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Vynélez se tyka zplsobu vyroby komple-
xu inzulinové soli s protaminem.

Pfedmétem vynédlezu je tedy zplisob vy-
roby komplexu inzulinové soli s protami-
nem, vyznadujici se tim, Ze se pii pH 6,5 aZ
8,0 uvede v reakci ve vodném prostiedi pro-
taminu a zinku a t&Zkych kovl prostd sil
inzulinu s alkalickym kovem nebo amonni
sfil inzulinu tak, #e na kaZdych 100 jedno-
tek inzulinu se pfida 0,2 aZ 1,5 mg protami-
nu, za vzniku suspenze ve vodé nerozpust-
ného komplexu.

Soutasné inzulinové prepardty se obvyk-
le rozdeéluji na kratkodobé, st¥edné dlou-
hé nebo s prodlouZenym uaéinkem s ohle-
dem na jejich biologickou 1finnost. U mno-
ha pripadd cukrovky je Zddanym prepara-
tem k terapeutickému uZiti takovy, jeZ md
rychly ndstup u€inku a prodlouZené trva-
ni pilsobeni. Takové dvojité plsobeni k ii-
Cinému potlateni hyperglykemie, pouzivaji-
ci jediné injekce, nevykazuje dosud Zadna
z obchodné dosaZitelnych inzulinovych
smési.

PrestoZe v poslednich letech pFedem smi-
Sené inzulinové piipravky, majici Zadané
kratkodobé a stiedné dlouhodobé hypogly-
kemické pflisocbeni, byly zavedeny na trh,
vyZaduji tyto prepardty stdle jesté specidl-
ni skiadovani a konzervaci a vyZaduiji zlep-
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Seni. PFfedem smiSené preparaty se skldda-
il z roztoku krystalického zink-inzulinu Zis-
kaného z prasefich pankreatii a krystalic-
kého hovéziho inzulinu s vysokym obsahem -
zinku. Ostatni dFivéjsi prepardty, ve kte-
rych se smisi roztoky krystalického zink-
-inzulinu nebo amorfniho inzulinu s pre-
paraty protamin-zink-inzulinu, naréaZely na
problémy stability vyvolané rozkladem pro-
taminu a rovnéZ precipitaci rozpustné in-
zulinové vlozky prebytkem protaminu ve
smési. Mnoho problémd jako je nizka &isto-
ta, nedostateCnd stabilita barva, zneci§téni
hyperglykemickym hormonem - (glukago-
nem) a antigennimi proteiny s velkou mo-
lekularni vahou, brzdily vyvoj pfFipravku
majicitho jak rychly néstup, tak dlouhotr-
vajici hypoglykemické piisobeni.

Jednou z prednosti tohoto vyndlezu je, Ze
umoZiiuje jednotlivou injekci inzulinové
suspenze, kterd po aplikaci vede jak k rych-
lému nastupu Gcinku, tak k jeho prolon-
govanému trvani. DalSi piednosti je, Ze in-
zulinovy komplex nebo suspenze mohou byt
skladovany po dlouhou dobu bez podstat-
ného rozkladu.

Na obr. 1, 2, 3, 4 a 5 jsou grafy, kde jsou
vyneseny hladiny krevniho cukru dosaZe-
né injekcemi rady réznych inzulinov{ch
preparatd u zvirat.
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Obr. 1 obsahuje graf srovndvajici Gfinek
injekce prepardtu natrium-protamin-inzuli-
nového a isophanininzulinového (NPH]). Na
ose Uselek je uveden Cas v hodinach, na
ose potradnic hladina cukru v krvi v mg%.

Obr. 2 jde o graf srovndvajici ufinek
komplexu nebo suspenze pFipravené podle
tohoto vyndlezu s Gfinkem smési kyselého
obyCejného inzulinu a isophan-inzulinu.
Na ose tsefek je uveden €as v hodinach,
na ose pofradnic hladinu cukru v Kkrvi v
mg %! K¥ivka 1 znazoriiuje priibéh hladiny
cukru v pripadé smési béZného inzulinu
a isophan-inzulinu, kiivka 2 v pfipadé kom-
plexu podle vynalezu.

