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(57)  Anotécia:

Spdsob Listenia inzulinov a inzulinovych derivatov sa
uskuto¢iiuje chromatografiou vo vodnych pufrovanych
rozpli¥tadlach, ktoré obsahujii s vodou mieSatelné or-
ganické rozpistadla, na lipofilne modifikovanom sili-
kagéli, pritom vodné, pufrované rozputadla obsahu-
@ obojakeé idny, alebo hodnota pH zmesi rozpust'adiel
Je v blizkosti izoelektrického bodu &isteného inzulinu
alebo derivétu inzulinu a st pritomné obojaké idny.
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Oblas¢’ techniky

Vynélez sa tyka spdsobu listenia inzulinu a/alebo
inzulinovych derivatov chromatografiou vo vodnych puf-
rovanych rozpudtadlach, ktoré obsahujii s vodou mieda-
tefné organické rozpidtadla, na lipofilne modifikova-
nom silikagéli.

Doterajii stav techniky

Z analytickych deliacich postupov je €istenie inzuli-
nu alebo inzulinovych derivatov na lipofilne modifiko-
vanych silikagéloch zndme a vela rokov sa vo vysoko-
tlakovej kvapalinovej chromatografii (HPLC) Gspeine
pouziva (WS Welinder et al., J. Chrom., 361 (1986) 357
- 367). V analytickej mierke sa proteinové mnoZstvé v
pug-rozsahu naniajii na stipec z ocele, zo skl alebo zo
syntetickej hmoty, plneny modifikovanym silikagélom a
potom sa prudiacou kvapalinovou zmesou eluuje
(spravidla kyslé, vodné roztoky pufrov, s kon3tantnou
alebo premennou koncentréciou organickych rozplsta-
diel). Obsah proteinov je pritom ovela menej ako 30
pg/ml objemu stipea.

DoterajSie &istiace postupy pouZivaju Casto v labora-
toriu  pouZivané, relativne toxické rozpiitadla
(acetonitril) a korozivne, drahé pufrové komponenty,
napriklad tetraalkylaméniové soli, alkylsulfondty, hexa-
fludraceton, trifluracetat (E. P. Kroeff et al., J. Chrom.,
461 (1989) 45 - 61). Tieto rozpudfacie prostriedky ne-
vedu pri zmesiach silnejSie znedistenych létkami podob-
nymi inzulinu k uspokojivému preparativnemu deleniu
vzhFadom na kvalitu, vytaZok hlavného komponentu a
celkového spatného ziskania (J. Rivier, R. McClintock,
J. Chrom., 268 (1983) 112 - 119, Peter et al., J. Chrom.,
408 (1987) 43 - 52).

Inzuliny zo skorSich chemickych premien, ako na-
priklad zo silne kyslych esterovych Stiepeni alebo enzy-
matickych (trans)-peptidizatnych procesov, kryStalizaZ-
nych &isteni a podobne, obsahujii spravidla sprievodné
ltky s podobnymi vlastnostami. Nechajii sa &istit vol-
bou urtitej hodnoty pH chromatografiou na iénomeni-
Soch, kedy si dostatoiné rozdiely elektrického naboja
(US 4 129 560). Nevyhoda tejto metédy spotiva v zrie-
dovacom efekte, a tym v stratch cennych litok v pre-
bytkoch pri spracovani zrazenim, v relativne dlhej dobe
cyklu alebo v tom, Ze je malé spitné ziskanie, a tym
malé vytazky.

Preparativne delenie je moZné principidlne dosiah-
nut’ zva&Senim obsahu stipca, mnoZstva zatadenia a pre-
chodu eluatného prostriedku. MnoZstvd organickych
rozpuitacich prostriedkov tu potrebnych leZia naprikiad
pri stipcoch s priemermi > 20 cm v m® - mierke. Roz-
puttadla pouivané na analytickit HPLC (naprikiad ace-
tonitril, DMF, metanol, dioxan, atd’.) s toxické, takZe
pouZivanie tychto metod v preparativnej miere produk-
cie vyZaduje nakladné ochranné opatrenia.

Podstata vynilezu

Ulohou predloZeného vyndlezu je vyvinuf spdsob
chromatografického &istenia inzulinov a inzulinovych
derivatov, pri ktorom by zostala zachovand biologicka
aktivita inzulinov, dosiahla sa vysok4 listota jednym
chromatografickym postupom, kratkodobé cykly, Zvot-
nost stipca viac ako 50 chromatografickych cyklov, re-
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generécia staciondrnej silikagélovej fazy bez &asovo
narotnych tesniacich postupov a nasadenie netoxic-
kych rozpistadiel tak, aby bola moZnd preparativna
miera produkcie.

V sikasnosti bol najdeny spdsob, ktorym je moné
inzulin a derivaty inzulinu distit' chromatografiou vo
vodnych, pufrovanych rozpistadlich obsahujucich s
vodou mie3atelné organické rozpuitadld, na lipofilne
modifikovanom silikagéli, ktory spodiva v tom, Ze sii v
pufrovanych rozpusfadlach rozpustené obojaké iény,
alebo hodnota pH rozpustadla leXi blizko izoelektric-
kého bodu Eisteného inzulinu alebo derivétov inzulinu
a sii pritomné obojakeé iony.

