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Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarza-
nia prekursora insuliny.

W ciggu ostatnich kilku lat dokorano réznorod-
nych préb syntetycznego lub pélsyntetycznego wy-
twarzania insuliny. Insulina jest czasteczkg o dwach
lancuchach peptydowych, lancuchu A zawierajg-
cym 21 reszt aminokwasowych i laincuchu B za<
wierajagcym 30 reszt aminokwasowych. Eancuchy te
zawieraja trzy mostki dwusianczkowe, z ktorych
kazdy tworza dwie reszty cysteinowe. Dwa mostki
dwusiarczkowe 1gczg lancuch A z lancuchem B.
Mostki tworzgq odpowiednie reszty przy A-6 i A-1i,
i A-7 i B-7 oraz A-20 i B-19.

Jedna ze znanych metod wytwarzania insuliny
prowadzi przez czasteczke proinsuliny lub typu
promsu]nny' Proinsulina jest pojedynczym lancu-
chem pohpeptydowym, w ktérym N-koncowa lan-
cucha A 'insuliny wigze sie peptydem wigZacym
z C-koncowa grupg lancucha B insuliny, przy czym
wigzania dwusiarczkowe lgcza odpowiednie reszty
cysteinowe. Np. proinsulina ludzka ma 86 reszt
ammalcw'a.sowych z ktérych 35 tworzy peptyd wig-
z3cy. Yamaihara i inni w Diabetes 27 (Suppl. 1)
149—160 (1978) ujawniaja synteze rbéznych pepty-
déw laczacych'i proinsuliny ludzkiej.

W literaturze ujawniono inne czasteczki typu
proinsuliny, przy czym giéwng roéznicg w stosunku
do proinsuliny jest budowa ugrupowania igczacego
lancuchy A i B oraz miejsce tego polgczenia.
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Tak wiec Busse i inni w Biochemistry 15, nr 8,
1649—1657 (1976) opisujs polaczenie zawierajgce
dwie reszty metionylowe polgczone ich N-konco-
wymi . grupami poprzez grupe karbonylows, przy
czym ostateczne ugrupowanie lgczy sie z N-konco-
wa grupg glicynowa A-1 i N-kohcowa grupg lizy-
nowg B-29.

Podobnie opisano inne ugrupowanie Igczace
(patrz np. Geiger i inni. Biochem. i Biophys. Res.
Comm. 55, 60—66 (1973), Brandenburg i inni, Hoppe-
-Seyler s Z. Physiol. Chem. b.d. 354, 613—627 (1973),
opisy patentowe St. Zjedn. Am. nr 3847893, 3907763,
3683496, 3883500 i 3884897).

W kaidym z powyzszych sposobéw wy’bwarzama
insuliny prowadzacych przez pojedynczy lancuch
zawierajacy rancuchy A i B polgczone okreslonym
ugrupowaniem, bezposrednie polgczenie wewnetrz-
ne mnalezy prowadzi¢ poprzez utworzenie trzech
mostkéw dwusiarczkowych z szesciu reszt cysteino-
wych obecnych w lancuchach A i B. Po utworzeniu
wigzania dwusiarczkowego usuwa sie oryginalne
vgrupowanie lgczace, wytwarzajgc insuline.

W celu zastosowania tego sposobu do wytwa-
rzania insuliny bardzo pozadany jest skuteczny
i latwy spos6b wytwarzania prawidiowego mostka
dwusiarczkowego. Na og6t znane sposoby wytwa-
rzania mostka dwusiarczkowego polegaja na utle-
nianiu na powietrzu odpowiedniej grupy --SH. Po-
nadto, poniewaz stwierdzono, ze grupa -SH jest
nietrwala, zwykle wytwarza si¢ prekursor z grupg
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zabezpieczajacy, najczesciej ugrupowaniem S-sul-
fonianowym (-SSOs-). Tak. wiec sposoby literaturo-
we wymagajg dwoéch etapéw, to znaczy redukcji
S-sulfonianu do grupy -SH poprzez drialanie mer-
kaptanem a mnastepnie wutleniania ma powietrzu
utworzonego awigzku -SH.

