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Aprasytas insuliny ir jy dariniy chromatografinio gryninimo ant lipofiliskai modifikuoto silikagelio metodas,
panaudojant vandeninius buferinius tirpalus, j kuriy sudé] jeina su vandeniu besimaisantys organiniai tirpikliai, be
to, vandeniniy buferiniy tirpaly sudétyje yra amfoteriniai jonai arba tirpikliy misinio pH reikdme yra artima gryninamo

insulino arba jo dariniy izoelektriniam takui ir dalyvauja amfoteriniai jonai.
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ISradimas skirtas insulino ir/arba jo dariniy chromato-
grafiniam gryninimo ant lipofiliZkai modifikuoto sili-
kagelio metodui, panaudojant vandeninius, buferinius
tirpalus, i kuriy sudéti ijeina besimaiSantys su
vandeniu organiniai tirpikliai, be to, vandeniniame
buferiniame tirpale istirpinti jonai ir/arba tirpalo pH
reik3mé yra artima gryninamo insulino arba jo darinio

izoelektriniam taskui.

I3 analitiniy iS8skyrimo metody yra Zinomas insuliny
arba jy dariniy gryninimas ant lipofili%kai modifikuoty
silikageliy (griZtamoji faze), kuri daugeli mety
sékmingai naudojama AESCh (auk3to efektyvumo skysé&iy
chromatografija) (WS Welinder ir kt., J. Chrom. 361,
1986, 357-367). Dirbant analitiniais kiekiais, baltymas
(um) jleidZiamas i stiklo arba plastmasés kolonéle ir
po to plaunamas pratekandiu skys&iy miSinio eliuentu
(daugiausia riGg3tlds, vandeniniai, buferiniai tirpalai
su pastovia arba besikei&iandia organinio tirpiklio
koncentracija). 3iuo atveju baltymo pilama maZiau kaip

30 um/ml kolonélés tuario.

Iki 8iol gryninimo metoduose daZnai naudojami palyginti
toksi8ki, laboratorijoje naudojami tirpikliai (aceto-
nitrilas) bei korozija sukeliantys branqgis buferiniai
komponentai, pavyzdZiui, tetraalkilamonio druskos,
alkilsulfonatai, heksafluoracetonas, trifluoracetatas
(E.P. Kroeff ir kt., J. Chrom., 461, 1989, 45-61.
MiSiniy, stipriai uZter3ty pana3iomis i insuling
medZiagomis, atveju patenkinamas preparatyvinis atsky-
rimas, naudojant 3iuos tirpiklius, yra nepasiekiamas,
turint omenyje, Siuo atveiju, kokybe, pagrindiniy
komponenty iSeiga ir juy bendra kieki (J. Rivier, R.
McClintock, J. Chrom., 268, 1983, 112-119; Peter ir
kt., J. Chrom., 408, 1987, 43-52).
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Insulinai, gauti pries$ tai jvykdyty cheminiy reakciijy
metu, pavyzdZiui, stipriai rig3tinio eterinio skaidymo
arba fermentiniy (trans-)peptidiniy procesy, kristali-
zacinio gryninimo procesy metu daZniausiai  turi
panasiomis savybémis pasiZymin&iy priemaidy. Juos
galima i3gryninti, parinkus atitinkamg pH reik3me, jony
mainy chromatografijos metodu, jei tik yra pakankamas
potencialy skirtumas (US Nr. 4129560). 8ioc metodo
trikumas - praskiedimo efektas, kadangi jo metu,
perdirbant nuosédas, prarandamos vertingos medZiagos,
be to, palyginti ilgas ciklas bei nedidelis galutinio

produkto kiekis ir i3eiga.

Preparatyvinis iSskyrimas i3 principo yra galimas,
didinant kolonélés turi, uZpildymo laipsni ir eliuento
sunaudojimg. BaOtini organiniy tirpikliy kiekiai yra m’
eiles, pavyzdZiui, koloneles, kurios diametras daugiau
kaip 20 cm, atveiju. Analitinéje AESCh naudojami
tirpikliai (pavyzdZiui, acetonitrilas, DMFA, metanolis,
dioksanas ir kt.) yra toksi8ki, todél 3&iy metody
panaudojimas preparatyvinéje gamyboje reikalauja
i3laidy apsaugos priemonéms. 3io i3radimo tikslas yra
insuliny ir jy dariniy chromatografinio gryninimo
metodo sukirimas, kurio metu i3lieka insuliny
biologinis aktyvumas. Chromatografiniu metodu pasiekia-
mas aukstas évarumollaipsnis, sutrumpéja ciklo trukme,
kolonelés eksploatacijos trukmé siekia daugiau kaip
50 chromatografiniy cikly, silikagelio stacionarine
faze regeneruocjama be ilgo sutankinimo proceso,
panaudojami netoksiski tirpikliai, visa tai palengvina

preparatyvinio iSskyrimo panaudojimg gamybiniu mastu.

Sukurtas metodas, kuriuo remiantis galima iSgryninti
insuling ir jo darinius chromatografiniu bidu vandeni-
niuose, buferiniuose tirpikliuose, kuriy sudétyje yra
su vandeniu besimaiSantys tirpikliai, ant lipofili3kai

modifikuoto silikagelio, besiskiriantis tuo, kad
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buferiniuose tirpikliuose i3tirpinti amfoteriniai jonai
arba tirpiklio pH reik3mé yra artima gryninamo insulino
arba Jjo darinio izoelektriniam ta3kui ir dalyvauja

amfoteriniai jonai.