Prekvapujiico pritomnost’ obojakych i6nov alebo
chromatografia pri hodnote pH rozpi¥tadla, ktora leX
v blizkosti izoelektrického bodu &isteného inzulinu a-
lebo derivatov inzulinu a pritomnost’ obojakych iénov,
spdsobuje nielen dobré delenie hodnotného produktu a
nedistdt, ale i dobré oddelenie proteinov od stacionar-
nej fazy (lipofilne modifikovany silikagél). Dosiahnuté
delenie dovoluje &istit’ inzulinové roztoky silne znecis-
tené komponentmi podobnymi inzulinu, ako napriklad
oddelovanie A21-des-amidoinzulinu od inzulinu a in-
zulinovych derivitov. Dalej sa dobrym oddelenim
proteinov od pevnej fazy umoziuje dlbé Zivotnost’ stip-
covych tesneni a vysoky stupefi ziskavania inzulinu.

Vynélez sa teda tyka spdsobu Cistenia inzulinu
a/alebo inzulinovych derivitov chromatografiou vo
vodnych, pufrovanych rozpastadlach, ktoré obsahuju s
vodou miesatelné organické rozpustadld, na lipofilne
modifikovanom silikagéli, ktory spoiva v tom, Ze si v
pufrovanych rozpistadiach rozpustené obojaké idny,
alebo hodnota pH zmesi rozpuitadiel leX v blizkosti
izoelektrického bodu isteného inzulinu alebo derivatu
inzulinu a su pritomné obojaké iony.

Pri spésobe podFa vyndlezu sa mbZu nasadit’ vietky
inzuliny, ako napriklad inzuliny v3etkych species, kto-
ré su zvieracieho alebo Pudského pdvodu, inzulinové
predné frakcie, ako napriklad proinzuliny alebo pre-
proinzuliny, alebo rekombinantné inzuliny alebo deri-
véty inzulinu, ktoré sa exprimuji od geneticky modifi-
kovangch mikroorganizmov. Dalej sa tie? moZu nasa-
dzovat’ derivaty inzulinu, ktoré st vyrobené napriklad
chemickou alebo enzymatickou derivatizdciou, napri-
klad s Des-Phe-Bl-inzulin, inzulin-f-keténsulfonat,
diarginininzulin (B31, B32), monoarginininzulin alebo
difenylalanininzulin (B31, B32) (US 4 601 852).

Vyhodne sa pouZivajui derivéaty inzulinu vzorca [
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v ktorom znamend R™ zvyok geneticky kédovatelnej
L-aminokyseliny, X hydroxyskupinu, fyziologicky ne-
zdvadni organicka skupinu béazického charakteru s aZ
50 atomami uhlika, geneticky kédovatelnii L-amino-
kyselinu a jej pripadne pritomnA koncové karboxylova
funkcia méZe byt voln4, ako esterova funkcia, ako a-
midova funkcia, ako laktén alebo redukovand na
CH:0H; n celé &slo 0 aZ 10; Y vodik alebo L-fenyl-
alanin a A- a B- refazce su refazce zvieracicho alebo
Pudského inzulinu.
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Obzvladt vyhodne sa poulivaji inzulinové derivaty
vzorca I, v ktorom znamena R* L-alanin alebo L-treonin
a X jednu alebo nieckolko L-aminokyselin zo skupiny L-
-arginin, L-lyzin alebo L-fenylalanin.

Inzulin a inzulinové derivity sa m6Zu nasadzovat’ tak
v pomerne nedistom stave, ako aj v prediistenej forme
(napriklad chromatografiou na geli). Inzulin je po nie-
kolkonésobne;j kryStalizacii a i po chromatografii na géli
este zneisteny sprievodnymi létkami podobnymi inzuli-
nu s vefmi podobnou molekulovou hmotnost'ou, ktoré sa
pri vhodne volenom pH vo svojom stave nabojov navza.
jom a od inzulinu odli%uja, ale tvoria s inzulinom kom-
plexy (US 4 129 560). Prikladmi takychto latok s de-
zamidoinzuliny, arginininzulin a diarginfninzulin, inzu-
lin-etylester a iné.

Pod lipofilne modifikovanym silikagélom sa chdpe
silikagél, na ktory je nanesenéd hydrofébna matica. Pri-
kladmi pre hydrofébnu maticu st alkény s d{Zkou retaz-
ca 3 aZ 20 atomov uhlika. Obzvla$t' vyhodné lipofilne
modifikované silikagélové materialy st napriklad:

- ®Nucleosil, firma Macherey a Nagel:
sférické a nesférické materialy rozne) velkosti zm aZ do
45 pm, vzdialenost’ pérov A modifikované C8, pripadne
Cl8
- ®Lichroprep, firma Merck:
nesférické a sférické materidly roznej velkosti zin aZ 40
um, vzdialenost’ porov 60 - 250 A, C8 - C18 modifiko-
vané
- ®Lichrospher Select B, firma Merck:
sféricky material velkosti zt a% 25 pm, C8-modi-
fikovany
- ®Waters Prep, C18-modifikovany, 50 - 105 um,
nesféricky, vzdialenost’ pérov 100 A
- ® Zorbax Pro10, firma DuPont:
Cslnodiﬁkovan)", 10 um, sféricky, vzdialenost’ pérov
100
- ®Kromasil, firma EKA Nobel:
C4-, C8-C18-modifikovany, aX 16 um, sféricky, vzdia-
lenost’ pérov 100, 150 alebo 200 A.