J&&ny/wyjabek znany w stanie techniki w sto-
sunku do ogélnego dwuetapowego sposobu, ktéry
zastosowanio jednakze do polgczenia lancuché6w A
i B insuliny; a mie do wytworzenia dwusiarczku
z S-sulfonianowego lancucha prekursora insuliny
o linfowym lancuchu, opisuje Dixon i inni w Natu-
re 188, 721—724 (1960), przy czym sposéb ten praw-
dopodobnie zaklada wytwarzanie insuliny poprzez
potaczenie S-sulfonianéw lancuchéw A i B w jed-
nym roztworze. Szczegbly tego zmanego sposobu
podano w sposéb zupelnie szkicowy a. wydajnosé
okreslona na podstawie czynnosci odzyskanego pro-
duktu wynosi jedynie 1—2%. PézZniejsza publikacja
(Dixon, Proc: Interm. Congr. Endocrinal. 2nd
Londyn 1964, 1207—I1215 (1965) wydaje sie mieco
wyjasniaé szczegbly tego sposobu, sugerujgc w
Tablicy IV, strona 1211 dwuetapowy sposéb wyma-
gajacy beztlenowej redukceji S-sulfori>nu a nastepnie
utleniania do dwusiarczku.

Zgodnie z wynalazkiem wytwarza sie prekursor
insuliny o wzorze 1, w ktérym R oznacza atom wo-
doru, Y omnacza grupe o wzorze 2, w ktérym Z
oznacza Ala lub Thr, ugrupowania od A-1 do A-21
sg insulinowym lancuchem A insuliny ludzkiej,
bydlecej lub $winskiej, ugrupowamnia od B-1 do
B-30 sg insulinowym lanocuchem B insuliny ludz-
kiej, bydlecej lub $winskiej, a X oznacza ugrupo-
wanie, ktére laczy sie z laficuchem A insuliny przy
aminowej grupie A-1 i z laincuchem B insuliny
przy e-aminowej grupie B-29 lub karboksylowej
grupie B-30, przy czym ugrupowanie to mozna che-
micznie lub enzymatycznie odszczepi¢ od obu lan-
cuchéw A i B bez ich rozerwania, przy czym spo-
s6b wedlug wymnalazku polega na tym, ze S-sul-
fonian o wzorze 3, w ktérym R, X i Y majg wyzej
podane znaczenie, poddaje si¢ reakcji z merkapta-
nem.

Cechg sposobu wedlug wynalazku jest to, ze
merkaptan stosuje sie w iloéci dostarczajgcej okoto
1—5 grup -SH na kazdg grupe -SSO;—, w roztwiorze
wodnym o pH okolo 7—I11,5, przy stezeniu S-sulfo-
raanu do okolo 10 mg/ml $rodowiska wodnego, w
temperaturze okoto 0—37°C, przy czym sposéb re-
alizuje sie jednoetapowo, w $rodowisku zasadniczo
wolnym od srodka utleniajgcego.

Uzyte okreslenie ,prekursor insuliny” odmnosi sie
do czgsteczki, ktéra zawiera lancuch A insuliny
i lancuch B insuliny, ma co najmniej trzy wig-
zania dwusiarczkowe bedgce polaczeniem atoméw
siarki kazdej z grup Cys obecnej w tlancuchach
A i B w polozeniach odpowiednio A-6 i A-11, A-7
i B-T7 oraz A-20 i B-19, oraz ma mozliwg do usu-
niecia grupe laczacg przylaczong do lancucha A
insuliny przy aminowej grupie A-1 i do tancucha B
insuliny przy e-aminowej grupie reszty lizynowej
B-29 karboksylowej grupie aminokwasu B-30.