Obr. 3 jde o graf srovndvajici tfi suspen-
ze pripravené podle vynélezu a to, hovézi-
ho inzulinu, vepiového inzulinu a jejich
smési. Na ose usefek je uveden €as v ho-
dindch, na ose pofadnic hladina cukru v
“krvi v mg %. Krivka 1 zndzoriiuje vliv vep-
Fového inzulinu, k¥ivka 2 vliv smési vep-
fového a hov&ziho inzulinu (75 % :25 %)
a k¥ivka 3 vliv hovéziho inzulinu.

Obr. 4 jde o graf porovndvajici G€innost
komplexu podle vyndlezu po skladovéani. Na
ose usedek je uveden v hodindch, na ose
pofadnic hladina cukru v krvi v mg %. Na
‘kFivce 1 je néinek pii pouZiti ihned po vyro-
b& pii 25 °C, na kiivce 2 G&inek po 1 tydnu
pii 25°C, k¥ivce 3 dCinek po 4 tydnech
pri 25°C. Je zFejmé, Ze ucinnost je v pod-
staté stala.

Obr. 5 obsahuje graf srovndvajici pfikla
dy komplexd a suspenzi pfipravenych po-
dle vyndlezu. Na ose tsefek je uveden &as
v hodinach, na se pofadnic hladina cukru
v krvi v. mg %. Na kfivce 1 je G&inek amon-
-né soli, na kfivce 2 lithné soli na kfivce 3
draselné soli a na kiivce 4 sodné soli. Je
ziejmé, Ze sodna siil je nejvyhodné&jsi.

Obr. 6 obsahuje graf, ziskany podanim
komplexu podle vyndlezu (krivka 1) a smé-
si natriumprotamininzulinu s isophan-in-
‘zulinem- NPH (kiivka 2) &tyfem osobam na
latno (od ptlnoci do 17 hodin). Bylo podé-
no vidy 0,25 jednotek/kg. Na ose tselek
je uveden ¢as v hodindch, na ose pofad-
~nic hladina cukru v krvi v mg %. Je zfej-
mé, Ze ddfinek komplexu podle vynélezu je
podstatné piiznivéjsi.

Komplex inzulinové soli s protaminem u-
tvofeny zplisobem podle vynalezu je uZitedny
jako aktivni sloZka v hypoglykemické smési

majici jak rychly néastup, tak prolongovany

u6inek. Inzulinova stil je bud soli alkalic-
kého kovu, nebo soli amonnou a protamin
se s vyhodou uZivd jako sulfdt v pomd&ru
na kaZdych 100 jednotek inzulinu od 0,2
do 1,5 mg, s vihodou od 0,4 do 0,8 mg.
Inzulinova stll, kterd je v podstaté zba-
vena zinku nebo jiného téZkého kovu se s
vyhodou pfipravi krystalizaci inzulinu v al-
kalickém prost¥edi s uZitim hydroxidu sod-
ného, hydridu alkalického kovu nebo hyd-
roxidu amonného. Po krystalizaci se krys-
taly promyji a ususdi na vlhky zbytek mepre-
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sahujici 10 %) obsahu vody. Inzulinovd siil
je rychle rozpustnd ve vod& za neutrélni-
ho pH a miiZe byt v roztoku skladovdna po
dobu t¥i mésicl bez podstatnych zmén.

V souhlasu se zplsobem podle vynélezu
se svrchu popsand inzulinovd siil a prota-
min smisi ve vodném prostfedi, a tak vytvo-
i komplex inzulinové soli a protaminu.
Vodné prostfedi ma pH kolem 6,5 do 8,0.
Komplex protaminu a inzulinové soli miZe
byt snadno oddélen filtraci nebo podobny-
mi zpiisoby od tekutého prostiedi a usuSen.
Komplex mtZe byt v suché formé sklado-
van nejméné po dobu jednoho roku i déle
bez poSkozeni. Je-li tfeba pouZit komplex
protaminu a inzulinové soli, suchy mate-
ridl se rekonstituuje ve vodném prostredi,
s vyhodou se uZivd jako rozpoustédla izo-
tonickych roztokt o pH 6,5 aZ 8,0. Po rekon-
stituci je komplex pripraven k injekci. Pa-
cient, jemuZ byl rekonstituovany preparat
aplikovan, pociti jak rychly néstup, tak pro-
dlouZené trvani hypoglykemické aktivity.