Obojaké idny s zldeniny, ktoré mdu prijimat’ a
tieZ odStepovat’ protony, t.j. tvorit’ v kyslom roztoku ka-
tiény a v alkalickom roztoku aniény, ako napriklad a-
aminokyseliny, betain alebo derivaty betainu. Vyhodné
obojaké iény su glycin, glutamin alebo betain (N-tri-
metyl-glycin). Obzvlast' vyhodny je glycin.

Izoclektrickym bodom (IEB) inzulinu alebo deriva-
tov inzulinu je takd hodnota pH roztoku inzulinu, v kto-
rej polet katibnovych ndbojov a aniénovych nébojov
rozpusteného inzulinu sa rovnd nule. Napriklad IEB
bravéového inzulinu je medzi pH 5,3 a 5,4 (H. Neurath,
K. Bailey, Protein Hormones, zv. II/A, The Proteins, str.
636). Pojmom "v blizkosti izoelektrického bodu” sa
mienia hlavne hodnoty pH, ktoré leZia cca o 1 pH jed-
notku nad alebo od IEB &steného inzulinu. Obzvlait
vyhodné st hodnoty pH, ktoré leZia aZ do 0,5 pH jednot-
ky nad alebo pod IEB.

Eluaéné prostriedky obsahuji pufrovaciu latku, aby
sa hodnota pH eluaného prostriedku udrXiavala kon-
tantnd. Vhodné pufrovacie latky si zname z literatury,
napriklad fosféty, soli alkalickych kovov a kovov alka-
lickych zemin ako citran sodny alebo octan draselny, cit-
ran amonny, octan amonny, siran amonny alebo chlorid
amonny. ej elualné prostriedky obsahuji s vodou
mieSatePné organické rozpudt'adla ako napriklad alkoho-
ly, ket6ny, metylacetat, dioxan, dimetylsulfoxid alebo a-
cetonitril. Vyhodné si alkoholy ako n-propanol alebo
izopropanol, metanol, etanol alebo metylacetat.
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Koncentrcia s vodou mieSatePnych organickych
rozpultadiel je medzi 1 a 90 %, vyhodne 10 a% 60 %,
obzvla3t' vyhodne medzi 10 a 35 %. Koncentrécia puf-
rovacej latky je medzi 1 mmél/l a 2 mél na liter vzt'a-
hujic na vodu ako rozpiitadlo, vyhodne medzi 25
mmélA a | mélA. Koncentricia obojakych ibnov mdZe
kolisat’ v Sirokom rozsahu. Vyhodné mnoZstvé leZia
medzi 10 mmo6l/ a 1 mélA vztahujic na vodu ako roz-
pistadlo, hiavne medzi 20 mmé6iA a 500 mmol/A.

Teplota potas chromatografie je medzi 0 °C a 50
°C, vyhodne medz 15 a 30 °C, obzvlast’ vyhodne me-
dzi 15 a 20 °C. Prevédzkovy tlak v pricbehu chromato-
grafie je konStantny. Chromatografia sa méZe vykoné-
vat’ riznym tlakom, naprikiad sa chromatografia méZe
vykonévat pri tlaku 5 aZ 400.10° Pa, hlavne pri 20 a¥
100.10° Pa.

ZataXenie stipcov, chromatografia a eludcia inzuli-
nu a derivétov inzulinu sa vykondva zndmymi, zvylaj-
nymi, technickymi metodami. Zatadenie stipca Eiste-
nym roztokom inzulinu sa vyhodne vykonéva vodnym,
alkoholickym alebo &isto vodnym roztokom pufra.
Roztok inzulinu mé podiel proteinu, ktory je medzi 1 a
10 %, vyhodne okolo 3 %.

Eludcia inzulinu sa spdsobom podla vyndlezu vy-
kondva pri kon¥tantnej koncentrdcii pufrovace) latky
(izokraticky) alebo zmenou podielu s vodou mie3atel-
ného organického rozpustadla pri pufre. Zmena po-
dielu organického rozpustadla sa vykondva tym spdso-
bom, e koncentricia pouZitého organického rozpis-
tadla v zivislosti od eluainého objemu stipa, a to vy-
hodne linearne.

Oddelovanie inzulinu z eludtov po chromatografii
sa vykondva zrdZanim zinkom alebo kryStalizAciou.
Pritom sa roztok mé2e najprv pomocou vikuove;j desti-
lacie zbavit’ rozpiitadla a jeho koncentricia redukovat’
zriedenim vodou. V kaZdom pripade by mala koncen-
tricia rozpi¥tadla pred zrdZanim alebo pred kryitali-
zéciou byt okolo 10 % alebo niZSie, aby sa obsah pro-
teinu v prebytku udrZiaval na < 50 mg/l. Vznikajice
Cisté inzulinové zrazeniny sa nechaji izolovat’ dekan-
taciou, odstredenim alebo filtraciou a susia sa.

Sposob podla vyndlezu sa hodi nielen na analytic-
ki chromatografiu, ale i na preparativnu chromatogra-
fiu, hlavne ked’ sa spdsob podPa vynilezu vykondva v
preparativnom zariadeni na vysokotlakov kvapalinovi
chromatografiu.