Amfoteriniy jony dalyvavimas arba chromatografija, kai
tirpiklio pH reik3mé yra artima gryninamo insulino
izoelektriniam ta3kui ir amfoteriniy jony dalyvavimas
palengvina ne tik vertingo produkto gera atskyrimg nuo
priemaisy, bet ir gera Dbaltymy atskyrimg nuo
stacionarinés fazés (lipofiliZkai modifikuotas silika-
gelis). Pasiekiamas toks atskyrimas, kad galima
i3gryninti netgi insulino tirpalus, uZterstus 3
insuling pana3iais komponentais, pavyzdZiui,
A2]l-dezamidoinsulinas atskiriamas nuo insulino ir jo
dariniy. Be to, sékmingai atskyrus baltymus- nuo kietos
fazés, pailgéja kolonélés eksploatacijos trukmeé ir

galima padidinti insulino i3eigg.

Taigi, i3radimas skirtas insulino ir/arba jo dariniy
chromatografiniam gryninimo metodui vandeniniuose,
buferiniuose tirpikliuose, i kuriy sudéti ieina su
vandeniu besimaiSantys organiniai tirpikliai, ant
lipofili3kai modifikuoto silikagelio, besiskirianéiam
tuo, kad buferiniuose tirpikliuose iStirpinti
amfoteriniai jonai arba tirpikliy mi3inio pH reik3me
yra artima gryninamo insulino ar jo dariniy

izoelektriniam ta3kui ir dalyvauja amfoteriniai jonai.

Remiantis $iuo iSradimo metodu, gali bati panaudoti
visi insulinai, pavyzdZiui, visy radiy Zmogaus arba
gyvulinés kilmés insulinai, insulino pirmtakai, tokie
kaip, pavyzdZiui, proinsulinas arba pre-proinsulinas,
rekombinuoti insulinai arba jy dariniai, i%skirti i#
genetilkai modifikuoty mikroorganizmy. Taip pat galima
jvesti insulino darinius, gautus cheminiy arba

fermentiniy reakcijy metu, pavyzdZiui, dez-Fen-BI-
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insulinas, insulin-Pf-keten-sulfonatas, diarginininsuli-
nas (B31, B32), monoarginininsulinas arba difenilala-
nininsulinas (B31, B32) (US Nr. 4601852).

DaZniausiai jveda insulino darinius, kuriy formuleée (1),

T4 A24
H- A-grand(né Asa [— OH
| |
S S
| {
S S -
B2 | I B29
v - Val B—<?ran¢i(n£ Liz ‘250- X

kur

Ry - geneti8kai koduotos L-aminorig3ties liekana,

X - hidroksigrupé; fiziologi3kai inertiné bazinio tipo
organiné grupé, C,-Css; geneti3kai koduota L-
aminorig3tis, gale turinti laisva karboksilo
funkcine grupe, tokia kaip, pavyzdZiui, esterine,
amidine, laktono grupe arba redukuota iki CH,OH

grupeg,

n - sveikas skaidius nuo 0 iki 10,

Y - vandenilis arba L-fenilalaninas,

A - ir B-grandinés - Zmogaus arba gyvulinés kilmés
insulino grandines. Pirmenybé ypad teikiama
formulés (1) insulino dariniams, kur R3, - L-

alaninas arba L-treoninas ir
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X - viena arba kelios L-aminoriigdtys, priklausand&ios

L-arginino, L-lizino arba L-fenilalanino grupei.

Insulinai ir 3jy dariniai gali biati ijivedami tiek
santykinai nevalytoje formoje, tiek ir preliminariai
i%valytoje formoje (pavyzd?iui, chromatografilkai). Po
daugkartinés kristalizacijos, o taip pat ir po gel-
chromatografijos insulinas dar yra uZter3tas pana3iomis
i insulina, artimy molekuliniy masiy lydin&iomis
priemaiSomis, kurios, esant tam tikrai parinktai pH
reik3mei, jtemptame bivyje skiriasi viena nuo kitos ir
nuo insulino, bet su insulinu sudaro kompleksus (US Nr.
4129560) . Tokiy medZiagy pavyzdZiu gali bati insulin-
etilo esteris ir kt. Lipofiliskai modifikuotas
silikagelis yra toks silikagelis, kuris padengtas
hidrofobine matrica. Pavyzd?iui, hidrofobine matrica
galima naudoti alkanus su ilga grandine (nuo C; iki
Cyp). Ypa& geri yra Sie lipofiliSkai modifikuoti
silikageliai:

- (R) NUKLEOSIL, firma MACHEREY + NAGEL

sferinés ir nesferinés medZiagos su skirtingu
grideliy dydZiu (iki 45 pm), pory dydis iki 1004,

modifikuoti Cgq arba C,q;

- (R) LICHREPREP, firma MERCK
nesferinés arba sferinés medZiagos su skirtingu
grudeliy dydZiu (iki 40 um), pory dydis 60-250A4,
modifikuoti Ce_claf

- (R) LICHREPREP SELECT, firma MERCK

sferines medZiagos, kuriy grideliy dydis iki
25 pm, modifikuotas Cg;
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(R) WATERS PREP

modifikuotas C,;3, nesferiniai griddeliai 50-105 pm
dydZio, pory dydis 1004;

(R) ZORBAX PRO 10, firma DU PENT

modifikuotas Cg, 10 pm, sferiniai griGdeliai, pory
dydis 100A;

(R) KROMASIL, firma EKA NEHEL

modifikuotas C4-, Cy—Cjg, iki 16 pm, sferiniai
grideliai, pory dydis 100, 150 arba 200A.