Grupa Z, ktéra okresla reszte aminokwasowq
B-30 insuliny jest jedng z reszt Ala lub Thr. Reszty
te reprezentuja naturalnie wystgpujace insuliny,
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przy cz;m Thr wystepuje w insulinie ludzkiej,
a Ala w insulinie bydlecej i $winskiej.
Ugrupowanie igczace X prekursora insuliny i S-
sulfonianu prexursora insuliny o linicwym lancu-
chu moze pochocrzié z wielu réznych zwiazkéw. Ko-
rzystnie ugrurcwanie X jest polipeptydem. Poli-
peptyd zwykle zawiera co najmniej 2, a korzystnie

2—35, a najzorzystniej okolo 6—35 reszt aminokwa-

sowych. Ugrupowanie X ljczy sie z lancuchem A

przy grupie aminowej A-1, a z lancuchem B przy

grupie hydroksylowej B-30. Najkorzystniej ugru-
powanie lgczace X, jezeli jest peptycdem, jest natu-
ralnym peptydem 1aczacym prekursora insuliny

i zwykle tej insuliny, ktéra reprezentuje jeden lub

oba lancuchy A i B, z ktérymi sie laczy. Przyktla-

dami naturalnie wystepujacych peptydéw lgezgcych
sa nastgpujace peptydy:

Kréliczy: -Arg-Arg-Glu - Val - Glu - Glu - Leu-
Gln-Val-Gly-Gln-Ala-Glu-Leu - Gly-
Gly-Gly - Pro-Gly-Ala-Gly-Gly-Leu-
GIn-Pro-Ser-Ala-Leu-Glu-Ala - Leu-

. Gln-Lys-Arg-. :

Ludzki: -Arg-Arg-Glu -Ala - Glu - Asp - Leu-
Gln-Val-Gly-Gln-Val-Glu-Leu - Gly-
Gly-Gly-Pro-Gly -Ala-Gly-Ser - Leu-
GIn-Pro-Leu-Ala-Leu-Glu-Gly - Ser.
Leu-Gln-Lyis-Arg-,

Malpi: -Arg-Arg-Glu - Ala - Glu - Asp - Pro-
Gln-Val-Gly-Gln-Val-Glu-Leu - Gly-
Gly-Gly-Pro-Gly-Ala-Gly-Ser - Leu-
Gln - Pro-Leu-Ala-Leu-Glu-Gly-Ser-
Leu-GIn-Lys-Arg-.

Konski: -Arg-Arg-Glu - Ala - Glu - Asp - Pro-

GIn-Val-Gly - Glu-Val-Glu-Leu-Gly-

Gly-Gly-Pro-Gly-Leu -Gly-Gly-Leu-

GIln-Pro-Leu-Ala-Leu-Ala - Gly-Pro-

Gln-Gln-Lys-Arg-.

-Arg-Arg-Glu - Val - Glu - Asp - Pro.

Gln-Val-Pro-Gln-Leu-Glu - Leu-Gly-

Gly-Gly-Pro-Glu-Ala -Gly-Asp-Leu-

GIn-Thr-Leu-Ala -Leu-Glu-Val-Ala-

Arg-Cln-Lys-Arg-.

Szczurzy II:  -Arg - Arg - Glu - Val - Glu-Asp-Pro-

: Gln -Val-Ala-Gln-Leu-Glu-Leu-Gly-
Gly-Gly-Pro-Gly-Ala - Gly-Asp-Leu-
Gln-Thr-Leu-Ala-Leu - Glu-Val-Ala-

: ‘Arg-Gln-Lys-Arg-.

Wieprzowy: -Arg- Arg-Glu - Ala - Glu-Asn-Pro-
Gln-Ala-Gly-Ala-Val - Glu-Leu-Gly-
Gly-Gly-Leu-Gly-Gly-Leu -Gln-Ala-
Leu - Ala-Leu-Glu-Gly-Pro-Pro-Gln-
Lys-Arg-.