Typickd metoda k pfipravé komplexu
protaminu s inzulinovou soli zahrnuje pfi-
pravu.sodné soli inzulinu takovym zpiso-
bem, Ze natrium inzulin je prakticky bez-
zinkovy, to znamend, Ze obsahuje méné nez
0,05 % zinku. Sodnéd sfil je krystalick4, ale
je rozpustnd ve vod& a v izotonickych roz-
poustédlech. Po pfipravé se sodnd siil roz-
pusti v tekutém prostfedi a to v poméru 90
az 115 jednotek na 100 ml tekutého média.
Do tekutého média se pFldd primérené
mnoZstvi protaminsulfdtu. Ihned se vytvo-
i nerozpustny komplex ve formé velmi jem-
ného precipitdtu. Precipitat rozptyleny na
jemné Castetky zilistdvA dobfe suspendovéan
v tekutém médiu a dovoluje uZivateli snad-
nou injekéni aplikaci. Je-li komplex skla-
dovdan v tekutém médiu, zlstdv4 staly a ne-
vykazuje Zadnou ztrdtu ufinnosti po dobu
nejménd jednoho roku. JestliZe se suSeny
komplex protaminu a inzulinové soli rekon-

. stituje, je Z&douci michat komplexem v te-

kutém prostiedi, aby se precipitat rovno-
mérnd v tekuting distribuoval k injekénimu
pouZiti.

Pifesnd povaha asociace mezi inzulinovou
soli a protaminem neni zndma, av3ak aso-
ciace je dostatetné& pevnd, takZe nerozpust-
ny komplex je shadno separovatelny z te-
kutého prostfedi a dd se vysu$it, coZ u-
snadiiuje zachédzeni pii distribuci pfipravku
a umoZiluje dlouhodobé skladovéni. Vyro-
bek v suché formé miliZe byt skladovdn bez
tasového omezeni.

Nejprve se mé&lo za to, Ze rychly néstup
udinku pozorovany s prepardty komplexu
protaminu s inzulinovou soli je zpflisoben
volnym inzulinem v matefském tekutém
médiu, avS8ak analyza ukdzala, Ze jenom
0,015 % celkové inzulinové aktivity p¥iprav-
ku ziistdva v rozpustné formé.

Z toho plyne, Ze spojeni inzulinu s pro-
taminem neni piili§ pevné, a tak inzulin

miiZe byt brzy po injekci schopen absorpce.
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Také je moZné, Ze povaha tohoto komplexu
je o0dliSnd od znamych komercénich prepa-
ratd protamin-zink-inzulinovych, u nichZ je
disociace inzulinu z komplexu ve tkénich
mnohem pomalejsi a kde nedochéazi k Zad-
nému rychlému ndstupu v plsobeni,

Komplex inzulinové soli s protaminem se
tvofi v kapalném prostiedi o pH 6,5 aZ 8,0,
s vyhodou 7,2 aZ 7,6.

Sl inzulinu s alkalickym kovem se zis-
ké tak, Ze se uvede surovy inzulin ve styk
s ionty alkalického kovu, ¢imZ dojde ke
Krystalizaci inzulinu ve formé soli s alka-
lickym kovem. Z ekonomickych divodl a
pro snadné provedeni tohoto postupu je ja-
ko zdroj iontu alkalického kovu nejvyhod-
néjsi hydroxid sodny. Sodna stl se pripravi
tak, Ze se vodny roztok surového inzulinu
uvede ve styk s hydroxidem scdnym v
mnoZstvi, které je dostatetné k zajiSténi
pH 8,0 aZ 8,5. Postup se provadi za michani
alkalického roztoku alespoii 15 minut, s vy-
hodou hoainu nebo deldi dobu. Sodna sil
inzulinu se vysrdZzi a lze ji snadno izolovat
odstFedénim, filtraci, slitim apod. Produkt
miiZe byt CiStén rozpuSténim a opétovanym
vysraZenim tak dlouho, aZ se ziskd sraZe-
nina, podobnd Kkrystalk@im. Analyzou bylo
prokazano, Ze v piipadé sodné soli inzuli-
nu, st obsahuje 1 mol sodiku na 1 mol in-
zulinu. Krystaly sodné soli inzulinu mohau
byt vyrobeny z inzulinu hové&ziho nebo vep-
Ffového, jsou velmi rozpustné ve vodé a v
izotonickych roztocich p¥i neutrdlnim pH.

