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Znany jest fakt, ze przy leczeniu cukrzycy za
pomoca hormonu trzustki, insuliny, zmniejsza-
jgcej zawarto§¢ cukru we Kkrwi, usilowano
w ostatnich latach w rézny sposéb przedtuzy¢
dzialanie hormonu w celu otrzymania w orga-

niZmie warunkéw bardziej zblizonych do nor--

malnych. Proponowano dodawanie do insuliny
réznych $§rodkéw utrudniajacych wchianianie,
np. oliwy, bialka albo s$rodkéw zwezajacych
naczynia krwionofne jak adrenaliny.

W poszukiwaniu preparatéw insuliny o dzia-
laniu przedluzonym starano sie uzyskaé zwiazki
trudno rozpuszczalne w osoczu krwi i plynie
tkankowym, Znane jest stosowanie insuliny
w polaczeniu z niektérymi protaminami jak klu-
peina (insulina protaminowa), a précz tego z do-
datkiem malej ilosci cymku (insulina cynkowo-

protaminowa). InsuIina w polaczeniu z niekto-

rymi rozpuszczalnymi w wodzie solami zasado-
wymi chinoliny lub z akrydyng tworzy pochodne,
ktére réwniez zostajg stosunkowo wolno resor-
bowane przez organizm.

Zgodnie z licznymi publikacjami (Physiol, Re-

-views 14, 188, (1934); Nature 134, 290, (1934);

Biochem. Jour. 28, 2125, (1934); Biol. Chem, 114,
199, (1936); Biochem. Journ. 30, 1915, (1936) udalto
sie otrzymaé produkty reakcji insuliny i izocy-
janianéw, ktére zupelnie albo prawie zupeie '
nie powoduja zmniejszania zawartoéci cukru we
krwi. Celem tych prac bylo zdobycie wiadomos$ci
o rodzaju grup w czasteczce insuliny, ktére sa
przyczyng fizjologicznego dzialania, przy czym
przyjeto, ze izocyjaniany atakujg tylko miektére
grupy aminowe w czgsteczce insuliny, nie wy-
wolujac glebokich zmian w budowie czasteczki.
Wynalazek opiera sie na spostrzezeniu, iz pre-
paraty insuliny o dzialaniu przedtuzonym mozna
otrzymaé za pomocy izocyjanianéw, jezeli trak-
tuje sie nimi hormon w spos6b odmienny niz
dotychczas, otrzymujac czeSciowe zwigzanie da-
jacych sie miareczkowaé¢ grup aminowych w -
steczce hormonu. Stwierdzono, ze podobne Avy-
niki otrzymuje sie przez zastosowanie innych
substancji niz izocyjaniany, o ile substancje te



zdolne s3 zwigza¢ grupy aminowe, Zzastepujac
W mnich .atamy wodoru. Przedmiotem wymnglagku
jest przeto sposob poddania hormonu dziataniu
izocyjanianéw lub innych substancji, zdolnych
reagowaé z grupami aminowymi w sposdb po-
dobny do izocyjanianéw, stosujac takie warunki
reakcji, w wyniku ktérej hormon zachowuje
calkowicie lub prawie calkowicie swoje wlasci-
wosci zmniejszania zawartosci cukru we krwi,
lecz sposéb tego dzialania zostaje tak zmieniony,
iz dzialanie hormonu w organiZmie chorego
" trwa w ciagu znacznie diuzszego okresu czasu.

Nowy zwiazek insuliny rézni sie od znanych
dotychczas, wymienionych wyzej pochodnych
insuliny tym, ze dziala dluzej i jest latwo roz-
puszczalny w osoczu krwi i plynie tkankowym.

Pochodne insuliny wedlug wynalazku otrzy-
muje sie w warunkach zmiennych zaleznych od
uzytej substancji zdolnej zastgpi¢é wodér ami-
nowy w czasteczce insuliny, Odpowiednie wa-
runki reakcji mozna okre§li¢ latwo za pomoca
doswiadczen biologicznych.