Bydlecy -Arg - Arg - Glu - Val - Glu-Gly-Pro-
GIn-Val-Gly-.

Basrani: . Ala-Leu-Glu-Leu-Ala-Gly - Gly-Pro-

Szezurzy I:

Gly-Ala-Gly-Gly-Leu-Glu - Gly-Pro-

GlIn-Lys-Arg-.

Psi: -Arg - Arg - Asp - Val - Glu-Leu-Ala.
Gly-Ala-Pro-Gly-Glu-Gly - Gly-Leu-
Gln-Pro-Leu-Ala-Leu-Glu - Gly-Ala-

'Leu-Gln-Lys-Arg-,
Swinki -Arg-Arg-Glu -Leu - Glu - Asp - Pro.
morskiej: GIn-Val-Glu-Gln-Thr - Glu-Leu-Gly-
Met-Gly-Leu-Gly-Ala-Gly-Gly-Leu-
GlIn-Pro-Leu-Gln-Gly-Ala-Leu -Gln.
Liys-Arg~. e

[ —




127843

5

-Arg-Arg - Asp-Val - Glu - GIn - Pro-
Len-Val-Asn-Gly-Pro-Leu - His-Gly -
Gl1-Val-Gly-Glu-Leu-Pro -Phe-GIn-
Bis-Glu-Glu-Tyr-Gln-Lys-Arg-.

Bardzo korzystrne jest jezeli sekwencje amino-
kwaséw A-1 do A-21, X i B-1do B-20 sg naturalnie
wysteprrjacymi sekwencjami lancucha A, peptydu
lzczgcego 1 lancucha B proinsuliny wieprzowej,
bydlecei lub ludzkiej, a najkorzystniej proinsuliny
ludzkiej.

Szynszyli;

Jakkolwielk, j2k stwierdzono wyzej, korzystnie
stosuje sie maturalng sekwencje tgczgca, jako pep-
tydu lgczicegd mozna réwniez stosowaé duzo kroét-
sze sexwercje pertydowe. Jedynymi wymaganiami
sqg odpowiednia diugo3¢ pozwalajagca ma wlasciwe
utworzernie wijzania dwusiarczkowego pomigdzy
aflcuchami A i B oraz ich zdolnosé do odszczepia-
nia od prezursora, powodujgca wytworzenie insu-
liny. Typowym dwugentydem mozliwym do stoso-
wania jest -Arg-Arg-. Ponadto mozna stosowaé mo-
dyfikacje wyzej wspomnianego dwupebtydu o wzo-
rze -Arg-X-Arg-, w ktérym X oznacza co najmniej
jedng reszte aminokwasowsa. Bardzo - korzystnymi
peptydami lgczicymi sg -Arg-Arg-Lys-Arg-, a tak-
ze diugi tancuch peptydowy o budowie -Arg-Arg-
-X2-Lys-Arg-, w ktérym X2 oznacza co najmniej
jedng reszte aminokwasows, a korzystnie dwie
reszty aminokwasowe. Oczywiscie do tego ostatnie-
go rodzaju malezg naturalne peptydy Iaczace z kt6-
rych wiele otméwmm wyzej.