Pod pojmom "preparativna chromatografia” sa ro-
zumie Sistiaci postup s cielom ziskat’ &isté produkty, a
nic iba na analyzovanie. MnoZstvo &istych produktov
méZe kolisat v Sirokych hraniciach, napriklad od 1 mg
do 50 kg, vyhodne medzi 50 mg a 15 kg.

V nasledujiicich prikladoch sa spdsob podla vyna-
lezu popisuje v jednotlivostiach. Percentudlne udaje sa
vztahuji na hmotnost’, ak nie je uvedené inak.

Priklady vyhotovenia vynslezu

Priklad 1
Pufer A: 0,2 M siran amonny, 0,1 M glycin, 0,05 M
citran sodny, pH 5,5, &iste vodny
Pufer B: 0,1 M siran amonny, 0,1 M glycin, 0,05 M
citran sodny, pH 5,5, voda/n-propanol v pomere 1:1
Sorbens: Nucleosil C18, 15 - 25 um sféricky, 100 A
vzdialenost pérov, fma. Macherey a Nagel, Dilren
Rozmery stipca: 40 mm x 250 mm.

ZataZenie stipca sa vykond 3,5 Tudského inzulinu
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(L) ziskaného Htiepenim Fudského inzulinu-B30-di-
-terc.butyl -ester/ éteru kyselinou trifluéroctovou, s po-
dielom proteinu 79,1 %. Eludcia inzulinu sa vykondva
tym, Ze sa roziok pufra A a B zmieSa pomocou vysoko-
tlakového derpadla a mie¥acieho zariadenia, tak?e sa
pripravi propanolovy gradient 14 aZ 20 %. Eludcia inzu-
linu sa vykondva pri asi 17,5 % propanolu po 23 mini-
tach, ked' sa Cerpd 46 ml/min.

Po frakcionécii a izolacii kryStalizovaného Tudského
inzulinu (LI) sa ziska produkt s 97 % proteinu v 88,5 %
vitaZku v hlavnej frakcii & 7,5 % vytaZok vedPajlej
frakcie s 85,7% proteinového podiclu. Celkovy zisk je
tak 96,0 % predloZeného inzulinu.

Priklad 2

Pufer A: 0,1 M siran amonny, 0,1 M glycin, 0,025 M
citran sodny, pH $,5, Liste vodny

Pufer B: 0,05 M siran amonny, 0,1 M glycin, 0,025 M
citran sodny, pH 5,5, voda/-propanol v pomere 1:1
Sorbens: Nucleosil C18-P, 15 - 25 um sféricky, 100 A
vzdialenost’ porov, fina. Macherey a Nagel, Duren
Rozmery stipca: 40 mm x 250 mm.

Stipec sa pomocou vysokotlakového erpadla zataXi
7,0 g Fudského inzulinu (LI) (86,1 % podielu proteinu) z
esterového Stiepenia Fudského inzulin-di-terc.butyl-es-
ter/éter vo forme 3 % roztokov v 0,1 M pufra gly-
¢in/HC), pH 2,8. Potom sa vykond eludcia roztokmi hore
opisanych roztokov pufrov pod tlakom v n-propanolo-
vom gradiente. V priebehu 60 minit stipa koncentricia
propanolu zo 14 na 17,5 %. Po frakciondcii a krystali-
ZAcii hore popisanym spbsobomn sa ziska produkt s 98,7
% podielu proteinu. VyfaZok &istého Tudského inzulinu
je okolo 91 % nasadeného inzulinu.

Priklad 3

Pufer A: 0,1 M sfran amonny, 0,1 M glycin, 0,025 M
octan sodny, pH 5,5, &iste vodny

Pufer B: 0,05 M siran amonny, 0,1 M glycin, 0,025 M
octan sodny, pH 5,5, vodam-propancl v pomere 1:1
Sorbens: Lichrospher Select B, C8, 15 - 25 um sféricky,
60 A vadialenost’ porov, fima. Merck

Rozmery stipca: 50 mm x 250 mm.

Stipec sa zata¥ roztokom 10 g reakinej zmesi pre-
amidacie - bravéového inzulinu trypsinom, rozpustené v
200 ml 0,1 M pufra glycin/HCI, pH 2,8. V priebehu 120
minut sa pri toku 40 ml/min. a zvySeni koncentricie
propanolu zo 14 na 30 % oddelene eluuji jednotlivé
proteinové komponenty. Po kryStalizicii, pripadne zré-
%ani a sueni sa ako hlavna frakcia ziska Pudsky inzulin-
B30-di-terc.-butyl-treonin-ester/éter s Listotou > 97 % s
vytatkom 93 % vzt'ahujic na nasadeny inzulin.

Priklad 4

Pufer A: 0,1 M chlorid sodny, 0,1 M glycin, 0,025 M
octan sodny, pH $,5, tiste vodny

Pufer B: 0,05 M chiorid sodny, 0,1 M glycin, 0,025 M
octan sodny, pH 5,5, voda/n-propanol v pomere 1.1
Sorbens: Zorbax Prol0, C8, 10 um fina. DuPont
Rozmery stipca: 5 cm x 25 cm.