Amfoteriniai jonai - tai Jjunginiai, kurie gali
prijungti arba atskelti protonus, t.y., rug3&iuose
tirpaluose sudaro katijonus, o Sarminiuose tirpaluose -
anijonus, pavyzdZiui, a-aminoriigS§tys, betainas arba jo
dariniai. Tinkamiausi amfoteriniai jonai - tai
glicinas, glutaminas arba betainas (N-trimetilgli-

cinas). Ypa& tinkamas yra glicinas.

Insulino arba jo dariniy izoelektrinis taskas (IET) -
tai tokia insulino tirpalo pH reik3meé, kuriai esant
iStirpinto insulino katijony ir anijony kridviy suma
lygi nuliui. PavyzdZiui, kiaulés insulino IET yra tarp
pH 5,3 ir 5,4 (H. Neurath, K. Baily, Protein Hormones,
vol. II/A The Proteins, p. 636). I3sireiskimas "arti
izoelektrinio tasko" reidkia, kad turimos omenyje
tokios pH reik3meés, kurios yra 1 pH vienetu didesnes
arba maZesnés uZ gryninamo insulino IET. Daugiausia yra
naudojamos tokios pH reik3més, kurios yra 0,5 pH

vieneto didesnés arba maZesnés uZz IET.

Eliuentas turi buferines medZiagas, kurios palaiko

pastovia eliuento pH reik3me. Tinkamos, literaturoje
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apradytos buferinés medZiagos, tai fosfatai, Sarminiy
arba Zemes 3Sarminiy metaly druskos, pavyzdZiui, natrio
citratas arba kalio acetatas, o taip pat ir amonio
citratas, acetatas, sulfatas ir chloridas. Be to, i
eliuenty sudetj ieina besimaiSantys su vandeniu
organiniai tirpikliai, tokie kaip, pavyzdZiui, alko-
holiai, ketonai, metilacetatas, dioksanas, dimetil-
sulfoksidas arba acetonitrilas. Tinkamiausi yra
alkoholiai, pavyzdZiui, n- arba izopropanolis,

metanolis, etanolis arba metilacetatas.

Tirpikliy, besimai%an&iy su vandeniu, koncentracija yra
ribose nuo 1 iki 90%, daZniausiai nuo 10 iki 60%, dar
geriau nuo 10 iki 35%. Buferiniy medZiagy koncentracija
yra nuo 1 mmol/l iki 2 mol/l, perskaidiavus vandeniui
kaip tirpikliui, daZniausiai nuo 25 mmol/l iki 1 mol/l.
Amfoteriniy jony koncentracija gali svyruoti pladiose
ribose. Tinkamiausi kiekiai yra nuo 10 mmol/l1 iki
1 mol/1, perskaidiavus vandeniui kaip tirpikliui,

geriausia - nuo 20 mmol/l iki 500 mmol/l.

Chromatografinio proceso metu temperatira yra nuo 0°c
iki 50°C, geriausia nuo 10 iki 30°C, ypa& gerai nuo
15 iki 20°%. Chromatografijos metu naudojamas sleégis
lieka pastoviu. Chromatografijos metu slégis gali buti
jvairus, pavyzdZiui, nuo 5 iki 400 bar, ypa& gerai

esant slégiui 20-100 bar.

Kolonelés uZpildymas, chromatografija ir insulino bei
jo dariniy plovimas eliuentu atliekamas Zinomais,
iprastais, techniniais metodais. Kolonélés uzZpildymas
gryninamu insulino tirpalu atliekamas panaudojant van-
deninius-alkoholinius arba, daZnai, grynai vandeninius
buferinius tirpalus. Baltymy dalis insulino tirpale

sudaro 1-10%, daZniausiai 3%.
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Remiantis $iuo i3radimu, insuliny praplovimas eliuentu
atliekamas esant pastoviai buferiniy medZiagy
koncentracijai (izokritiné) arba kei&iantis buferyje
organinio tirpiklio, besimaiZan&io su vandeniu, daliai.
Organinio tirpiklio dalis kei&iasi taip, kad organinio
tirpiklio koncentracija dideéja priklausomai nuo
eliuento tirio, t.y., Jji daZniausiai yra linijineje

priklausemybéje.

Po chromatografijos insulinas i3skiriamas i3 eliuento
nusodinant cinku arba kristalinant. Tirpiklis i85
tirpalo gali biti pa3alinamas nudistiliuojant vakuume
ir po to atstatant tirpalo koncentracija praskiedus
vandeniu. Kiekvienu atveju tirpiklio koncentracija
prie3 nusodinimg arba kristalinimg turi bidti 10% arba
ma¥iau, kad palaikyti baltymy koncentracija 50 mg/l.
Gautas grynas insulino nuoseédas galima isskirti
dekantuojant, centrifuguojant arba filtruojant ir po to

dZiovinant.

Metodas, remiantis Siuvuo idradimu, tinka ne tik
analitinei, bet ir preparatyvinei chromatografijai,
ypa& tuo atveju, Jjei, remiantis Siuo i3radimu, Siuo
metodu dirbama naudojant preparatyvini AESCh jrenginj.

ISsireidkimas "preparatyviné chromatografija" supranta-
mas kaip gryninimo metodas su tikslu gauti gryng
produkta ne tik analizei. Gryno produkto kiekis gali
svyruoti pla&iose ribose, pavyzdZiui, nuo 1 mg iki

50 kg, daZniausiai nuo 50 mg iki 15 kg.

Sekanc¢iuose pavyzdZiuose atskirai pateikti Siame

idradime apra3yti metodai.
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1 PAVYZDYS

Buferis A: 0,2 molio amonio sulfato, 0,1 molio gli-
cino, 0,05 molio natrio citrato, pH 5,5,

vien tik vandens tirpalas;

Buferis B: 0,1 molio amonio sulfato, 0,1 molio gli-
cino, 0,05 molio natrio citrato, pH

5,5 vanduo/n-propanolis santykiu 1:1;

Sorbentas: NUCLEOSIL C18, 15-25 um, sferiniai, pory
dydis 100A, firma MACHEREY + NAGEL, Diiren.