Reakcje mozna réwniez sledzié na podstawie
reakcji chemicznej. Reakcje miedzy insuling
i substancja zdolng zastgpi¢ atom wodoru
W grupie aminowej insuliny osigga sie, dzialajac
na hormon ta substancjag w Srodowisku, w kté-
rym jest ona nierozpuszczalna albo tylko stabo
rozpuszczalna, np. w wodzie albo w roztworze
wodnym, Stwierdzono, ze trudno jest zapobiec
aby reakcja choé¢ w czesci nie poszla tak daleko,
aby mie nastapilo znaczne zmmiejszenie aktyw-
no$ci koficowego produktu w stosunku do ma-
terialu wyjsciowego. Otrzymuje sie co prawda
produkty uzyteczne, lecz stanowi to strate war-
toSciowej insuliny,

W celu unikniecia tej miedogodnoéci, zgodnie
z wynalazkiem, reakcje insuliny i substancji
podstawiajacej wodér aminowy przeprowadza
sie¢ w fazie jednorodnej.

Rozpuszczalnikiem hormonu oraz substancji
podstawiajacej wodér aminowy insuliny jest
w wielu przypadkach mieszanina acetonu i wody.
Regulujac temperature, wartosé pH, ilos¢ i ste-
zenie izocyjanianu, sklad rozpuszczalnika oraz
o ile to jest pozadane, czas reakcji, mozna otrzy-
ma¢é rézne pochodne insuliny.

Jako substancje podstawiajace wodér aminowy
insuliny mozna stosowaé zamiast izocyjanianu,
fAp. chlorowcokwasy, bezwodniki kwasowe, ke-
tony, ¢hlorowcoalkyle, aldehydy i ketony, ksan-
thydrol itd. Pochodne insuliny otrzymane za
pomocg tych zwigzkoéw. nie réznia sie pod wzgle-
dem aktywnos$ci i ogblnych wlasciwosci od pro-
duktow otrzymanych za pbmoca izocyjanianow.

Stwierdzono, iz przedluie;jié aktywnosci pre-
paratu nie wystepuje, o ile uzyty zwiazek nie

reaguje z grupa aminows insuliny dajaca sig
miareczkowaé. W miare jak grupy aminowe
insuliny reaguja z izocyjanianem Ilub innym
zwigzkiem aktywno$é preparatu na razie zostaje
zachowana. Zanik aktywnoS$ci rozpoczyna sie po-
woli i staje sie bardziej wyrazny gdy przerea-
‘guje 25 X 10—3 milimoli grup aminowych (w dal-
szym ciggu opisu podawane jako 25 grup ami-
nowych ma milimol calokwitego azotu obecnego
w hormenie, przy czym spadek aktywnosci wy-
nosi 20—25%, a po zwiagzaniu okolo 30 grup
aminowych dajacych si¢ miareczkowaé, spadek
ten wynosi okolo 50%. -Czasteczka insuliny za-
wiera 78 grup amingwych dajacych sie mia-
reczkowa¢, czyli 78 X 10—8 milimoli grup ami-
nowych na milimal catkowitego azotu. Pochodna,
w ktorej zwigzano 80 grup aminowych dajacych
sie¢ miareczkowaé, posiada jeszcze aktywnosé
o dzialaniu przediuzonym, nie jest jednak wska-

. zane stosowanie preparatu, w ktérym do tego

stopnia zanikla aktywno$é i zgodnie z wyna-
lazkiem stosuje sie preparaty, w ktérych nig
wigcej niz 30 grup aminowych zostalo zwigza-
nych. Najnizsza gramica, przy ktérej wystepuje
zmiana wlasciwosci hormonu, jest przy zwia-
zaniu 1 grupy aminowej. Zgodnie z wynalazkiem
przebieg reakcji kontroluje si¢ sposobem che-
micznym, Liczba grup aminowych insuliny da-
jacyeh si@ miareczkowaé, kifra zostaje zwigzana,
lezy w granicach 1 — 30.10—3 milimoli na milimol
calkowitego azotu, Stwierdzono, iz w warunkach
reakcji stosowanych do otrzymywania tych po-
chodnych, niektére grupy aminowe dajace sie
pierwotnie miareczkowaé zanikaja prawdopo-
dobnie w wyniku miedzyczasteczkowego prze-

