutetta (840 mg insuliinia + insuliinijoh-
dannaisia ja epdpuhtauksia) k&dsiteltiin puhtaaksi insuliiniksi seu-
raavalla tavalla:



11 64508

Uutteen pH sid&ddettiin arvoon 8, ja tdlldin saostunut aine,
joka sisdlsi suurimmaksi osaksi emdksiseen liuokseen liukenematto-
mia proteiineja, erotettiin insuliinin pysyessd liuenneena.

Liuoksen pH s3iddettiin arvoon 3, mink&d j&dlkeen uute jddhdytet-
tiin -35°C:seen ja sitd pidettiin tdssd lampdtilassa kolmen tunnin
ajan samalla sekoittaen. Sen jdlkeen erottuneet rasvakiteet erotet-
tiin sentrifugoimalla samassa lidmp&tilassa sentrifugissa, joka oli
valmistettu erikoisen paljon lejeerattua terdstd sisdltdvdsta
materiaalista, jolloin ei ole odotettavissa, ettd pydrivddn kuulaan
muodostuisi halkeamia alhaisen l&mp&tilan johdosta.

Neste, josta rasva oli erotettu, kdsiteltiin 6 barin painees-
sa kdidnteisosmoosilaitteessa, jonka membraanit olivat tyyppid GRX-6
(polysulfonimembraani, jota valmistaa De Danske Sukkerfahrikker A/S),
minkd jdlkeen insuliinin sisdltdvd permeaatti kdsiteltiin 40 barin
paineessa hypersuodatuslaitteessa, jonka membraanityyppi oli HMX-4
(polymeerimembraani, jota valmistaa De Danske Sukkerfabrikker A/S).
Konsentraatti sisdlsi insuliinin.

T4dten insuliinipitoinen ldhtduute osittain puhdistettiin ja
osittain vikevditiin kddnteisosmoosin avulla noin yhteen viidesosaan
alkuperdisestd tilavuudestaan eli kolmeksi litraksi.

vViriaineet ja suolat poistettiin osittain konsentraatista hy-
persuodatuslaitteessa 65-% etanolilla k&dytt&mdlld samaa membraania
kuin konsentroinnissa. Tdmd membraanityyppi piddttd&d insuliinin, mut-
ta vdriaineet ja suolat pddsevdt membraanin ldpi.

Ndin puhdistetun 660 mg insuliinia ja insuliinijohdannaisia
sisdltdvin konsentraatin (3000 ml) pH sad&ddettiin arvoon 3, ja kon-
sentraatti kdsiteltiin ioninvaihtolaitteessa, joka koostui Y-muotoi-
sesta sekoituslaitteesta, joka oli varustettu suodatuslaitteella ja
erilliselld osalla, jolla laitteeseen saatiin tyhji® nesteen suodat-
tamisen nopeuttamiseksi ioninvaihtajasta. Ioninvaihtajana kdytettiin
kationinvaihtajaa SP-Sephadex C-25, jonka oli ennen k&ayttdd annet-
tu turvota 65-% etanolipuskuriliuoksessa, joka sisdlsi 0,1 moolia
etikkahappoa yhtd litraa kohti ja jonka pH oli 3.

Ioninvaihtoprosessi (panosmenetelmd) koostui seuraavista vai-
heista:

1) Kuivan ioninvaihtomassan (180 g) annettiin turvota pusku-
riliuoksessa, mink3d jdlkeen massa suodatettiin erilleen, minkd jdl-

keen 90 g ioninvaihtomassaa kaadettiin ioninvaihtolaitteeseen, t&dhdn
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lis&ttiin 3 litraa puhdistettua, vidkevdityd insuliiniuutetta, ja
sekoitettiin hitaasti. T&min jdlkeen liuos tyhjidsuodatettiin, ja
prosessi toistettiin 90 g:lla ioninvaihtomassaa. Aika 2,5 tuntia.