Tak wiec uwzgledniajac powyzsze kryteria, moz-
na stosowaé¢ dowolne ugrupowanie lgczace. W tych
przypadkach, w ktérych ugrupowaniem laczacym
jest polipeptyd, punktami polaczenia jest aminowa
zakonczenie laficucha A (A-1) i karboksylowe za-
konczenie liancrucha B. (B-30). Poniewaz jednak
ne.sz:ta ammmkwasowa B-29 (Lys) zawiera grupsg
E-ammnnfwa ugrupowanie lgezgce mozna przylgezyé
do lancuchéw A1 B poprzez grupy aminowe A-1
i B-29. Tak wiec mp. grupa karbonylobis (metiony-
lowa), ktérg opisujg Busse i inni w cytowanej po-
wyzej pracy, grupa 2,2-sulfonylobis(etoksykarbony-
lowa), ktéra opisujg Obermeier i inmi w Hoppe-
-Sayler’a Z. Physiol. Chem. 356, 1631—1634 (1975),
grupa 27-dwuaminosulberoilowa, ktorg opisujg
Geiger i inni, w cytowanej pracy itp, sa uzytecz-
nyum ugxupawarma:m laczacyrrm ostatniego rodzaju

Realnzu;ac spaséb wedlug wynalazku, S- sulioman
prekursora insuliny o linfowym aneuchu poddaje
sig dmalamu merkaptanu w $rodowisku wodnym
o odrczyme pH okolo 7—11,5. Przez merkaptan ro-
zumie sie zwigzek zawierajgcy co majmniej jedna
grupe -SH. Jedynym ograniczeniem dla ruerkapta-
nu, ktéry shosuje sie w sposobie wediug wynalazku
jest_to, Ze musi on by¢ rozpuszczalny w wodzie.

Przykladami = typowych merkaptanéw nozpusz—
czalnych w wodzie sg dwutiotreitol, dwutioerytryt,
2-merkaptoetanol, tioglikolan metylu, 3-merkapto-
-1,2-propanodiol, kwas-3-merkaptopropionowy i po-
dobme. Jakkolwiek mozna stosowa¢ merkaptany za-
wierajace kilka grup -SH, takie jak dwutiotreitol,
korzystnie stosuje si¢ merkaptan zawierajacy jedna
grupe -SH. Z merkaptanéw tych bardzo korzystiny
Jest 2-merkaptoetancl,
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Spostéb wediug wynalazku realizuje sie w $rodo-
wisku wodnym, w ktérym utrzymuje sie wymagang "
warto$¢ pH zwykle dodajsc odpowiedniego $rodka
burfonuja;qego. Odczyn s$rodowiska odpowiada war-
tosci pH okolto 7—11,5. Jednak korzystnie wartosé
PH wynosi okoto 9,5—10,5. W sposobie wedtug wy-
nalazku mozna stosowaé kazdy $rodek brufo\rrumcy
wykazujacy pojemnosé buforowa w wyzej wymie-
nionych granicach. Przykladami odpowiednich $rod-
kéw buforujacych sa bufory fosforanowe, tréjhyd- -
rolnsymetyhosammometaun (Tris), bufury boramowe ’
glicynowe, itp. ’

Stezerie $rodka buforujgcego w $rodowisku wod-
nym wyncsi zwykle do okolo 0,5n. Korzystnie
stezenie wymniosi onkoiho 0 005—0 ,5n, a naJkDrzystmeJ
okoto 0,005—0,1n.

S-sulfonian prekursora insuliny o liniowym Ian-
cuchu wprowadza sie do $rodowiska wodnégs w
steze:nu.u nie wigkszym niz okiolo 10 mg/ml.' Ko-
rzystme sbasuje sie stezenie nizsze, zwykle okotlo
0 05—2 mg/ml. ’ '

Waznym elementem sposobu wedlug wynalazku
jest ilo$¢ uzytego merkaptanu w stosunku do S-sul-
fonianu prekursora insuliny o liniowym ncuchu.
W zsanych w stanie techniki sposobach ‘redukcji
S-sulfonianu do -SH stosowano bardzo duzy nad-
miar merkaptanu w stosunku do S-sulfonianu. |
Obecnie jest oczywiste, ze taki duzy madmiar -nisz-
czy S-sulfonianowsg substancje wyjsciowa, w wy-
niku czego uzyskuje sig¢ catkowifa redukcje: S-sul-
fonianu do odpowiedniego zwigzku -SH. To z kolei
powoduje konieczno$é wyodrebnienia  zwiazku
przejsciowego -SH lub rozcienczenia mieszaniny
reakcyjnej, a nastepnie stosowania -odrebnego -etapu