' grupewania, tak iz zmianie liczby grup amino-

wych nie mozna przypisywa¢ wylacznie aktyw-
nofci preparatu. Samo przegrupowanie hie
powoduje przediuzenia dzialania zmniejsgajacedo
zawarto$é cukru we krwi preparatu, tagk i#%
zgodnie z wynalazkiem, konieczne jest rozrQi-
nia¢ zwigzane grupy aminowe dajace sig mia-
reczkowaé¢ i grupy aminowe, ktore zanikaja
wskutek przegrupowania, co osiagga sie przez
poréwnanie pachodnej insuliny otrzymanej agod-
nie z wynalazkiem z preparatem konirplnym
otrzymanym w tych samych warunkach, lecz
bez substancji, ktore podstawiaja atomy wodoru
w grupie aminowe]j insuliny.

Liczba uchwytnych droga miareczkowania
grup aminowych, ktére przereagowaly .z sub-
stancja podstawiajaca atomy wodory, okrefla
sie za pomoca kilku réznych sposobow. W pew-
nych przypadkach mozna okre§li¢ ilo§¢ substan-
cji zwigzanej przez insuling bezposrednio j na
tej podstawie obliczyé liczbe przereagowanyeh
grup aminowych dajacych si¢ miareczkowaé,
przyjmujac, ze tylko te grupy sa atakowane.

——



Liczba przereagowanych grup aminowych da-
jaoych siq miareczkowaé, mozna réwniei okreslic
przez miareczkowanie, leez w tym przypadku
nalezy uweglednié grupy aminawe, ktére zani-
kaja wskutek prregrupowania w czasteczce.
Liezha przereagowanych grun aminawyeh okre-
§la sie w tym przypadku jaka FréZnice miedzy
flofeia grup dajgcyeh sie miareczkawad przed

1 po reakeji, prey uwszglednieniu poprawki na

podstawie preparatu kontrelnego, albo cq na
" jednp wiychqdzi, na pedstawie réinicy miedzy
grupami aminowymi dajacymi aig miareczko-
waé w preparacie poshednym, etrgymanym
sgodnie g wynalazkiem oraz W Rpreparacie kon-
trolnym, otrzymanym przez traktowanie mate-
rielu wylclewego w takich samyeh warunkach
jak podezss samej reakeji, ale beg etosowania
substancji podstawiajacej atomy wodoru w gru-
ple aminowej, Stwierdzono, if licsba grup emi-
nowyeh nie dajaeyeh sie miarecehowad walkutek
praypusicsalnego pracgrupewania miedzyezast-
kowegp - .niezaleinie od dxialania substan-
oji podstawiajjcej atomy wadoru — wyngsi
30—40.10—% milimeli na milimol oalkowltego
azotu, tak % calkowita liczba grup aminowych,
 ktére staja gle nleuchwytne przez miareczko-
wanie zgodnie z wynalazkiemn wynosi 60—70.

Liczbe przereagowanych grup aminowych
moina tez okrefli¢ innym sposobem, np. kolory-
metrycznie.

Ponizsze przyklady stuza do objasnienia wy-
nalazku. ‘

Przyklad I 321 g insuliny rozpuszcza

A , n
sie w 8356 em? wody zekwaszonej-- HOI, po
czym dodaje sie 47 cm3 acetonu i roztwér na-
stawis za pomoca NeOH do wartokcl

pH = 7,3. Nastepnie dodaje si¢ kroplami 90 mg
izocyjanianu fenylu w 10 cm3 acetonu w cig-
gu 13 minut, ufrzymujac przy tym wartos¢
PpH = 17,35 —17,26. Nastepnie oznacza sie zawar-
tosé COp; w roztworze, co jest miarg ilosci rozlo-
zonego izocyjanianu przez rozpuszezalnik. Z ilo-
$ci izocyjanianu suzytego podczas reakcji z in-
suling oblicza sig lieczbe przereagowanych grup
aminowych dajacych sie miareczkowa¢, ktora
wynosi 21. Pochodna insuliny wytraca sie przy
pH =5, nastepnie rozpuszcza sie ja w 50%.
acetonie przy pH=T7—8 i wytraca ponownie
nadmiarem acetonu. Otrzymany produkt zbiera
sie na filtrze, przemywa acetonem oraz eterem
i suszy.