Kolonelés dydis: 40 mm x 250 mm.

Kolonélé uZpildoma 3,5 g Zmogaus insulinu (HI) - gautu
skaidant trifluoracto rig3timi Zmogaus insulino-B30-
ditretbutilo eterj/eteris - baltymoe dalis 79,1%.
Insulinas plaunamas eliuentu, auk3to slégio siurblio
pagalba sumaiSant mai8ymo irenginyje buferius A ir B;
del to susidaro propanolio gradientas nuo 14 iki 20%,
jeigu siurbliu paduodamas 46 ml/min eliuento. Po
frakcionavimo ir kristalinio #mogaus insulino (HI)
idskyrimo, gaunamas produktas, turintis 97% baltymy
pagrindinéje frakcijoje (i3eiga 88,5%) ir 85,7% baltymy
Salutinéje frakcijoje (i%eiga 7,5%). Bendras insulino
kiekis 96%.

2 PAVYZDYS

Buferis A: 0,1 molio amonio sulfato, 0,1 molio
glicino, 0,025 molio natrio citrato, pH
5,5, vien tik vandens tirpalas;

Buferis B: 0,05 molio amonio sulfato, 0,1 molio

glicino, 0,025 molio natrio citrato, pH

5,5 vanduo/n-propanolis santykiu 1:1;
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Sorbentas: NUCLEOSIL C18-P, 15-25 m, sferiniai, pory
dydis 100 A, firma MACHEREY + NAGEL.

Kolonélés dydis: 40 mm x 250 mm.

Auk3to slégio siurblio pagalba kolonélé uZpildoma 7,0 g
fmogaus insulinu (HI) (baltymo dalis 86,1%), gautu
skaidant Zmogaus insulino-di-tret-butilo eteri/eteris,
kuris naudojamas 3%-tinio tirpalo buferyje 0,1 mol
glicino/druskos rig3ties pavidale, pH 2,8. Po to
plaunama, esant slégiui, eliuentu - auk3&iau aprasytais
buferiniais tirpalais n-propanolio gradiente. Propa-
nolio koncentracija 60 min. bégyje iSauga nuo 14 iki
17,5%. Po frakcionavimo ir kristalinimo auk3d&iau
minétais metodais gaunamas produktas, turintis 98,7%
baltymo. ISgryninto Zmogaus insulino iSeiga sudaro 91%,

skaidiuojant pagal jvesta insuling.

3 PAVYZDYS

Buferis A: 0,1 molio amonio sulfato, 0,1 molio gli-
cino, 0,025 molio natrio acetato, pH 5,5,
vien tik vandens tirpalas;

Buferis B: 0,05 molio amonio sulfato, 0,1 molio gli-

cino, 0,025 molio natrio acetato, pH 5,5,

vanduo/n-propanolis santykiu 1:1.

Sorbentas: LICHRESPHER SELECT B, C8, 15-25 um, pory
dydis 60A, firma

Koloneélés dydis: 50 mm x 250 mm.

Kolonélé uZpildoma 10 g reakcijos miSinio tirpalu, i
kurio sudéti ieina peramidintas kiauliy insulinas su
tripsinu, i3tirpinti 200 ml buferio - 0,1 molio

glicino/druskos ruag3ties, pH 2,8. Plaunama 120 minu&iy
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bégyje eliuentu, esant padavimo grei&iui 40 ml/min. ir
didéjant propanolio koncentracijai nuo 14 iki 30%, po
to baltymai i3skiriami i atskirus komponentus. Po
kristalinimo arba nusodinimo ir dZiovinimo, kaip
pagrindiné frakcija gaunamas Zmogaus insulino-B30-di-
tret-butiltreonino eteris/eteris, kurio grynumo
laipsnis daugiau kaip 97% ir iSeiga 93%, skai¢iuojant

pagal jvesta insuling.

4 PAVYZDYS

Buferis A: 0,1 molio natrio chlorido, 0,1 molio
glicino, 0,025 molio natrio acetato, pH
5,5, vien tik vandens tirpalas;

Buferis B: 0,05 molio natrio chlorido, 0,1 molio

glicino, 0,025 molio natrio acetato, pH

5,5, vanduo/n-propanolis santykiu 1:1.

Sorbentas: ZORBACH PRO 10, C8, 10 um, firma Du Pont.

Koloneélés dydis: 5 cm x 25 cm.

7,5 g HI, gauto skaidant trifluoracto rug3timi Zmogaus
insulino B30-di-tret-butiltreonino eteri/eteris, i%tir-
pinto 100 ml 0,1 molio glicino/druskos rig3ties tir-
palo, plaunama eliuentu panaudojant siurbli ir esant
padavimo grei&iui 80 ml/min. Buferio B koncentracija
60 minu¢iy bégyje padidéja iki 18-25%, sulaikymo laikas
- apie 37 minutes. Po kristalinimo ir dZiovinimo, i3
pagrindinés frakcijos galima iSskirti iki 96,8% HI,
skai¢iuojant pagal jvesta kieki, grynumo laipsnis
maZiau kaip 50%.
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5 PAVYZDYS

Buferis A: 0,2 molio natrio sulfato, 0,1 molio gli-
cino, 0,03 molio amonio acetato, pH 5,5,
10%-tinis metilacetatas;

Buferis B: 0,05 molio natrio sulfato, 0,1 molio gli-
cino, 0,03 molioc amonio acetato, pH 5,5,
20%-tinis metilacetatas.

