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Vyndlez se tykd zplsobu p¥ipravy desalanin B30-vepfového insulinu enzymové& katalyzovanym
Stépenim p¥irozeného vepfového insulinu.

Insulin, peptidov§y hormon, zasahujfci{ do ¥ady Zivotnich funkci, nem& totoZnou primirni
strukturu u jednotlivych Zivo&isnych druhl. Lidskému insulinu je nejbliZfe z prakticky vyuZi-
vanych vepfovy insulin, jenZ se 1i3{ p¥itomnosti jediné aminokyseliny v poloze 30 B-Yetézce,
kde se nachdz{ v p¥ipadé lidského insulinu threonin, v p¥ipad& vepfového alanin. Po ¥adu
let rozvijend metodika semisyntézy, vyuZivajfcf katalytické aktivity enzyml, v pEfpad& tvorby
peptidové vazby hydrolytickych enzyml z fady endopeptidas, na%la bohaté uplatndni v obm&nich
pfirozenych insulinh. Semisynteticky p¥evod p¥irozenych zvi¥ecich insulind na lidsky m&
fadu metodickych p¥istupl, jeZ vyuZivajil specifické enzymy jak k fragmentaci a nédsledné
resyntéze, tak k transpeptidaénim reakcim. Vepfovy insulin je v této souvislosti nejen vhodnym
modelem, ale i prakticky vyuZivanym substrédtem. Nejlast&ji vyuZivanymi enzymy jsou trypsin
se specifitou 3t&peni za bdzickymi aminokyselinami a karboxypeptidasy se secifitou karboxy-
peptidasy A. Fragmentace neni u Z4dného z obou enzymd jednoznalnou zdlefitost{. Trypsin
atakuje dvé& mfsta v B-¥et&zci: vazbu tvofenou argininem v pozici 22 a glycidem v pozici
23, a lysinem v pozici 29 a alaninem v pozici 30. Karboxypeptidasa A od$t&puje koncové termi-
ndlni aminokyseliny Aspzl z Yetd&zce A a alanin30 z ¥Yet&zce B. Cilem t&chto enzymovych pfistu-
pb je p¥iprava des Ala B 30-insulinu, tj. fragmentu, modifikovaného pouze v jediné peptidové
vazbé a to mezi lysinem v pozici 29 a alaninem v pozici 30 Fet&zce B.

Vepfovy insulin je komplexovdn zine&natymi ionty v obsahu 0,3 aZ 0,6 % hmot., jeZ p¥i-
spivaji p¥i vyZiich koncentracich peptidu k jeho agregaci (dimer, tetramer aZ hexamer),
jejich p¥{tomnost v8ak s biologickou aktivitou neni svézana (J. Goldman, F. H. Carpenter,
Biochemistry 13, 4 566, 1974). Vy83i stupen agregace kineticky vede k znesnadnéni pfistup-
nosti enzymd k potencidlné St&pitelnym vazbém, a proto se k p¥ipravé insulinovych fragmentu
dosud vidy pouZival vep¥ovy insulin, u néhoZ byl sniZen obsah zinku na 0,035 aZ 0,06 % hmot.
vysrédienim nebo dialyzou insulinu v kyselém prost¥edi (S. S Wang, F. H. Carpenter, J. Biol.
Chem. 244, 5 537, 1969, W. W. Bromer, R, E. Chance, Biochim., Biophys. Acta, 133, 219, 1967,
L. I. Slobin, F. H. Carpenter, Biochemistry 5, 499, 1966, F. H. Carpenter, W. E. Baum,

J. Biol., Chem. 237, 409, 1962, E. W. Schmitt, H. G. Gattner, Hope-séylers Z. Physiol. Chem.
359, 799, 1978, K. Rose, H. dePury, R. E. Offord, Biochem. J. 211, 671, 1983, K. Inoye et
al. v Peptide Chemistry 1978, str. 141, Protein Res. Foundation, Osaka, 1979).

Uvedené zplsoby pf¥ipravy des-alanin B 30 insulinu, p¥i nichZ se sniZuje obsah zinku,
maji své velké nevyhody. P¥i sniZovéni obsahu zinku dochdzi ke ztrdtdm materidlu, které
mohou dosahovat a% 30 a% 35 % hmot., &ImZ je vyraznd snifena ekonomika celého pfocesu. Vysled-
ny proces je ndro&ny i na &as a prdci potfebnou k odstranéni zine&natych iontd.