W zupelnie taki sam sposéb bez dodatku. izo-
. cyjanianu otrzymuje sie produkt kontrolny.

W tak otrzymanym produkcie stwierdzono
przez miareczkowanie nieobecno$§é 51 grup ami-

nowych, podczas gdy w produkcie kontrolnym
stwierdzona ybytek 31 grup. Te edpowinds 34
grupom -aminowym, ktére prrereagewnly, @@
Zgodne jest z liczbg oczekiwang na podsiawie

~ilosci uzytego izacyjanianu.

Daigki dafwiadcaeniom biclogicznym wykena-
nym na krélikach stwierdzono, Ze produkt otrzy-
many zawierg praktycznie biorac taka sama
liczbe jednostek insuliny, jaka zawiera 3.21 g
insuliny uzytej jako material wyjsciowy. Kli-
niczne do§wiadczenia z produktami wedlug wy-
nalazku wykazaly, ze posladaja one zdolnogt
przedluzonego dzialania zmniejszajacego zawar-
to§¢ cukru we krwi.

Przyktlad IL 3-,21 g insuliny roipuszcza si¢
w 65 cm3 wody zakwaszonej ?—HCl, po czym
dodaje sie 67 cm3 acetonu i roztwér nastawia
ostatecznie do wartoSci pH = 9,5 za pomoca%

NaQH. Nastepnie dodaje sie kroplam 120 mg
jzocyjanianu fenylu w 10 cm3 acetony w ciggy
13 minut, RéwnogzeSnie dodaje sie stopniowo

taka ilo§é ; NaOH, aby wartos¢ pH utrzymaé

w granicach 9,5—9,4. Dalej postgpuje sig¢ jak
w przyktadzie I.

Liczba przereagowanych grup aminpwych
obliczona z iloéci uzytego izocyjanianu wynosi
29. Stwierdzono w atrzymanym preparacie zanik
59 grup aminowych, podezas gdy w preparacie
kontrolnym zanik 3] grup amingwych, co odpo-
wiada 28 grupom aminowym, ktére ulegly
reakcji.- ‘

Doswiadczenig biglogiczne na krélikach wy-
kazaly, ze otrzymany preparat zawiera praktycz-
nie biorac taka samg liczbe jednostek insuliny
jaka zawiera 3,21 g insuliny uzytej jako ma-
terial wyjSciowy. Kliniczne préby wykazaly, ze
otrzymane pachodne wykazujqa odppwiednig
zdolno$¢ przedluzonegp dzialania zmniejszaja-
cego zawarto§é cukru we krwi.

Przyklad IIL 3,21 g insuliny rozpuszcza sig

w 65 cm3 wody zakwaszonej —IllHCl, Po czym
dodaje sie 67 cm3 acetonu i pH roztworu regu-
luje do warto$ci 8,0 za pomoca —111 NaOH. W od-

stepach 10- minutowych = dodaje sie 31,5 mg
chlorku benzoilu w 3 cm3 acetonu, przy czym
réwnoczeénie doprowadza sie¢ po kazdym doda-
niu chlorku benzoilu wartesé pH do 8,0 za po-

mocan—lNaOH. Nastepnie dodaje sie roztworu

reakcyjnego 450 cm3 wody, wytrgca pochodna

insuliny przy pH =48, rozpuszcza jg w 509"

acetonie przy pH =7—8 i ponownie wytraca
. . .



nadmiarem acetonu. Osady zbiera sie, przemy-
wa acetonem i eterem i wreszcie suszy.

Stwierdzono metoda miareczkowg zanik 51
- grup aminowych, podczas gdy w preparacie
kontrolnym liczba grup zaniklych wynosila 31.
A zatem przereagowalo 20 grup aminowych.

Doswiadczenia biologiczne na krélikach wy-
kazaly, Ze preparat zawiera praktycznie taka
sama liczbe jednostek insuliny jak zawiera
3,21 g insuliny uzytej jako material wyjSciowy.
Kliniczne do$§wiadczenia wykazaly, ze preparat
posiada odpowiednig aktywno$é biologiczng.