Sorbentas: KROMASIL C8, 13 m, pory dydis 100A, firma
EKA NEBEL.

Kolonélés dydis: 5 x 25 cm.

Stambiy raguo&iy insulinas jvedamas i kolonéle (8 g/l
kolonélés tiirio), panaudojant buferj, susidedanti i$§
0,1 molio glicino/druskos rug3ties, ir Dbalansuojant
30%-tiniu buferio B tirpalu. Buferio B koncentracija
90 minudiy bégyje padidéja iki 80% (=18% metilacetato).
Stambiy raguo&iy insulinas, 1i8plautas eliuentu po
65 minu&iy, grynumo laipsnis pagrindinéje frakcijoje
daugiau kaip 97,5% (iSeiga 63,5%), nusodinamas cinko
chloridu, pried tai praskiedus vandeniu. Bendras
baltymy kiekis 92,5%.

6 PAVYZDYS

Buferis A: 0,1 molio amonio sulfato, 0,1 molio gli-
cino, 0,025 molio natrio acetato, pH 5,5,
5% n-propanolio;

Buferis B: 0,05 molio amonio sulfato, 0,1 molio gli-

cino, 0,025 molio natrio acetato, pH 5,5,

vanduo/n-propanolis santykiu 1:1.
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Sorbentas:  KROMASIL C,, 13 um. Pory dydis 100A, firma
EKA NEBEL.

Kolonélés dydis: 5 ecm x 25 cm.

Kolonelé uZpildoma 4 g Zmogaus insulino (=8 g/l), gauto
skaidant trifluoracto riag3timi Zmogaus insulino-B30-di-
tret-butiltreonino eterj/eteris, grynumo laipsnis apie
92%. Buferio gradientas 18-25% 90 minud&iy beégyje
i3plauna Zmogaus insuling, po 45 minu&iy insulino
grynumo laipsnis pagrindinéje frakcijoje daugiau kaip
97% (i8eiga 91,8%), o 3alutinéje frakcijoje - 80,5%
(iSeiga 4,7).

7 PAVYZDYS

Buferis A: 0,1 molio amonio sulfato, 0,1 molio gli-
cino, 0,026 molio natrio acetato, pH 5,5,

10% n-propanolio;

Buferis B: 0,05 molio amonio sulfato, 0,1 molio gli-
cino, 0,025 molio natrio acetato, pH 5,5,

vanduo/n-propanolis santykiu 1:1.

Sorbentas: KROMASIL C8, 13 um, pory dydis 100A, firma
EKA NEBEL.

Kolonélés dydis: 10 cm x 40 cm.

I kolonele ivedama 18 g kiauliy insulino, esanéio
1,8 litro buferio, pagaminto i3 0,1 molio glicino/
druskos rag3ties, pH 3,0, su 5% n-propanolio. Gra-
dientas 70 minuéiy bégyje padidina buferio kieki nuo 9%
(=13,6% n-propanolio) iki 11% (=14,4% n-propanolio).
Kiauliy insulinas plaunamas eliuentu po 50 minud&iy,
baltymo kiekis pagrindinéje frakcijoje daugiau kaip 98%
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(i3eiga 89%) . Bendras baltymo kiekis 96, 8%,
skai&iuojant pagal jvestsy.
8 PAVYZDYS
Buferis A: 0,2 molio amonio chlorido, 0,1 molio gli-

cino, 0,025 molio natrio citrato, 5% n-
propanclio, pH 5,5.

Buferis B: kaip ir A buferis, tik papildomai pridéta
50% n-propanolio.

Sorbentas: KROMASIL C8, 13 um. Pory dydis 100A, firma
EKA NOBEL, 3vedija.

Kolonélés dydis: 50 mm x 250 mm.

4 g gentechniskai gauto Zmogaus insulino (89,5%
baltymo) iStirpinama 0,1 molio glicino buferyje, pH
3,0; gautas 2% baltymo tirpalas auks$to slégio siurbliu
paduodamas i kolonéle. Plaunama eliuentu linijiniais
gradientais nuo 13 iki 16% n-propanoclio 70 minucdiy
bégyje, esant padavimui 80 ml/min. Po frakcionavimo ir
kristalinimo, pagrindinéje frakcijoje gaunamas Zmogaus
insulinas, turintis 98% baltymo, i8eiga 93%. Bendras

baltymo kiekis 98%, skai&iuojant pagal jvesta kiekij.

9 PAVYZDYS

Buferis A: 0,2 molio amonio sulfato, 0,1 molio
glicino, 0,025 molio amonio citrato, 5%
etanolio, pH 5,5.

Buferis B: kaip ir buferis A, tik pridéta 50% etanolio.

Sorbentas: KROMASIL Cgz, 10 pm, pory dydis 100A, firma
EKA NEBEL, 3vedija.
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Kolonelés dydis: 50 mm x 250 mm.

250 ml glicino buferio, pH 3,0, istirpinama 4,5 g
gentechni3kai gauto Zmogaus insulino (86,3% baltymo) ir
po to siurbliu paduodama i kolonéle. Baltymo chromato-
grafijai, dviejy auk3to slégio siurbliy pagalba,
sukuriamas linijinis gradientas i3% abiejy A ir B
buferiy. Plaunama eliuentu, praéjus 100 minudiy, esant
33% etanolio koncentracijai ir pastoviam 80 ml/min.
padavimui. Po frakcionavimo ir kristalinimo pagrin-
dinéje frakcijoje gaunama Zmogaus insulinas, turintis
96% baltymo, bendras baltymo kiekis 93%, skaic¢iuojant
pagal jvestag produktg.