Zpusob p¥ipravy des-alanin B 30-vepfového insulinu podle vyndlezu odstranuje tyto nevy-
hody, nebot vychdzi p¥imo z vepfového insulinu, u néhoZ nebyl obsah zinku sniZen. Je tak
zmen$ena pracnost i Zasovd nédrolnost celé p¥ipravy, pfedeviim ale nedochdz{ k velkym ztra-
tém, coZ podstatn& zvyhodnuje ekonomickou bilanci procesu.

Jeho p¥iprava spodivad ve spécifickém enzymové katalyzovaném St&peni p¥irozeného vep¥o-
vého insulinu s nesniZenym obsahem zinku tj. 0,3 aZ 0,6 % hmot. karboxypeptidazou A p¥i
laboratornf teploté v prost¥ed{ bazického pufru, s vyhodou hydrogenuhli&itanu amonného v roz-
mezi pH 8,1 aZ 8,5 (p¥itomnost NH: iontd tém&¥ eliminuje plsobeni enzymu v ¥et&zci A ~ Schmitt
E. W., Gattner H. G., Hoppe - Seylérs %, Physiols. Chem. 359, 799, 1978) po 20 a% 24 h.
Koncentrace insulinu s nesniZenym obsahem zinku se pohybuje mezi 1 aZ 25 mg/ml, s vyhodou
10 mg/ml a hmotnostnf pom&r insulinu k enzymu mezi 50 a% 500:1 s vyhodou 100:1. Produkt
enzymové reakce - des-alanin B30-insulin je z reakdni smési izolovédn permea&ni a ionexovou

chromatografii, kterd poskytne des-alanin B 30 insulin v homogenni{ formé.

Kvalitu karboxypeptidasy A je nutné kontrolovat s ohledem aktivit endopeptidasového
charakteru. Des-alanin B 30-insulin byl s uplatn&nim dvou purifika&nich principd ziskén
ve vyt&iku vy$8im jak 60 % hmot. Nebylo kvalitativnich ani kvantitativnich rozdi{ld v prepa-
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rédtech des-alanin B 30-insulinu p¥ipravenych jak z vepfového insulinu se sniZenym obsahem
0,035 aZ 0,06 % hmot. tak s normdlnim obsahem zinku 0,3 aZ 0,6 % hmot.

Des-alanin B 30-insulin je z&kladnim substritem pro kondenzalni reakce smé&fujici k p¥i-
pravé lidského insulinu a jeho derivatd (Morihara K., Oka T., Tsuzuki H., Nature 280, 412,
1979, Rose, K. DePury H., Offord R. E., Biochem. J. 211, 671, 1983, Jonczyk A., Gattner
H. G., Hoppe-Seylér s 3. Physiol. Chem. 362, 1 591, 1981).

P¥{iklad 1

Stanoveni aktivity karboxypeptidasy A dle metody Slobina a Carpentera (Biochemistry
5, 499 (1966)).

6

Pro stanoveni byly pfipraveny nésledujici roztoky: A-2,03.10 ° mol/l roztok enzymu

v 10 % hmot. chloridu draselného (moldrni extinkdn{ koeficient prc enzym 6278 = 6,41.104
l.mol—l.cmml); B~50 mmol/l Tris/HCl pufr, pH 7,5, 1 mol/l chloridu sodného; C-roztok substri-
tu 10 mmol/l %-Gly-D,L~Phe v 0,02 mmol/l hydroxidu sodného. Reakéni smés byla p¥ipravena
smichédnim 1,5 ml roztoku B, 0,3 ml roztoku C a 1,1 ml destilované vody. P¥iddnim 0,1 ml
roztoku A byla zahdjena vlastni reakce, kterd byla provedena p¥i teploté 24 °c. Rychlost
reakce byla stanovena ze zmé&n absorbance p¥i 225 nm v t¥icetisekundovych intervalech po

dobu t¥{ minut. Specifick& aktivita enzymu se pohybovala kolem 0,5 pkat/mg.
Pp¥{klad 2
Stanoveni potenci&lni kontaminujici tryptické a chymotryptické aktivity karboxypeptidasy A.