7,5 g LI zo Mtiepenia Fudského inzulin-B30-di-terc.
butyl-treonin-ester#teru kyselinou trifluéroctovou v 100
mi 0,1 M roztoku glycin/HCI sa &erpé na stipec a pri to-
ku 80 ml/min sa eluuje. Koncentricia pufra B pofas 60
minit stipa z 18 na 25 %. Doba retencie (Rt) je tu cca
37 minit. Z hlavnej frakcie sa nechd po kryStalizicii a
suleni izolovat’ 96,8 % LI z nasady s > 97 % distoty,
vedTaj¥ia frakcia obsahuje 2,2 % L 3 Eistotou < 50 %.
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Priklad §

Pufer A: 0,2 M siran sodny, 0,1 M glycin, 0,03 M oc-
tan amonny, pH 5,5, 10 % metylacetatu

Pufer B: 0,05 M siranu sodného, 0,1 M glycin, 0,03 M
octan amonny, pH 5,5, 20 % metylacetitu

Sorbens: Kromasil C8, 13 um, 100 A vzdialenost’ po-
rov, fma. EKA Nobel

Rozmery stlpca: 5 cm x 25 cm.

8 g hovédzieho inzulinu na liter objemu stipca sa
pomocou 0,1 M pufra glycin/HCI nanesie na stipec,
ekvilibrovany pri 30 % pufra B. V priebehu 90 minat
koncentrécia pufra B stiipa na 80 % (= 18 % metylace-
tatu). Hovadd inzulin eluuje po 65 minitach s istotou
> 97,5 % v hlavnej frakcii (63,5 % vytaZku) a po zrie-
deni vodou sa zrdZa chloridom zinotnatym. Celkovy
zisk je 92,5 %.

Priklad 6

Pufer A: 0,1 M siran amonny, 0,1 M glycin, 0,025 M
octan sodny, pH $,5, S % n-propanol

Pufer B: 0,05 M sfran amonny, 0,1 M glycin, 0,025 M
octan sodny, pH 5,5, voda/m-propanol v pomere 1:1
Sorbens: Kromasil C8, 13 um, 100 A vzdialenost’ po-
rov, fma. EKA Nobel

Rozmery stlpca: 5 cm x 25 cm.

ZataZenie stipca je 4 g (= 8 g/) Tudského inzulinu
zo Stiepenia Tudského inzulin-B30-di-terc.butyl-
treonin-ester/éteru kyselinou trifluéroctovou s Eistotou
cca 92 %. V gradiente z 18 na 25 % pufra B podas 90
minit eluuje Fudsky inzulin po 45 minitach s Listotou
> 97 % v hlavne;j frakcii (vytaZok 91,8 %) a 80,5 % vo
vedFaj3ej frakcii (vytaZok 4,7 %).

Priklad 7
Pufer A: 0,1 M siran amonny, 0,1 M glycin, 0,025 M
octan sodny, pH $,5, 10 % n-propanol
Pufer B: 0,05 M siran amonny, 0,1 M glycin, 0,025 M
octan sodny, pH $,5, voda/n-propanol v pomere 1:1
Sorbens: Kromasil C8, 13 um, 100 A vzdialenost’ pé-
rov, fma. EKA Nobel
Rozmery stipca: 10 cm x 40 ¢m.

Na stipec sa d4 18 g braviového inzulinu v 1.8 |
0,1 M pufra glycin/HCI, pH 3,0, 3 5§ % n-propanolu.
Gradient prebehne z 9 % pufra B (= 13,6 % n-pro-
panolu) na 11 % pufra B (= 14,4 % n-propanolu) v 70
minitach. Braviovy inzulin eluuje po S0 minitach s
obsahom proteinu > 98 % v hlavnej frakcii (89 % vy-
tazku). Celkovy zisk je 96,8 % nasady.

Priklad 8

Pufer A: 0,2 M chlorid amonny, 0,1 M glycin, 0,025 M
citran sodny, 5 % n-propanol, pH 5,5

Pufer B: ako pufer A, ale s pridavkom 50 % n-pro-
panolu

Sorbens: Kromasil C8, 13 pm, 100 A vzdialenost’ p6-
tov, fma. EKA Nobel, Svédsko

Rozmery stipca: 50 mm x 250 mm.

4 g génovou technikou vyrobeny ludsky inzulin
(89,5 % podielu proteinu) sa rozpusti v 0,1 M glycino-
vom pufre, pH 3,0, ako 2 % proteinovy roztok a vyso-
kotlakovym Serpadlom sa Serpé na stipec. Eludcia pre-
behne lineAmym gradientom z 13 % na 16 % n-
propanolu poas 70 minGt pri toku 80 ml/min. Po
frakcionizacii a kry$talizicii sa ziska v hlavnej frakeii
Pudsky inzulin s obsahom proteinu 98 % s vytaZkom
93 %. Celkovy zisk je okolo 98 % vztahujic na ndsa-
du.
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Priklad 9
Pufer A: 0,2 M siran amonny, 0,1 M glycin, 0,025 M
citran amonny, 5 % etanol, pH 5,5
Pufer B: ako pufer A, ale s pridavkom 50 % etanolu
Sorbens: Kromasil C8, 10 um, 100 A vzdialenost’ pérov,
fma. EKA Nobel, Svédsko
Rozmery stlpca: 50 mm x 250 mm.