Vhodnymi alkalickymi kovy nebo Kkovy
alkalickych zemin, kterych lze uZit k pri-
pravé inzulinovych soli, jsou zejména dras-
lik, lithium, cesium, sodik a amonny iont.

Protamin se obvykle uZije ve formé si-
ranu nebo jakékoli jiné vhodné, ve vodé
rozpustné forme. '

]

V plipadg, Ze se jako kapalného prostfe-
di pro siran protaminu a inzulinovou siil
uZije izotonicky roztok bé&Zného typu, je vy-
hodné, aby obsahoval jeSté konzervalni
prostfedek, napiiklad fenol, nebo methyl-
parahydroxybenzoat. v

Biologickd tfinnost komplexu inzulinu s
protaminem byla stanovena na krélicich
néasledujicim zptsobem: 36 kralikl bylo roz-
ddleno na dvé stejné veliké skupiny a 24
hodin pfed pokusem jim nebyla podavéana
potrava, v pribéhu testu nedostdvala zvi-
fata potravu ani vodu. Vzorek krve byl o-
debran z uSni Zily a ve vzorku byla stano-
vena pocatefni koncentrace krevniho cuk-
ru. Kontrolni skuping kralikd byl podédn ne-
utrdlni Hagedorn@v protamininzulin (NPH)
v predem stanovené ddvce. Zku3ebni sku-
pina dostala komplex sodné soli inzulinu s
protaminem (PSI). Jednotlivd davka byla
1,0 jednotky pro kréalika, tato davka byla
poddna v cbjemu pfibliZné 0,01 ml. Prvni
vzorky krve byly u kaZdého krdalika odebré-
ny po 1/2 hoding, dal3i vzorky za 1,5 hodin,
3,0 hodin, 5,0, 7,0 a 9,0 hodin po injekci.
Kazdy vzorek krve byl zkoumén na hladi-
nu krevniho cukru, vysledky byly vyjadre-
ny v mg % glukdzy. Pro ob& skupiny byla
potom vypolitdna primérnd hladina krev-
niho cukru p¥i kazdém odbéru.

Po tydnu byl pokus opakovadn se stejny-
mi skupinami kralikQi aZ na to, Ze obé sku-
piny byly zaméné&ny, to znamend, Ze plivod-
ni kontrolni skupina nyni obdrZela kom-
plex sodné soli inzulinu s protaminem a
cbraceng. Vysledky jsou vyjaddreny jako
primérnd hladina krevniho cukru v mg %
na obr. 1 a v tabulce 1.

Tabulka 1
Hladina krevniho cukru mg %
Cas v hodindch 0 0,5 3,0 5,0 7,0 9,0
kentrola (NPH) 83,8 64,9 413 64,6 67,4 69,8
36,1 51,1 60,6 70,9

PSI 80,1 51,1

Je ziejmé, Ze komplex sodné soli inzulinu
s ‘protaminem zajisti rychlej$i nédstup udcin-
ku a delsi trvani u€inku neZ pripravek, kte-
ry byl uZit pro srovnani.

" PSI (sodnd stil inzulinu s protaminem)
byla srovndvdna se smési ARI (b&Zny inzu-
lin kyselé povahy) a NPH v poméru 1:1.

Koncentrace protaminsulfdtu byla 0,8 mg
na mil.

PFi tomto testu bylo uZito 36 kralikd opét
dvakrat. KaZdy krdalik dostal 0,01 ml inzu-
linu, tak aby toto mnoZstvi tvofilo jednu
inzulinovou jednotku. Vysledky jsou uvede-
ny na cbr. 2 a v tabulce 2.
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e wi Tabulka 2
Cas v hodinach 0 0,5 3,0 5,0 7,0 9,0
ARI a NPH 88,0 459 435 71,8 84,2 88,6

PSI 87,2 59,3

Uvedené vysledky potvrzuji rychly néstup
i¢inku u komplexu protaminu s inzulinem
stejné jako dlouhé trvani tchoto 1éinku.