Pro stanoveni byly ptripraveny nédsledujici roztoky: A ~ 1 mmol/l roztok ;nzymu v 10 ¢
hmot. chloridu draselného; B - 50 mmol/l Tris/HCl pufr pH 7,5 v 1 mol/l chloridu sodného;
C - roztoky substrdtd - 0,92 mmol/l benzoyl-L-arginyl-p-nitroanilidu v 5 % hmot. dimethyl-
formamidu (roztok Cl) a 1 mmol/l glutaryl-L-phenylalanyl-p~nitroanilid (roztok Qz). Tryptic~
k& aktivita byla stanovena pomoci roztoku C; v nésledném uspofddéni: k 3 ml roztoku B byl
pfidén 1 ml roztoku C; a reakce byla zahdjena pfiddnim 0,1 ml roztoku A. Reakéni smés byla
ponechdna pfi teploté& 24 O 0 a¥ 24 h, kdy v prib&hu 24 h byla sledovdna pfipadnd hydrolyza
benzoyl-L-alrginyl~p-nitroanilidu m&¥enim absorbace p¥i 406 nm. Chymotryptickd aktivita
byla sledovédna obdobnym zpusobem s vyjimkou n&hrady roztoku C1 roztokem Cye

priklad 3
P¥{iprava insulinu se sniZenym obsahem zinku.

P¥i odstranovéni zinku ze vzorku vep¥ového insulinu bylo postupovéno dle metody Carpen-
tera (Arch. Biochem. Biophys. - 78, 539, (1958)). 150 mg insulinu bylo rozpuSténo v 10 ml
0,2 mol/l kyseliny chlorovod{kové. Insulin byl poté vysrd¥en p¥idédnim 180 ml vychlazeného
acetonu (4 °C). Suspenze ponechanéd p¥es noc pfi 4 Sc byla odstf¥edé&na, sediment opakované
promyt vychlazenym acetonem, odstfedén a po odsdti acetonu rozpuitén v 0,5 mol/l kyseliné
octové. Insulin byl isolovén lyofilizacf, jeho vytéZek byl 76 % hmot. (primér z 5 pokusi).
Obsah zinku v prepardtu byl stanoven titraci chelatonem III v amoniakdlnim prostfedf, kdy
bylo nalezeno, ¥e ve srovnéni s pivodnim prepardtem (obsah zinku 0,4 % hmot.) dochazi ke

sniZeni obsahu na 0,05 % hmot.

P¥{klad 4

30

P¥iprava des—AlaB -insulinu z vepfového insulinu se sniZenym obsahem zinku.

400 mg vepfového insulinu se sniZenym obsahem zinku bylo rozpusténo v 40 ml 0,1 mol/l
hydrogenuhli&itanu amonného pH 8,3. Bylo p¥idéno 0,2 ml 1 mmol/l roztoku karboxypeptidasy A.




265179 4

Hydrolitick& reakce probfhala p¥i teploté 22 az 24 S¢ po dobu 22 hodin, v pribé&hu inkubace
byly odebirdny vzorky za Ulelem stanoveni dosaZeného stupné€ hydrolyzy. Po 22 hodindch byla
reakéni smés lyofilizovéna, sole a enzym byly odstran&ny gelovou chromatografii na kolong
Sephadexu G-25 fine (3,5x%30 cm) v 1 mol/l kyselin& octové. Frakce obsahujfc{ des~Ala-insulin
byly spojeny a lyofilizovény. Ziskany produkt (339 mg, 85 % hmot. vytdZek) byl predi§t&n
ionexovou chromatografii na kolon& DEAE-Sephadexu A-25 (3x20 cm) v 50 mmol/l Tris/HC1l pH 8,1
v pfitomnosti 7 mol/l mo&oviny, jak je uk&z&no na obrézku 1. Vrchol oznadeny I odpovidd
des-Ala-insulinu, vrchol ozna&eny II odpovidd des-amidoA2l-des-AlaB30-insulinu, A -~ eludni objem
(ml), B - absorbance p¥i 276 nm, C -~ koncentrace NaCl v eluénim pufru (mol/l)}. Frakce odpo-
vidajici vrcholu des—AlaBBo-insulinu byly spojeny a lyofilisovdny, ziskany prepardt byl
odsolen gelovou chromatografif na koloné& Sephadexu G=10 £ (3,5%50 cm) v 1 mol/l octové kyse-
liné a zlyofilizovdn. Bylo ziskdno 244 mg des-Ala~insulinu, coZ p¥edstavuje 61 % hmot. vzhle~
dem k vychozimu mnoZstvi vep¥ového insulinu. Produkt byl shleddn homogennim p¥i elektro-
foréze v polyakrylamidovém gelu. Ziskany prepardt byl ddle podroben aminokyselinové analyze,

jak je uvedeno v tab. I.
Tabulka 1
Vysledek aminokyselinové analyzy.
a) des-Ala-insulin, p¥ipraveny ze zinku prostého vepfového insulinu;

b) des-Ala-insulin, p¥ipraveny z vepf¥ového Zn-insulinu;
c) vep¥ovy Zn-insulin vychozi materidl.