10 PAVYZDYS

Buferis A: 0,2 molio amonio chlorido, 0,1 molio
glicino, 0,025 molio natrio citrato, 10%

metilacetato, pH 5,5.

Buferis B: tos palios drusky koncentracijos, kaip ir

A buferyje, tik 20% metilacetato.

Sorbentas:  KROMASIL Cq, 10 pm, pory dydis 100A, firma
EKA NEBEL, S3vedija.

Chromatografijai iStirpinama 200 ml vandeninio glicino
buferio 4,6 g nevalyto Zmogaus insulino, gauto
perdirbant gentechni%kai sukurta insulinag ir po to
siurbliu paduodama i AESCh kolonéle, kurios dydis 50 x
250 mm. Kolonélés medZiaga i8balansuojama A ir B
buferiais dviejy auk3to slégio siurbliy pagalba iki
metilacetato koncentracijos 13%. Po to, Zmogaus
insulinas plaunamas 90 min. bégyje eliuentu, esant
linijiniam gradientui 13-17% metilacetato. Pagrindinis

produktas iSskiriamas kristalinant i% eliuato. Gaunama
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3,8 g Zmogaus insulino, kuriame 96% baltymo. Bendras
baltymo kiekis 93%, skai¢iuojant pagal pradine

medZiagsy.
11 PAVYZDYS

Buferis A: 0,2 molio amonio sulfato, 0,1 molio be-
taino, 0,05 molio citrinos riugSsties, pH
5,5, paSarminus natrio Sarmu (vien tik

vandeninis tirpalas);

Buferis B: 0,1 molio amonio sulfato, 0,1 molio
betaino, 0,05 molio citrinos ruagsSties, pH
5,5, paSarminus natrio S3Sarmu (vanduo/izo-

propanolis santykiu 1:1).
Sorbentas: NUCLEOSIL C18, 15-25 um, sferiniai, 100A.
Kolonéle: 40 mm x 250 mm.
Padavimas: 45 ml/min.

Kolonélé uZpildoma 3 g (79% baltymo) Zmogaus insulinu,
gautu skaidant Zmogaus insulino-di-tret-butilo
eteri/eteris. UZpildoma 3%-tiniu tirpalu buferyje,
kuris paruo3tas i% 0,1 molio betaino/druskos rug3ties,
pH 3,0, auk3to slégio siurblio pagalba. Po to plaunama
eliuentu - auki&iau minéta buferiy sistema, esant 44% B
buferio. Sulaikymo laikas maZdaug 35 minutes. Po
frakcionavimo, pagrindinéje frakcijoje gaunama 98,1%
Ymogaus insulino, iSeiga 80,5%. Bendras baltymo kiekis
- 90,5%.

12 PAVYZDYS

Buferis A: 0,1 molio amonio sulfato, 0,1 molio gliu-

tamino ridg3ties, 0,05 molio citrinos ruags-
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ties, pH 5,45, paSarminus natrio Sarmu

(vien tik vandeninis tirpalas);

Buferis B: 0,1 molio amonio sulfato, 0,1 molio gliu-
tamino rig3ties, 0,05 molio citrinos
rugsSties, pH 5,5, pa3arminus natrio Sarmu,

(vanduo:n-propanolis = 1:1).

Sorbentas: NUCLEOSIL C18~P, 15-25 um, sferiniai, 100A.
Koloneéle: 50 mm x 250 mm.
Padavimas: 60 ml/min.

Kolonelé uZpildoma 6 g Zmogaus insulino (73% baltymo),
gauto skaidant Zmogaus insulino-di-tret-butilo eteri/
eteris. UZpildoma 3%-niu tirpalu 0,1 molio acto
ragsties, pH 3,0, auk3to slégio siurblio pagalba. Po to
plaunama eliuentu - auk3&iau mineta buferiy sistema,
esant 25-28% B buferio gradientui. Sulaikymo laikas
maZdaug 25 minutés. Po frakcionavimo pagrindinéje
frakcijoje gaunama 98,6% Zmogaus insulino, iZeiga 65%.
Bendras baltymo kiekis 88, 5%.

13 PAVYZDYS

Buferis A: 0,15 molio amonio sulfato, 0,1 molio tri-
etilamino, pH 6,5, ©parig3tinus sieros
rigStimi (vien tik vandeninis tirpalas);

Buferis B: 0,08 molio amonio sulfato, 0,05 molio

trietilamino, pH 6,5, parig3tinus sieros

rigstimi (vanduo: 2-propanolis = 1:1).
Sorbentas: NUCLEOSIL C18-P, 15-25 pm, sferiniai, 100A.

Kolonélé: 50 mm x 250 mm.
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Padavimas: 60 ml/min.

UZpildZius kolonéle 5g Zmogaus insulino, gauto
trifluoracto rigstimi skaidant insulino-di-tret-
butiltreonino eteri/eteris, 3% tirpalu, plaunama
eliventu, esant buferio B koncentracijai nuo 32 iki
42%. Sulaikymo laikas - 40 minuc¢iy. Po frakcionavimo
ir kristalinimo, pagrindinéje frakcijoje gaunama 72%,
grynumo laipsnis 92,7%. Bendras baltymo kiekis 76%,
skai&iuojant pagal ivestg kieki.

14 PAVYZDYS
Buferis A: 0,1 molio <citrinos rigs8ties, 0,2 molio

amonio sulfato, pH 2,5, parigstinus

druskos ragstimi, vien tik vandeninis

tirpalas;
Buferis B: 0,1 molio <citrinos rigsties, 0,1 molio
amonio sulfato, pH 2,5, parigsStinus

druskos riGgs$timi, wvanduo: n-propanolis =
1:1.