Bylo provedeno srovndni tri typll neutrdl-
niho protaminu a sodné soli inzulinu v kom-
binaci s 0,02 mg zinku na 100 jednotek in-
zulinu. KazZdy z inzulinovych pfipravkili ob-
sahoval 0,02 mg zinku na 100 inzulinovych
jednotek. Zinek byl pridavan proto, aby
mohlo byt stanoveno pripadné plisobeni zin-
ku na rychly néastup G&inku nebo na pro-
dlouZené plsobeni piipravku. Jak je z vy-

45,2 51,9 58,0 64,3

sledk@ zfejmé, nebyl zji§tén Zadny nepiiz-
nivy Géinek v tomto smyslu.

Srovndvany byly tfi p¥ipravky, a to vep-
Fovy inzulin, hov#zi inzulin a smeés obsa-
hujici 75 % hovéziho inzulinu a 25 % vep-
Fového inzulinu.

KaZd4a ze zkou3ek byla provedena na 3es-
ti krdlicich, a to jedinou injekci 0,01 ml p¥i-
pravku s obsahem 1 jednotky 1nzul1nu Vg-
sledky jsou uvedeny na obr. 3 a v tabulce
3, _

Tabulka 3
Hladina krevniho cukru mg %
Cas v hudindch 0 1,5 3,0 5,0 7,0 9,0
vepfovy inzulin 80,3 415 44,5 55,4 73,0 76,7
smés 80,2 40,5 37,6 53,1 60,7 65,6
hovézi inzulin 85,5 42,6 35,3 38,5 53,4 63,0

Vepiovy inzulin mé4 rychly néstup G&in-
ku, prestoZe trvani 1iéinku nebyvé tak dlou-
hé, jako u ostatnich inzulinovych pf¥iprav-
kl. Hovézi inzulin a smiSeny p¥ipravek ma-
jl i rychly néstup Gfinku i dlouhé trvéni.

Mimoto je t¥eba se zminit o tom, Ze malé
mnoZstvi zinku byle pFiddvdno i ke kom-
plexu sodné soli inzulinu s protaminem. By-
lo totiZz zijSténo, Ze dvojmocné kovy, jako
je zinek nemajl byt pfitomny ve velkych
mnoZstvich jiZ v priib8hu tvorby sodné soli
inzulinu. Inzulin byl ke komplexu piidéa-
van proto, aby bylo prokazéano, zda ma zi-
nek néjaky vliv na inzulinovy komplex. Z
vysledkl je zPfe!mé, Ze zinek ani nesniZoval
ani nezvy3oval léCebnou hodnotu pfiprav-
ku.

Vynédlez bude osvétlen nésledujicimi pii-
klady.

Priklad 1

Krystalicky hovézi inzulin ve formé své
sodné soli byl pfipraven takto:

Inzulin byl extrahovén z hovézi slinivky
bFidni okyselenou smési vody a alkoholu,

extrakt byl koncentrovdn destilaci ve va- '

kuu a ¢astetné <¢iStén frakCnim srdZenim
chloridem sodnym a izoelektrickym sraze-
nim. Inzulin byl ddle ¢i§tén krystalizaci v
alkalickém prostfedi pfi pH 8,2. Vysledné
krystalky byly rozpu$tény v 0,5 N kyseliné
octové a déle podrobeny gelové filtraci na
pfipravku Sephadex G-50 (Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala, Svédsko).

Eluat, ktery sestdval z 0,5 N roztoku ky-
seliny octové a obsahoval inzulin, byl alka-

lizovdn aZ na pH 8,2 1,0 N roztokem hyd-
roxidu sodného a michdn 1 hodinu pf#i tep-
loté mistnosti. Krystalky sodné soli inzull-
nu byly oddgleny filtraci a promyty 2%
roztokem chloridu sodného. Promyté krys-
taly byly pak smiseny s absolutnim alkohg-,
lem za energického michéni a oddéleny
filtraci. Po druhém promyti absolutnim al-
koholem byly krystaly promyty eterem a
usuSeny ve vakuu.