V 250 ml glycinového pufra, pH 3,0 sa rozpusti 4,5
g génovou technikou vyrobeného Tudského inzulinu
(86,2 % proteinového podielu) & potom sa Zerpé na sti-
pec. K chromatografii proteinu sa dvoma vysokotlako-
vymi Cerpadlami vyrobi linedmy gradient z obidvoch
puffov A a B. Eluécia sa vykondva po 100 minttach pri
koncentrécii etanolu 33 % a kondtantnom toku 80
ml/min. Po frakciondcii a kryStalizdcii sa ziska v hlavnej
frakcii Pudsky inzulin s obsahom proteinu 96 % pri cel-
kovom zisku 93 % vzfahujic na vsadeny produkt.

Priklad 10
Pufer A: 0,2 M chlorid amonny, 0,1 M glycin, 0,025 M
citran sodny, 10 % metylacetat, pH S,5
Pufer B: rovnaké koncentrécia soli ako v pufre A, ale 20
% metylacetdtu
Sorbens: Kromasil C8, 10 um, 100 A vzdialenost’ pérov,
fma. EKA Nobel, Svédsko

Pre chromatografiu sa 4,6 g surového Fudského in-
zulinu pochédzajiceho zo spracovania génovou techni-
kou vyrobeného inzulinu rozpusti v 200 ml vodného
glycinového pufra a potom sa erpé na HPLC - stipec 50
x 250 mm. Stlpcovy materil sa predtym vzdjomnym
zmieSanim pufra A a B pomocou dvoch vysokotlakovych
terpadiel ekvilibruje na metylacetatovia koncentréciu 13
% metylacetatu. Po podani sa vykondva eludcia Pudské-
ho inzulinu linedrnym gradientom z 13 % na 17 % mety-
lacetatu po¢as 90 minit. Izoldcia hlavného produktu sa
vykondva kryStaliziciou z eluatného roztoku. Pritom sa
ziska 3,8 g Pudského inzulinu s podielom proteinu 96 %.
Celkovy zisk, vzfahujic na vychodiskovy materidl, je
pritom 90 %.

Priklad 11
Pufer A: 0,2 M siran amonny, 0,1 M betain, 0,05 M ky-
selina citrénové, pH 5,5 s lithom sodnym (&iste vodny)
Pufer B: 0,1 M siran amonny, 0,1 M betain, 0,05 M ky-
selina citronova, pH 5,5 s lihom sodnym (vodafizo-
propanol v pomere 1:1)
Sorbens: Nucleosil C18, 15 - 25 um sféricky, 100 A
Stipec: 40 mm x 250 mm
Tok: 45 ml/min.

Stipec sa pomocou vysokotlakového derpadla zatati
3 g (79 % podiel proteinu) Pudského inzulinu z estero-
vého 3tiepenia Tudsky inzulin-di-terc.butyl-ester/éteru
vo forme 3 % roztoku v 0,1 M pufra betain/HCI, pH 3,0.
Potom sa hore menovanym systémom pufrov pri 44 %
pufra B izokraticky eluuje. Doba retencie je cca 35 mi-
nut. Po frakcionécii sa v hlavnej frakcii ziska 98,1 %
Tudského inzulinu s 80,5 % vytaZku. Celkovy zisk je
90,5 %.

Priklad 12

Pufer A: 0,1 M siran amonny, 0,1 M kyselina glutami-
nové, 0,05 M kyselina citrénové, pH 5,45 s lahom sod-
nym (Ziste vodny)

Pufer B: 0,1 M siran amonny, 0,1 M kyselina glutami-
nova, 0,05 M kyselina citrénové, pH 5,5 s lithom sod-
nym (voda/n-propanol v pomere 1:1)

Sorbens: Nucleosil C18-P, 15 - 25 um sféricky, 100 A
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Stipec: 50 mm x 250 mm
Tok: 60 ml/min.

Stipec sa zatati 6 g (73 % podiel proteinu) Pud-
ského inzulinu z esterového Stiepenia Fudského inzu-
lin-di-terc.butyl -ester/éteru vo forme 3 % roztoku v
0,1 M kyseline octovej, pH 3,0. Potom sa v gradiente
eluuje hore menovanym systémom pufrov pri 25% - 28
% pufra B. Doba retencie je cca 25 mintt. Po frakcio-
nécii sa v hlavnej frakcii ziska 98,6 % ludského inzu-
linu so 65 % vytaZzkom. Celkovy zisk je 88,5 %.

Priklad 13

Pufer A: 0,15 M siran amonny, 0,10 M trietylamin, pH
6,5 s kyselinou sirovou (Ciste vodny)

Pufer B: 0,08 M siran amonny, 0,05 M trietylamin, pH
6,5 s kyselinou sirovou (voda/2-propanol 1:1)

Sorbens: Nucleosil C18-P, 15 - 25 um sféricky, 100 A
Stlpec: 50 mm x 250 mm

Tok: 60 ml/min.

Po zataZeni stipca § g Pudského inzulinu zo 3tie-
penia kyselinou trifluéroctovou Pudského inzulin-di-
-terc.butyl- treonin-ester/éter, v 3 % roztoku sa eluuje
medzi 32 a 42 % pufra B. Doba retencie je 40 minit.
Po frakciondcii a kryStalizicii sa ziska 72 % v hlavnej
frakeii s &istotou 92,7 %. Celkovy zisk je okolo 76 %
nasadeného mnoZstva.