Sorbentas: NUCLEOSIL C18, firma MACHEREY + NAGEL

Kolonéle: 40 x 250 mm.

Padavimas: 45 ml/min.

UZpildZius kolonéle 3 g Zmogaus kilmés insulino, gauto
trifluoracto rGg3timi skaidant Zmogaus insulino-di-
tret-butiltreonino eteri/eteris, 3% tirpalu 0,1 molio
glicino buferyje, pH 3,0, plaunama eliuentu, esant
buferio B koncentracijai nuo 34 iki 35%. Sulaikymo
laikas =~ 45 minutés. Po frakcionavimo, kristalinimo ir

dZiovinimo i3skiriama 57% pagrindinéje frakcijoje,
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skai¢iuojant pagal jvestg kieki (grynumo laipsnis
94,8%) ir 16% S3alutinéje frakcijoje (grynumo laipsnis
84%) .

15 PAVYZDYS

Buferis A: 0,1 molio <citrinos rug3ties, 0,2 molio
amonio sulfato, pH 3,5, partg3tinus drus-

kos rugstimi, vien tik vandeninis
tirpalas;
Buferis B: 0,1 molio citrinos ragities, 0,1 molio

amonio sulfato, pH 3,5, pardg3tinus drus-

kos rug3timi, vanduo:n-propanolis = 1:1.

Sorbentas: NUCLEOSIL C18, firma MACHEREY + NAGEL

Kolonéle: 40 x 250 mm

Padavimas: 45 ml/min.

Kolonelé wuZpildoma kaip ir 14 pavyzdyje. Sulaikymo
laikas - apie 40 minuéiy. Po frakcionavimo,
kristalinimo ir dZiovinimo gaunama 51% pagrindineje
frakcijoje, skai&iuojant pagal ivesta Zmogaus insulina,
grynumo laipsnis 97,5%, ir 4% Salutinéje frakcijoje,
grynume laipsnis 68%.

16 PAVYZDYS

Buferis A: 0,1 molio Tris, 0,1 molio glicino, 0,1 mo-
lio amonio chlorido, pH 8,5, parig3tinus
druskos ruag3timi, <vien tik vandeninis

tirpalas;
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Buferis B: 0,1 molio Tris, 0,1 molio glicino, 0,1 mo-
lio amonio chlorido, pH 8,5, parig3tinus

druskos rigs$timi vanduo: n-propanolis = 1l:1.
Sorbentas: KROMASIL C8, 13 um, 100A.
Kolonéle: 50 mm x 250 mm
Padavimas: 60 ml/min.

Kolonélé, subalansuota 33%-tiniu B buferiu, uZpildoma
6 g Zmogaus insulino, gauto skaidant trifluoracto
rigdtimi (Zr. 14 pavyzdi), 3% tirpalu 0,1 molio Tris
buferyje, pH 8,5. Po 35 minu&iy plaunama eliuentu. Po
funkcionavimo ir kristalinimo pagrindinéje frakcijoje
gaunama 96,6% Zmogaus insulino, kurio iSeiga 86%.
Bendras baltymo kiekis - 95%.

17 PAVYZDYS

Buferis A: 0,1 molio amonio chlorido, 0,025 molio
citrinos rug3ties, pH 5,5, paSarminus

amoniaku, 50% (tdrio) n-propanolio.
Sorbentas: KROMASIL C8, 13 um, 100A.
Kolonele: 50 mm x 250 mm.
Srautas: 60 ml/min.

Kolonélé uZpildoma, kaip jau buvo apra3yta, 6 g Zmogaus
insulinu, gautu skaidant trifluoracto rags$timi (Zr.
14 pavyzdi). Gradientas nusistato 60 min. begyje, esant
B buferio kiekiui 21-25%. Po to insulinas plaunamas
eliuentu, sulaikymo laikas - 40 minudiy. Pagrindinéje
frakcijoje yra 91%, skaidiuojant pagal ivesta produkta,
grynumo laipsnis 97,5%. Bendras baltymo kiekis - 96%.
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18 PAVYZDYS

Buferis A: 0,1 molio kalio chlorido, 0,025 molio cit-
rinos rig3ties, pH 5,5, pa3arminus kalio

Sarmu, 5% (tario) n-propanolio.

Buferis B: 0,1 molio kalio chlorido, 0,025 molio
citrinos rag3ties, pH 5,5, pa3arminus

kalio Sarmu, 50% (tGrio) n-propanolio.
Sorbentas: KROMASIL C8, 13 um, 100A.
Kolonélé: S0 mm x 250 mm
Srautas: 60 ml/min.
UZpildymas ir gradientas kaip 17 pavyzdyje. Plovimas
eliuentu po 35 minu&iy. Pagrindinéje frakcijoje yra 90%

Zmogaus insulino, skaidiuojant pagal ivesta kieki,
grynumo laipsnis 96, 5%. Bendras baltymo kiekis - 93%.

19~24 PAVYZDZIAI

PavyzdZiuose 19-24 chromatografija atliekama tomis
padiomis salygomis kaip ir 14 pavyzdyje. Keiciasi tik
buferis arba amfoteriniy jony koncentracija.

19 PAVYZDYS

Buferis A: 0,15 molio amonio sulfato, 0,1 molio tri-
etilamino, pH 7,0, paragdtinus sieros
rigstimi.

Buferis B: 0,08 molio amonio sulfato, 0,05 molio tri-
etilamino, pH 7,0, parig3tinus sieros

rig3timi.
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Rezultatas: pagrindinés frakcijos grynumas 95, 2%,

pagrindinés frakcijos iSeiga 67%.
20 PAVYZDYS
Buferis kaip 16 pavyzdyje, tik be 0,1 molio glicino.