Vyslednd Kkrystalickd sodnd sil hovéz1ho
inzulinu méla tyto vlastnosti:

udinnost - 25,08 jednotelk/n‘i'
dusik 15,82 %
obsah vody 8,0 %
barevny index 0,005 pro 1% roztok

pri 340 .

398 g sodné soli inzulinu bylo rozpusté-
no v 990 ml apyrogenni vody s obsahein
2,27 g fenolu a 1,5 ml 10% Xkyseliny solné.
pH tohoto roztoku. bylo pak upraveno na
7,4 ptidanim 1,7 ml 10% hydroxidu sodné-
ho. Imunologické zkousky ukézaly, Ze G&in-
nost inzulinu je 101,3 jednotek/ml. Tento
roztok byl sterilizovan filtraci, pak byl pl-
nén do ampuli v mnoZstvi 1,0 ml na ampu-
li a ampule byly i s obsahem lyofilizovany
za sterilnich podminek, &imZ byl ziskédn v
kaZzdé ampuli suSeny pfipravek sodné soli
inzulinu. Tento pripravek byl v této formé
skladovan aZ do pouZiti.

Do kaZdé z ampuli bylo uvedeno dosta-
tené mnoZstvi isotonického fedidla a in-
zulin byl rekonstituovan tak, Ze obsahoval
101,3 jednotek inzulinu v 1 ml prostredl
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Izotonické fedidlo sestdvalo z 0,4 mg pro-
taminsulfatu/ml, 1,6 % glycerinu a 0,25 %
fenolu (vaha/ebjem). Redidlo mdlo pH 7,4.
Po pfidéani této kapaliny k suSené sodné soli
inzulinu do8lo okamZité ke tvorbé komple-
xu protaminu se sodnou soli inzulinu. Ten-
to komplex byloc moZno pozorovat jako vel-
mi jemné& rozptylenou sraZeninu. Tato sra-
Zenina vytvoFila suspenzi dostateén& jem-
nou, takZe ji bylo moZno odebirat injek¢ni
stfikadkou a pritom bylo moZno zajistit
stejné mnoZstvi inzulinu v kaZdém z ode-
branych podild.

Priklad 2

V prikladu 2 je prokazédna vybornd sta-
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lost komplexu protaminu s inzulinem. Ne-
utrdlni PSI, uZity v tomto p¥ikiadu, byl p¥i-
praven podle pfikladn 1 s {im rozdilem, Ze
izotonické Fedidlo obsahovalo 1,2 mg pro-
taminu v ml.

KaZda ze zkouSek byla provedena na 9
kralicich. Pripravek byl skladovan pfi tep-
lot¢ 25°C v intervalu mezi jednotlivymi
zkouSkami ve formé suspenze v izotonic-
kém Fedidle. Stejné jako v predchozich po-
kusech bylo kralikim injektn& aplikovéno
0,01 ml pripravku.

Vysledky jsou znézornény na ebr. 4 a
uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4
Hladina krevniho cukru v mg %
Cas v hodindch 0 1,5 3,0 5,0 7,0 8,0
na potétku 91,0 51,2 43,4 54,0 59,5 65,8
po 1 tydnu 84,1 493 43,2 48,4 52.1 1.2
po 2 tydnech 78,3 45,0 335 37,6 48,9 54,6
po 4 tydnech 95,3 409 29.8 366 15,7 55.8

Udaje v tabulce 4 jasn& prokazuji, Ze i
kdyZ je izotonicky roztok komplexu prota-
minu se sodnou soli inzulinu skladovén pii
25°C, je velmi staly v tom smyslu, Ze ufin-
nost inzulinu je uchovédna i pokud jde o
rychly ndstup ufinku i pokud jde o jeho
dlouhé trvéani.

P¥iklad 3

V prikladu je uvedena tvorba komplexu
protaminu s amonnou soli inzulinu, lithnou

soli inzulinu a draseinou soli inzulinu, stej-
né jako se sodnou soli inzulinu z piikladu
1.