Priklad 14

Pufer A: 0,1 M kyselina citrénov4, 0,2 M siran amon-
ny, pH 2,5 s kyselinou chiérovodikovou, Liste vodny
Pufer B: 0,1 M kyselina citrénova, 0,1 M siran amon-
ny, pH 2,5 s kyselinou chlérovodikovou, voda/n-
propanol 1:1

Sorbens: Nucleosil C18, fina. Macherey a Nagel
Stipec: 40 x 250 mm

Tok: 45 m!/min.

Po zataeni stlpca 3 g Tudského inzulinu zo Stie-
penia kyselinou trifludroctovou Pudského inzulin-di-
-terc.butyl- treonin-ester/teru vo forme 3 % roztoku v
0,1 M glycinovom pufre pH 3,0 sa eluuje medzi 34 a
35 % pufra B. Doba retencie je 45 minit. Po frakcio-
nécii, kryStalizdcii a suSeni sa izoluje 57 % vsadeného
mnoZstva v hlavnej frakcii s &istotou 94,8 % a 16 % vo
vedlajSej frakcii (Cistota 84 %).

Priklad 15

Pufer A: 0,1 M kyselina citrénovd, 0,2 M siran amon-
ny, pH 3,5 s kyselinou chlérovodikovou, giste vodny
Pufer B: 0,1 M kyselina citronové, 0,1 M siran amon-
ny, pH 3,5 s kyselinou chlérovodikovou, voda/n-
propanol 1:1

Sorbens: Nucleosil C18, fma. Macherey a Nagel
Stipec: 40 x 250 mm

Tok: 45 ml/min.

Zat'aZenie stlpca sa vykona ako v priklade 14. Do-
ba retencie je cca 40 minit. Po frakciondcii, kryStali-
zécii a sulen{ sa ziska 51 % vsadeného Tudského inzu-
linu s &istotou 97,5 % v hlavnej frakcii a 4 % vo ved-
Tajej frakcii (68 % istoty).

Priklad 16

Pufer A: 0,1 M tris, 0,1 M glycin, 0,1 M chlorid a-
monny, pH 8,5 s kyselinou chlérovodikovou, Ciste
vodny

Pufer B: 0,1 M tris, 0,1 M glycin, 0,1 M chlorid a-
monny, pH 8,5 s kyselinou chlérovodikovou, voda/n-

propanol 1:1
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Sorbens: Kromasil C8, 13 um, 100 A
Stipec: 50 mm x 250 mm
Tok: 60 ml/min.
Stipec ekvilibrovany na 33 % pufra B sa zataX 6 g

Priklad 19

Pufer A: 0,15 M siran amonny, 0,1 M trictylamin, pH
7,0 s kyselinou sirovou

Pufer B: 0,08 M siran amonny, 0,05 M trietylamin, pH

Tudského inzulinu 20 Stiepenia kyselinou triflubroctovou 5 7,0 s kyselinou sirovou
(pozi priklad 14) vo forme 3 % roztoku v 0,1 M trispuf- Vysledok: 95,2 % Cistoty hlavnej frakcie, 67 % vytaZ-
ra, pH 8,5. Elucia sa vykond cca po 35 mindtach. Po ku v hlavne;j frakcii
frakciondcii & kryStalizicii sa ziska hlavnd frakcia 96,6
% Tudsky inzulin s vyta?kom 86 %. Celkovy zisk je oko- Priklad 20
lo 95 %. 10 Pufer ako v priklade 16, ale bez 0,1 M glycinu
Vysledok: 96,1 % &istoty v hlavnej frakcii, 65 % vy-
Priklad 17 fa¥ku v hlavnej frakcii a 25 % vo vedlajic;j frakcii.
Pufer A: 0,1 M chlorid amonny, 0,025 M kyselina citro-
novd, pH 5,5 s amoniakom, 5 obj. % n-propanol Priklad 21
Pufer B: 0,1 M chlorid amonny, 0,025 M kyselina citré- 15 Pufer ako v prikiade 15, naviac s 0,1 M glycinu
nové, pH 5,5 s amoniakom, 50 obj. % n-propanol Vysledok: 96 % &istoty v hlavnej frakcii, 66 % vyfaZ-
Sorbens: Kromasil C8, 13 um, 100 A ku v hlavnej frakcii a 6 % vo vedlajiej frakcii.
Stlpec: 50 mm x 250 mm
Tok: 60 ml/min. Priklad 22
Stipec sa, ako je uZ popisané, zataXi 6 g Pudského 20 Pufer A: 0,1 M chlorid amonny, 0,025 M kyselina cit-
inzulinu zo0 3tiepenia kyselinou trifludroctovou (pozri ronové, pH 4,5 s amoniakom, § obj. % n-propanol, 0,1
prikiad 14). V priebehu gradientu z 21 % na 25 % pufra M glycinbetain )
B v 60 miniitach sa inzulin s dobou retencie 40 miniit Pufer B: ako pufer A, ale naviac 50 % n-propanol
eluuje. Hlavné frakcia obsahuje 91 % vsadeného pro- Vysledok: 98,1 % listoty v hlavnej frakcii, 8 % vy-
duktu s &istotou 97,5 %. Celkovy zisk je okolo 96 %. 25 taZku v hlavnej frakcii a 6 % vo vedlaj3ej frakcii.
Priklad 18 Priklad 23
Pufer A: 0,1 M chlorid draselny, 0,025 M kyselina cit- Pufer ako v priklade 22, ale pH 5,4 a 0,1 M glycinu
rénovd, pH 5,5 s lahom draselnym, 5 obj. % n-propanol namiesto glycinbetainu, . B
Pufer B: 0,1 M chlorid draselny, 0,025 M kyselina cit- 30 Vysledok: 97,9 % Cistoty v hlavnej frakcii, 92 % vy-
roénové, pH 5,5 s lihom draselnym, S0 obj. % n-pro- tazku v hlavnej frakcii a 8 % vo vedlajSe;j frakcii.
panol
Sorbens: Kromasil C8, 13 pm, 100 A Priklad 24 _
Stipec: 50 mm x 250 mm Pufer ako v priklade 13, ale pH 6,0 a naviac 0,1 M
Tok: 60 ml/min. 35 glycinu ] L
ZafaZenie a gradient ako v priklade 17. Eludcia sa Vysledok: 94,3 % Cistoty v hlavne) frakcii, 77 % vy-
vykonava po 35 minGtach. Hlavné frakcia obsahuje %0 taZku v hlavnej frakcii a 13 % vo vedlajSej frakcii.
% nasadeného mnoZstva Pudského inzulinu s &istotou
96,5 %. Celkovy zisk je okolo 93 %. Priklad 25 _ o
40 V tabulke 1 je prehfad o vytaZkoch a Cistote inzu-
Priklad 19 a¥ 24 linu v zdvislosti od hodnoty pH a/alebo obojakych i6-
V prikladoch 19 a2 24 sa chromatografia vykon4 za nov v elualnom prostriedku.
rovnakych podmienck ako v priklade 14. Iba pufre, pri-
padne mno2stv4, obojakych iénov sa menia.
Tabulka 1
Cistota yéatky
Hodncta Obojaky hlavnej hlavnej vedlajdej Priklad
i6n frakcie frakcie (frakcie é.
2,9 bt 94.8 57 16 14
3.5 - 97.5 51 4 15
6.5 - 92.7 72 4 13
7.0 - 95.2 67 - 19
8.5 - 96.1 6s 25 20
5.5 - 97.5 91 3 17
5.5 - 96.5 90 3 18
3.5 Gly 96.0 66 13 21
4.5 Clycinbetain 98.1 88 6 22
5.4 cly 97.9 92 8 23
5.5 Gly 98.0 93 5 8
6.0 Gly 84.) 77 13 24
8.5 Gly 96.6 86 9 16
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PATENTOVE NAROKY