Przyklad IV. 3,21 g insuliny rozpuszcza sie
w 65 cm3 wody zakwaszonej -ri-l-HCl, po czym
dodaje sie 67 cm3 acetonu i roztwoér nastawia
si¢ do wartosci pH = 8,0 za pomoca -%NaOH.
W odstgpach 10-minutowych dodaje sig trzy-
krotnie 43,8 mg -estru benzylowego kwasu chlo-
romréwkowego w 4 cm3 acetonu, utrzymujac
warto§¢ pH = 8,0 za pomoca %NaOH. Nastepnie
dodaje sie do roztworu reakcyjnégo 450 cm3
wody, po czym postepuje sie jak w przykla-
dzie III.

Stwierdzono za pomoca miareczkowania nie-
obecnos¢ 50 grup aminowych podczas gdy w kon-
trolnym preparacie bylo tylko 31 grup, czyli 19
grup aminowych przereagowatlo.

Przyklad V. 2 g insuliny rozpuszcza sie¢ w 85

cm3  wody zakwaszonej%HCl, przy czym pH

reguluje sie do wartosci 7,0 za pomoca;Tn NaOH
i nastepnie w ciagu 20 minut dodaje sie kropla-
mi roztworu 63,4 mg bezwodnika kwasu octo-
wego w 5 cm3 acetonu, Przez jednoczesny doda-
tek %NaOH utrzymuje sie wartos¢ pH = 17,0.
Tak otrzymana pochodng insuliny wytraca sie
nadmiarem acetonu, zbiera, przemywa acetonem
i eterem i wreszcie suszy.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania pochodnych insuliny
obnizajacych zawarto§é cukru we krwi, zna-

mienny tym, ze insuling poddaje sie dziala-
niu izocyjanianéw 1lub innych substancji,
ktére zdolne s3 reagowaé z jej grupami ami-
nowymi podstawiajac w nich atomy wodoru,
w takich warunkach temperatury, $rodowi-

- ska, stezenia skladnikéw uzytych do reakecji
oraz czasu dzialania, iz w wyniku reakcji
produkt koncowy posiada calkowita zdolno§é
zmniejszania zawartosci cukru we krwi, albo
duza cze$¢ tej zdolnoSci jakg posiada insu-
lina, jednak wspomniana zdolno$é zmienia
si¢ w tym sensie, iz dzialanie w organizmie
trwa w ciagu stosunkowo dluzszego okresu
czasu.

2. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
reakcje przeprowadza sie w ukladzie jedno-
rodnym.

3. Spos6b wedlug zastrz. 2, znamienny tym, Ze
jako rozpuszczalnik insuliny i substancji
podstawiajgcej woddér w grupach aminowych
stosuje sie mieszanine acetonu i wody..

4. Spos6éb wedlug zastrz, 1-3, znamienny tym,
ze stosuje sie izocyjanian fenylu.

5. Sposob wedlug zastrz. 1-3, znamienny tym.
ze stosuje sie chlorowcokwasy.

6. Spos6éb wedlug zastrz. 1-3, znamienny tym,
ze stosuje sie¢ bezwodnik kwasowy,

7. Sposéb wedlug zastrz. 1-6, znamienny tym,
ze koniec reakcji okre§la sie na podstawie
préby biologicznej.

8. Sposéb wedlug zastrz, 1-6, znamienny tym,
ze zakonczenie reakcji nastepuje kiedy prze-
reaguje 1-30.10—3 milimoli grup aminowych
dajacych sie oznaczyé przez miareczkowanie,
na milimol catkowitego .azotu.

9. Spos6éb wedlug zastrz. 8, znamienny tym, ze
liczbe reagujacych grup aminowych okreSla
sie za pomocg miareczkowania jako réznice
miedzy liczba grup aminowych dajacych sie
miareczkowaé w preparacie otrzymanym
oraz w preparacie kontrolnym.

10. Sposéb wedlug zastrz. 8, znamienny tym, ze
liczba grup aminowych okrefla ‘si¢ na pod-
stawie ilo$ci uzytej substancji podstawiajace}
atom wodoru w grupie aminowej.
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