Rezultatas: pagrindinés frakcijos grynumas 96,1%,
pagrindineés frakcijos iSeiga 65%,

Salutinés frakcijos i3eiga 25%.
21 PAVYZDYS

Buferis kaip 15 pavyzdyje, bet papildomai jvesta

0,1 molio glicino.

Rezultatas: pagrindinés frakcijos grynumas 96%, pag-
rindinés frakcijos i8eiga 66%, 3alutines

frakcijos iSeiga 6%.
22 PAVYZDYS

Buferis A: 0,1 molio amonio chlorido, 0,025 molio
citrinos riug3ties, pH 4,5, ©paSarminus
amoniaku, 5% (tirio) n-propanolio, 0,1 mo-

lio glicinbetaino.

Buferis B: kaip ir buferis A, bet papildomai 50% n-

propanolio.

Rezultatas: pagrindinés frakcijos i3eiga 88%, Salu-
tinés - 6%, pagrindinés frakcijos grynumas
- 98,1%.
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23 PAVYZDYS

Buferis, kaip 22 pavyzdyje, bet pH 5,4 ir 0,1 molio
glicino vietoj glicinbetaino.

Rezultatas: pagrindinés frakcijos grynumas 97,9%, pag-
rindinés frakcijos i%eiga 92%, Salutinés - 8%.

24 PAVYZDYS

Buferis kaip 13 pavyzdyje, bet pH 6,0 ir papildomai

0,1 molio glicino.

Rezultatas: pagrindinés frakcijos grynumas 94, 3%,
pagrindines frakcijos iSeiga 77%,

Salutinés - 13%.
25 PAVYZDYS
1 Lenteléje pateiktos insuliny i3eigos ir grynumas

priklausomai priklausomai nuo pH reik3miy ir/arba

eliuvate esan¢iy amfoteriniy jony.
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1 Lentele
Pavyz- Amfoteri-~ | Pagrindinés I3eiga (%)
dZio reik3mé | niai jonai frakcijos
Nr. grynumas Pagrindineé Zalutine
(%) frakcija frakcija
14 - 94,8 57 16
15 3,5 - 97,5 51 4
13 - 92,7 72
19 7,0 - 95,2 67 -
20 - 96,1 65 25
17 - 97,5 91
18 - 96,5 90
21 glicinas 96,0 66
glicin-
22 4,5 betainas ‘98,1 88 6
23 5,4 glicinas 97,9 92 8
8 glicinas 98,0 93
16 glicinas 96,6 86 9
24 6,0 glicinas 94,0 77 13
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Insulino ir/arba jo dariniy chromatografinio
gryninimo ant lipofilisSkai modifikuoto silikagelio
metodas, panaudojant vandeninius buferinius tirpalus, j
kuriy sudéti jeina su vandeniu besimaiS$antys organiniai
tirpikliai, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad
naudoja buferinius tirpalus, kuriuose iStirpinti
amfoteriniai jonai arba tirpalo pH reik3meé yra artima
gryninamo insulino arba jo dariniy 1izoelektriniam

tadkui ir dalyvauja amfoteriniai jonai.

2. Metodas pagal 1 punktg, be s i s ki riantis
tuo, kad tirpikliy miSinio pH reik3mé yra iki 1 pH
vieneto aukStesné arba Zemesné uZ gryninamo insulino

arba jo dariniy izoelektrini ta3ka.

3. Metodas pagal 2 punktg, be s i s kiriantis
tuo, kad tirpikliy misinio pH ©reik3mé yra iki
0,5 vieneto Zemesné  arba aukStesne uz gryninamo

insulino izoelektrini tasks.

4. Metodas pagal vieng ar kelis punktus i3 1-3 punkty,
besiskiriantis tuo, kad amfoteriniais

jonais naudoja a-aminorug$ti arba betaing.

5. Metodas pagal 4 punkta, be s i s kiriantdis
tuo, kad amfoteriniais jonais naudoja glicinag,

gliutamino rGgsti arba glicinbetaing.

6. Metodas pagal vieng ar kelis punktus i3 1-5 punkty,
b e s is k iriant i s tuo, kad naudojami

insulino dariniai, kuriy bendra formule (I),
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S —5
] | A24
H — '4-7rana/ine' Asen — OH
<
{ |
>
82 3 829
YA vl Bfg-‘anc{(né Liz bR.SO— n

kurioje

Ry, — genetiskai koduotos L-aminorig$ties liekana,

X - hidroksigrupe, fiziologiskai inertiné bazinio tipo

organine grupe C,-Csqs genetiskai koduota

L-aminoriig8tis, turinti gale laisvag karboksilo

funkcine grupe, tokia kaip, pavyzdZiui, esterio,

amido, laktono grupe arba redukuotg iki CH,0H

grupe.
n - sveikas skaidius nuo 0 iki 10,
Y - vandenilis arba L-fenilalaninas,
A- ir B-grandinés - Zmogaus arba gyvulinés kilmés

insulino grandinés.

7. Metodas pagal 6 punktg, be s i s kiriantdis

tuo, kad (I) formuléje

R3; - L-alaninas arba L-treoninas ir

X - viena arba kelios L-aminorugstys,

priklausandios

L-arginino, L-lizino arba L-fenilalanino grupei.
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8. Metodas pagal vieng arba kelis punktus is
1-7 punkty, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad
naudoja jrenginius, skirtus preparatyvinei auks3to

efektyvumo skys&iy chromatografijai (AESCh).
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