1. Spbsob tistenia inzulinu a/alebo inzulinovych de-
rivitov chromatografiou vo vodnych pufrovanych roz-
pustadléach obsahujlcich s vodou mieSatefné organické 5
rozpustadld, na lipofilne modifikovanom silikagéli,
vyznalujacl sa tym, Z pri chromato-
grafii su v pufrovanych rozpustadlach rozpustené oboja-
ké iény, alebo hodnota pH zmesi rozpustadiel je v bliz-
kosti izoelektrického bodu Cisteného inzulinu alebo de- 10
rivatu inzulinu a si pritomné obojaké iény.
2. Spdsob podla naroku 1, vyznatujaci
sa tym, Z hodnota pH zmesi rozpiitadiel leX aZ
do 1 pH jednotky pod alebo nad izoelektrickym bodom
disteného inzulinu alebo derivatu inzulinu. 15
3. Spbsob podfa naroku 2, vyznadujaci
sa tym, Ze hodnota pH zmesi rozpustadiel je aZ do
0,5 pH jednotky pod alebo nad izoelektrickym bodom.
4. Spdsob podfa ndrokov | a 3, vyznadu-
Jacl sa tym,3J saakoobojaké ibny powsiji a- 20
aminokyseliny alebo betainy.
5. Sposob podPa ndroku 4, vyznalujaci
s a tym,Ze saako obojaky ién pouZije glycin, kyse-
lina glutaminova alebo glycinbetain.
6. Spdsob podla ndrokov 1 aZ 5, vyznadu- 25
juci sa tym, Ze sa pouZiji derivity inzulinu
vzorca |

‘B—? A2 30
u«—{ A-ratazec un}—oﬂ
]
g
(x)
B2 B29
v—{ val s-retazec Lys }——n’“-xn 35

v ktorom znamena R zvy¥ok geneticky kédovatePnej L-
-aminokyseliny; X hydroxyskupinu, fyziologicky nezi-
vadni organicki skupinu bézického charakteru s aZ 50 40
atomami uhlika, geneticky kédovatelni L-aminokyse-
linu a jej pripadne pritomné koncové karboxylové funk-
cia méZe byt volna, ako esterovd funkcia, ako amidové
funkcia, ako laktén alebo redukovand na CH,OH; n celé
¢islo 0 aZ 10, Y vodik alebo L-fenylalanin a A- a B- re- 45
tazce su retazce zvieracieho alebo Mudského inzulinu.

7. Spbsob podfa néroku 6, vyzmadujuci
sa tym,Ze vo vzorci I R® znamens L-alanin alebo
L-treonin a X znamena jednu alebo niekolko L-amino-
kyselin zo skupiny L-arginin, L-lyzin alebo L-fenylala- 50
nin

8. Spdsob podPa narokov 1 a2 7, vyznadu-
juci sa tym, Ze sa poutije vysokotlakovd kva-
palinové chromatografia.
55
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