2) Tuote tyhjidsuodatettiin, ja uute, josta proteiinit oli
poistettu, johdettiin ioninvaihtolaitteesta tislauskolonniin alkocho-
lin regeneroimiseksi. Aika 2,5 tuntia.

3) Ioninvaihtaja pestiin kahdesti kulloinkin 200 ml:1lla 65-%
etanolipuskuriliuosta, jonka pH oli 3, ja pesuliuos suodatettiin
erilleen. Aika 2 tuntia.

4) Epdpuhtaudet eluoitiin 400 ml:1la puskuria, jonka pH oli 6
ja ionivahvuus 0,025 mol/1l, sekoitusnopeuden ollessa 12 kierr./min.
Aika 1 tunti.

5) Eluointiliuos ja siihen liuenneet epipuhtaudet suodatet-
tiin erilleen. Aika 1,5 tuntia.

6) Ioninvaihtaja pestiin kahdesti kulloinkin 200 ml:1la 65-%
etanolipuskuriliuosta, jonka pH oli 6, ja pesuliuos suodatettiin
erilleen. Aika 1,5 tuntia.

7) Insuliini eluoitiin 200 ml:1lla 65-% etanolipuskuriliuosta,
joka sis#lsi 0,033 moolia fosfaattia yhtd litraa kohti ja jonka pH
oli 8. Koko seoksen, eluointiliuoksen ja ioninvaihtajamassan pH sii-
dettiin arvoon 8 NaOH:1la. Ioninvaihtomassan pH oli 3. Eluointi suo-
ritettiin 2 tunnissa hitaasti sekoittaen.

8) Insuliinia ja yksinkertaisia insuliinijohdannaisia sisdltd-
vd eluointiliuos suodatettiin erilleen. 200 ml eluointipuskuriliuvos-
ta sisdlsi 580 mg insuliinia + johdannaisia. Aika 30 min.

9) Ioninvaihtaja pestiin kahdesti kulloinkin 100 ml:1la koh-
dassa 7) mainittua puskuriliuosta ioninvaihtajaan jdidneiden insuliji-
nijdénnésten poistamiseksi. Pesuliuokset yhdistettiin seuraaviin
eriin. Aika 2 tuntia.

10) Ioninvaihtaja puhdistettiin ja regeneroitiin.

Koko prosessi (vaiheet 1 - 9) kestii 12 tuntia ja ioninvaihta-
Jan puhdistus ja regenerointi 4 tuntia, yhteensd 16 tuntia.

Vaiheesta 7 saatu 200 ml:n eluointiuute sisdltidl edelld selos-
tettujen puhdistusvaiheiden jdlkeen erittdin puhdasta insuliinia.
Kyseessd olevalla menetelmilli puhdistettu insuliiniuute ei sisilli

lainkaan monodesamidoinsuliinia, jonka vy8hyke elektroforeettisessa
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analyysisséd sijaitsee insuliinin vy&hykkeen alapuclella, sensijaan
insuliinin vyShykkeen yldpuolelta 18ytyy kaksi ylimd&drdistd vydhy-
kettd, jotka aiheutuvat arginiini-insuliinista ja insuliinin etyyli-
esteristd.

Vaiheesta 7 saadun eluointiuutteen (200 ml:ssa 580 mg insulii-
nia ja insuliinijohdannaisia) pH sdddettiin arvoon 7,5 ja ionivah-
vuus 0,05:ksi, minkd jdlkeen uutteelle suoritettiin lisdpuhdistus
anioninvaihtajassa DEAE Sephadex C-25 k&ayttdmdlld ohjelmoitua ko-
lonnia, johon oli liitetty automaattinen fraktiointi. Ioninvaihto-
massan annettiin turvota 0,033-m fosfaattipuskuriliuoksessa, joka
sisdlsi 65 % etanolia ja jonka pH oli 7,5. Kolonnin halkaisija oli
2,5 cm, siihen oli pakattu ioninvaihtomassaa 18 cm:n korkeudelle.