a) b) )
Nalezeno Vypolteno Nalezeno Vypoclteno Nalezeno Vypodteno
Lys 0,97 1 0,89 1 0,97 1
His 1,92 2 1,92 2 1,88 2
Arg 0,89 1 0,94 1 0,98 1
Asp 2,88 3 2,79 3 2,88 3
Ihr 1,91 2 1,89 2 1,95 2
Sex 2,64 3 2,64 3 2,64 3
Glu 7,00 7 7,00 7 7,00 7
Pro 0,96 1 1,09 1 0,97 1
Gly 3,81 4 3,68 4 3,67 4
Ala 0,90 1 0,91 1 1,82 2
val 3,54 4 3,29 4 3,39 4
Ile 1,41 2 1,32 2 1,31 2
Leu 6,18 6 5,74 6 5,89 6
Tyr 3,88 4 3,78 4 3,77 4
Phe 3,02 3 2,90 3 2,97 3

P¥iL{klad 5

30

P¥iprava des-a1a"*®-insulinu z vepfového Zn-insulinu.

Z vepfového insulinu s obsahem zinku 0,4 % hmot. byl p¥ipraven des-a1a®30

B30

-insulin stej~

nym postupem jako je uvedeno v p¥ikladé 4. VytéZek des-Ala -insulinu po gelové chromato-

"grafii byl 89 % hmot., po ionexové chromatografii 62 % hmot., vzhledem k vychozimu mnoZstvi

vepfového insulinu. Prepardt byl podroben aminokyselinové analyze, vysledek je uveden v ta-
bulce I.
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P¥ri{iklad 6
Stanoveni uvolnéného alaninu a asparaginu.

Uvolfiovdni alaninu a asparaginu p¥i $t&peni insulinu karboxypeptidasou A bylo sledovano
aminokyselinovou analyzou reak&ni sm&si. 2 reak&ni smdsi bylo odebrdno pfesné mnoZstvi odpo-
vidajici odhadem 200 a% 300 nmol alaninu, Deproteinace byla provedena priddnim 1 ml 20%
kyseliny trichloroctové. Po odstfedéni byl odebrdn presny objem, obsahujici odhadem 100 nmol
alaninu a odpafen. Aminokyselinovd analyza byla provedena metodou podle Moora a Steina (Moore
S., Stein W. H.: Methods Enzymol. 6, 819 (1963)., na p¥istroji "T-339" (Mikrotechna)). 2 plo-
chy vrcholu, odpovidajiciho alaninu, bylo provndnim s plochou vrcholu p¥idané standardni
aminokyseliny vypo&teno mnoZstvi uvoln&ného alaninu. Ani v jednom p¥ipadé nebylo detegovéno
uvolnéni asparaginu. Casovy pribé&h §tépeni insulinu karboxypeptidasou A je zachycen v obr. 2.
kde je ukdzéna elektroforetickd analyza pribé&hu p¥ipravy des~Ala-insulinu. Elektroforesa
byla provedena v 17% polyakrylamidovém gelu pH 8,9 a jednotlivé vzorky odpovidaji rozdé&leni:
1 ~ vychoz{ materidl - vep¥ovy Zn-insulin; 2 - vep¥ovy zinku prosty insulin; 3 - vepF¥ovy

des-Ala-insulin, p¥elistény ionexovou chromatografii.

PREDMET VYNALEZU

1. Zptsob p¥ipravy des-alanin B30-vep¥ového insulinu vyznadeny tim, Ze p¥irozeny vepfo-
vy insulin s obsahem zinku 0,3 aZ 0,6 % hmot. se §té&pi karboxypeptidasou A v prostfedi ba-
zického pufru s vyhodou hydrogenuhli¢itanu amonného v rozmezi pH 8,1 a¥ 8,5, pfilemZ koncen-
trace insulinu v roztoku se pohybuije mezi 1 a% 25 mg/ml a hmotnostni pomér insulinu k enzymu

mezi 50 a% 500:1, naleZz se produkt enzymové reakce izoluje.

2. 2Zpisob podle bodu 1 vyznadeny tim, Ze izolace se provaddi permeadni a ionexovou chro-

matografifi.

2 vykresy
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