utleniania, zwykle przy uzycﬁu powietrza, ‘w celu
przemiany zwigzku - przejsciowego- -SH w wyma-

gany zwigzek -S-S- (patrz np. Crestfield i inni,
J. Biol. Chem. 238, 622—627 (1963), Steiner- i inni,
Prcc. Nat 1 Acad. Sci U.S.A. 60, 622—629 - (1968)
i Yanaihara i inni, Diabetes 27 (Suppl. 1), 149—160
(1978).

Z drugiej stu'ony sposéb wediug wynalazku wy-
naga uzycia merkaptanu w ilosci, ktéra dostarcza
okolo 1—5 grup -SH na kazdg grupe -S-SO;~, a ko-
rzystnie ilosci, ktéra dostarcza okolo 2—4 grup -SH
na grupe -SSO;~. Stwierdzono, ze jezeli uzywa sie
merkaptaniu w wyzej wymienionej ilodci, mocliwa
jest z duzg wydajnoscig i -latwoscia przemiana
S-sulfonianu prekursora inguliny o linfowym an-
cuchu bezposrednio w zadany dwusiarczkowy pre-
kursor insuliny. Pomniewaz insulinowe lancuchy
A 1 B obecne jako cze$¢ S-sulfonianu zawierajy
sze$é grup S-sulfoniamowych, w celu: osiggniecia
wyzej podanej ilosci grup -SH w stosunku do grup
-SS0;~, merkaptanu zawierajacego pojedynczg gru-
pe -SH oczywiscie uzyje sie w sﬁosumsku molowym
od okolo 6 :1 do okoto 30 : 1.

Wspbtzalezno§é pH, sity jonowej romtworu bufo-
rowego i stezenia S-sulfonianu prekursora insuliny
o liniowym ancuchu jest- waznym, jakkolwiek nie
zasadniczym, warunkiem -realizacji -sposobu wedtug
wynalazku. Tak wiec na ogél korzystnie stosuje sig
roztwor buforowy o wyzszym pH i nizszej sile
jonowej a takze mizszeé stezenie S-sulfonianu pre-
kursora insuliny o liniowym lancuchu,
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Pondto w odréznieniu od typowych sposobéw
znanych w stanie techniki, nie ma zasadniczego
znaczenia prowadzenie procesu wedtug wymnalazku
w Srodowisku utleniajgcym. Jakkolwiek $rodek
utleniajacy, np. powietrze, moze byé obecny w $ro-
dowisku reakcji, mieoczekiwanie stwierdzono, ze
bardzo korzystnie prowadzi sie reakcje przy zasad-
riczym braku powietrza lub innego srodka utlenia-
jycego. Przez okreslenie ,zasadniczy brak” rozumie
si¢ pominiecie celowego dodawania powietrza. Osig-
ga sie to prowadzgc reakcje w ukladzie zamknie-
tym, ktéry wyklucza dostep powietrza lub innego
Srodka utleniajgcego. W celu dalszego zapewnienia
braku dostepu powietrza, srodowisko wodne mozna
przedmucha¢ azotem i odgazowaé przed dodaniem
reagentow. . . ’

Inng bardzo pozadang, jakkolwiek mie zasadniczg,
cechg sposobu wediug wynalazku jest kontrola tem-
peratury. Proces prowadzi sie zwykle w tempera-
turze okoto 0—37°C. Korzystnie stosuje sie tempe-
rature .blizszg 0°C, zwykle temperature okolo
2—8°C, a jeszcze korzystniej temperature 4—6°C.
Jednakze jeszcze korzystniej proces prowadzi sig
w dwoéch przedziatach temperaturowych. Miesza-
nine reakcyjng przygotowuje sie w temperaturze
pokojowej i po przygotowaniu ozigbia si¢ do tem-
peratury okoto 2—8°C i utrzymuje w tej tempera-
turze w ciggu pozostalego czasu reakcji