200 ml vaiheesta 7 saatua eluointiuutetta kaadettiin kolon-
niin. Eluointiin kdytettiin 900 ml edelld mainittua fosfaattipusku-
ria (ldmpoétila 20°C), eluointinopeus o0li 100 ml/h, ja eluaatti ke-
rdttiin 18 ml:n fraktioina. Eluoinnin kulku rekister&itiin. Insulii-
nia eniten sisdltdvdt fraktiot yhdistettiin, ja t&d118in saatiin 125
ml eluaattia, joka sisdlsi 310 mg monomeerista insuliinia. Elektro-
foreettisessa analyysissd polyakryyliamidigeelissd (15 % polyakryy-
liamidia) havaittiin ainoastaan yksi vyShyke eli insuliinivy&hyke.

Eluaattiin lisdttiin 12 ml 1-m sinkkiasetaattiliuosta, ja si-
td pidettiin 24 tuntia —35°C:ssa, jolloin puhdas amorfinen insulii-

ni saostui kvantitatiivisesti.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd insuliinin, kuten sian insuliinin, valmista-
miseksi, joka on puhdistettu niin pitkdlle, ettid vain vksi ainoa
komponentti on todettavissa, kun se analysoidaan polyakryyliamidi-
geelielektroforeettisesti kdyttden 15 % polyakryyliamidia sisdlti-
vdd geelid, jossa menetelmdssi haimarauhasista valmistetaan insulii-
niuute, joka kdsitellddn edelleen puhtaaksi insuliiniksi, t u n -
nettu siitd, ettd insuliini uutetaan sellaisella uuttoaineella,
jossa ei tapahdu insuliinin entsymaattista hajoamista eikd aggre-
gaattien muodostusta, kuten veden ja orgaanisen liuottimen, edulli-
sesti alkoholin tai asetonin, seoksella, joka uuttoaine sisiltii
véhintddn 50 tilavuus-% orgaanista liuotinta, jolloin osa uuttoai-
neen sisdltdmdstd vedestd on perdisin haimarauhasista, ja pidetdé&n
insuliini koko k&sittelyprosessin ajan lopputuotteen eristidmiseen
saakka liuotettuna mainittuun liuottimeen tai perdttdin useisiin
erilaisiin saman tyyppisiin liuottimiin liuotettuna, jolloin uuttoa
seuraava kdsittelyprosessi kdsittii seuraavat pddvaiheet:

rasvan poisto insuliinista, edullisesti jddhdyttdm#lld uute
voimakkaasti, esimerkiksi l&mpdtilaan alle -25% ja erottamalla
sen jdlkeen muodostuneet rasvakiteet,

rasvattoman insuliiniliuoksen vdkevéinti, edullisesti k&&dn-
teisosmoosin avulla,

vakevdidyn liuoksen edelleen puhdistaminen, edullisesti k&-
sittelemdlld ioninvaihtajalla,

kunnes tuloksena on puhdas insuliini liuotettuna epipuhtauk-
sista vapaaseen liuottimeen, jonka j&lkeen mahdollisesti saostetaan
insuliini.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t -
t u siitd, ettd rasvan poistamisen jdlkeen uutetta vidkevdidddn ja
puhdistetaan k&&dnteisosmoosin avulla, jolloin kdytet#ddn perdkkdin
membraaneja, joilla saadaan poistetuksi vastaavasti sellaiset epd-
puhtaudet, joiden molekyylit ovat suurempia kuin monoinsuliinilla,
ja sellaiset epdpuhtaudet, joiden molekyylit ovat pienempii.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd , t unnet -

t u siitd, ettd kddnteisosmoosista saatua insuliinipitoista uutet-
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ta pestddn osmoosilaitteessa, jossa on sellainen membraani, joka
aikaansaa viriaineiden ja suolojen poistamisen uutteesta.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t un n e t-
t u siitd, ettd puhdistettua vdkevditettd puhdistetaan edelleen
ioninvaihdolla, jolloin suoritetaan ensimmdinen ioninvaihto panos-
menetelmidnid, ja saatua insuliinipitoista nestefaasia puhdistetaan
edelleen yhden tai useamman kerran ioninvaihtopylvdskromatografian
avulla.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd insuliini eristetddn saadusta vdkevdi-
dystd puhdistetusta liuoksesta saostamalla metalli-ioneilla, mie-
luiten sinkki-ioneilla, voimakkaasti jd&hdyttden esim. —3OOC...