- KaZda ze svrchu zminénych soli byla u-
tvofena zplisobem podle pi¥ikladu 1, to zna-
menda, Ze po tvorb& soli byl jeji roztok smi-
sen s izotonickym roztokem, ktery obsaho-
val 0,4 mg protaminsulfdtu na ml. Vysled-
ny roztok byl pak injek&éné&é podén 18 krali-
klim zplsobem stejnym jako v pFikladu 1.
Vysledky jsou zndzorné&ny na obr. 5 a v ta-
bulce 5.

Tabulka 5
Hladina krevniho cukru v mg %
Cas v hodinach 0 1,5 3,0 5,0 7,0 9,0
amonné siil 86,1 42,1 51,6 81,5 79,4 88,9
lithn4 sfil 87,1 38,6 38,6 60,2 75,9 81,1
draselné sil 86,6 42,9 50,8 67,1 74,6 79,4
sodnd siil 80,1 36,9 36,1 51,1 60,6 . 70,9

PiestoZe sodnd sfil ma dlouhodoby ucinek
i ostatni typy soli maji pomérng velmi dlou-
hodobé tufinky na sniZeni krevniho cukru.

Priklad 4

Priklad dokl4dd stdlost komplexu prota-
minu se sodnou soli inzulinu. Komplex byl
pFipraven stejné jako v piikladu 1 pouZitim
protaminsulfatu v koncentraci 0,4 mg/ml v
izotonickém fedidle. Hotovy komplex byl
rozd€len do nékolika zkumavek, které byly
odstfed&ny a supernatant byl slit. SraZeni-

na byla promyta 15 ml absolutniho alkoho-
lu a pak 15 ml éteru. Promytd sraZenina by-
la pak usuSena ve vakuu p¥i teploté mist-
nosti.

Takto usu$eny vysledny produkt byl zno-
vu rozpu$tén nebo uveden v suspenzi v ne-
utrdlnim izotonickém Fedidle, stejného slo-
Zeni jako svrchu aZ na to, Ze neobsahowval
protaminsulfat. Pak byla urfena uGéinnost
této suspenze a bylo zjisténo, Ze se pohybu-
je v rozmezi 88 aZ 95 jednotek/ml, takZe
zfejme€ doSlo k malym ztrdtdm inzulinu pii
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~promyvani komplexu protaminu se sodnou
soli inzulinu pred suSenim ve vakuu.

© Zkoudky byly provdd&ny stejn& jako v
predchozich' prikladech na 9 krélicich. Uda-

12

- je jsou uvedeny v tabulce 6. Pokus s lyofi-

lizovanym materidlem byl proveden tak, Ze
komplex byl lyofilizovdn a% po vytvofent
druhé suspenze ve vodé.

Tabulka 6
Hiladina krevniho cukru mg %
Gas v hodindch 0 0,5 30 50 . 70 9,0
-suSeno ve vaku 82,0 52,5 67,8 76,7 74,3 77,3
lyofilizovano 85,4 447 53,1 78,9 80,7 80,0

Oba p¥ipravky zplsobovaly podstané sniZeni hladiny krevniho cukru.

PREDMET VYNALEZU

1. ZptGsob vyroby komplexu inzulinové so-
li s protaminem, vyznadujici se tim, Ze se
pri pH 6,5 aZ 8,0 uvede v reakci ve vodném
prost¥edi protamin a zinku a téZkych kovi
prosta sl inzulinu s alkalickfm kovem ne-
bo amonna sl inzulinu tak, Ze na kaZdych
100 jednotek inzulinu se pfid4 0,2 aZ 1,5 mg
protaminu, za vzniku suspenze ve vodé ne-
rozpustného komplexu.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se

tim, Ze jako vodného prostfedi se uZije izo-
tonického roztoku.

3. Zpiisob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze jako inzulinové soli se uZije sodné
soli inzulinu. o

4. Zpisob podle bhodu 1, vyznatujici' se
tim, Ze se ziskany nerozpustny komplex i-
zoluje z vodného prostfedi a jeho obsah vo-
dy se sni#i pod 10 hmotnostnich %.

6 listl vikresd

severografia, n. p., zdvod 7, Most
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