—450C:seen.
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Patentkrav

1. Forfarande f&r framst&dllning av insulin, s&som insulin
av svin, vilket har renats i en s&dan grad, att det uppvisar en-
dast en enda komponent vid analysering med polyakrylamidgelelektro-
fores under anvindning av en gel innehdllande 15 % polyakrylamid,
vid vilket férfarande framstilles ett extrakt av insulin frén
bukspottkértlar vilket extrakt upparbetas till rent insulin,
k&nnetecknat ddrav, att insulinet extraheras med ett
sddant extraheringsmedel, i vilket icke sker enzymatisk nedbryt-
ning av insulinet eller bildning av aggregat, s&som med en bland-
ning av vatten och ett organiskt 1l&sningsmedel, ldmpligen en alko-
hol eller aceton, vilket extraheringsmedel innehdller minst 50
volym-% organiskt 16sningsmedel, varvid en del av det i extrahe-
ringsmedlet ingdende vattnet hirstammar fran bukspottkdrtlarna, och
hdlles under hela upparbetningsprocessen av insulinintiLLsepnzmhxmm
av slutprodukten upplést i nimnda 18sningsmedel, eller successivt
i flera olika 186sningmedel av samma typ, varvid den pid extraktio-
nen f&ljande upparbetningsprocessen omfattar f6ljande huvudsteg:

avl&dgsnande av fett fran insulinet, l&mpligen genom kraftig
avkylning av extraktet, t.ex. till en temperatur under —2S°C, och
genom att ddrefter separera de bildade fettkristallerna,

koncentrering av den fran fett befriade insulinl®&sningen,
ldmpligen medelst omvind osmos,

ytterligare rening av den koncentrerade 16sningen, ldmpli-
gen genom behandling i jonbytare,

tills det rena insulinet foéreligger upplést i ett fran for-
oreningar befriat 18sningsmedel, varefter insulinet m&jligen ut-
falls.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k & n neteck -

n a t ddrav, att extraktet efter avldgsnande av fettet koncentre-
ras och renas medelst omvidnd osmos, varvid successivt anvindes
membraner, med vilka kan avldgsnas sidana fororeningar, vilka har
stOrre molekyler &n monoinsulinet, respektive s&dana féroreningar,
vilka har mindre molekyler in monoinsulinet.

3. Forfarande enligt patentkravet 2, kdnneteck-

n a t darav, att det insulinhaltiga koncentratet frin den omvinda
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osmosen tvidttas i en osmosapparat férsedd med ett sadant membran,
med vilket &stadkommes avlidgsnande av firgdmnen och salter frén
koncentratet.

4. Férfarande enligt patentkravet 3, k @& nneteck-

n a t dirav, att det renade koncentratet underkastas en ytterliga-
re rening genom jonbyte, varvid man fdéretager ett fbrsta jonbyte
som batchprocess, varefter den erhallna insulinhaltiga vdtskefasen
underkastas en eller flera ytterligare reningar medelst jonbytarko-
lonnkromatografi.

5. Fdrfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 4, k & n -
netecknat dirav, att insulinet utvinnes fradn den erhéllna
koncentrerade renade l&sningen genom utfdllning med metalljoner, fo-
retréddesvis zinkjoner, under stark avkylning till t.ex. -30%%...
-45°¢,

Viitejulkaisuja-Anfdrda publikationer

Julkisia suomalaisia patenttihakemuksia:-Offentliga finska patentansdkningar:
2276/69 (A 61 K 37/26), 760058 (A 61 K 37/26).
Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: Suomi-Finland(FI) 52 522 (A 61 K 37/26).
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Experimental Pharmacology, vol. 32/2, Springer-Verlag 1975, 729-777T.
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