Dlatego zwykle realizujac sposéb wedlug wyna-
lazku przygotowuje sie srodowisko wodne o wybra-
nym odczynie pH stosujac np. glicyne o stezeniu
okolo 0,05n. Tak przygotowane sSrodowisko wodne,
ktére utrzymuje sie zwykle w temperaturze okolo
0—37°C, a korzystnie w temperaturze pokojowej,
odgazowuje sig, przedmuchuje azotem i ponowmnie
odgazowuje. W $rodowisku wodnym rczpuszcza sic
S-sulfonian prekursora insuliny o liniowym lan-
cuchu - w ilosci odpowiédajacej wymaganemu stg-
zeniu ,np. okoto 0,1 mg/ml $rodowiska. Merkaptan
dodaje sie¢ w iloéci dostarczajacej do oikolo 5 grup
-SH na grupe -SSO;~. Otrzymang mieszanineg, kt6ra
utrzymuje sie¢ zasadniczo bez dostgpu powietrza lub
innego Srodka utleniajgcego ozigbia sie do tempe-
ratury okoto 4—6°C, i utrzymuje w tej tempera-
turze do zakohczenia reakcji. Czas reakcji wynosi
na ogé! okoto 5—72 godziny, czesiciej okolo 15—24,
zwykle okolo 18—20 godain. )

Po zakonczeniu reakcji produkt, ktéry jest pre-
kursor insuliny, mozna wyodrebnié stosujac jaki-
kolwiek z réznorodnych sposob6w uznawanych w
dziedzinie oczyszczania insuliny. Najczesciej stosuje
sie techniki chromatograficzne, do ktérych nalezy
np. chromatografia zelowa lub chromatografia jo-

Otrzymany prekursor insuliny mozna przepro-
wadzi¢ w insuling drogg enzymatycang lub che-
miczng stosujac znane sposoby. Do sposobéw tych
nalezy np. odszczepianie z zastosowaniem trypsyny
i karboksypeptydazy B (Kemmler i inni, J. Biol.
Chem. 246, 6786—6791 (1971).

Produkt insuliny mozna oceni¢ pod wzgledem
czystodcei 1 czymnosci wzglednej stosujac znane spo-
soby, takie jak elektroforeza w zelu poliakryloami-
dowym, analiza aminokwasow, préba radiorecepto-
rowa, préba radioimmunologiczna, cisnieniowa
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chromatsgrafia cieczowa (HPLC) widmo w nad-
fiolecie, dansylacja, préba glikozowa krwi kréli-
czej itp.

S-sulfoniany prekursora insuliny o liniowym lan-
cuchu bedace substancjami wyjsciowymi mozna
wylworzyé stosrjie sposoby polegajace na rekombi-
nacji DNA. Mozna je réwniez wytworzyé z natu-
ralnych insulin i proinsulin, a takze stosujac kla-
syczne sposoby syntezy biatek, do ktérych nalezg
techniki reakcji w roztworze lub w fazie stalej

S-sulfonian prekursora insuliny o liniowym lan-
cuchu mozna wytworzyé z proinsuliny w nastepu-
jacy sposéb. Do 100 ml dejonizowanego Tm mocz-
nika, ktéry umieszcza si¢ w chlodnym pomieszcze-
niu, dodaje si¢ 786 mg siarczynu sodowego. Roztwér
miesza si¢ dokladnie. Nastepnie dodaje sie 594 czte-
rotionianu sodowego. Po rozmieszaniu duza czesé
czterotionianu rozpuszeza sig, jednak roztwér po-
zostaje metny. Odezyn roztworu doprowadza sie do
wartosci pH, 7,7 uzywajac lodowatego kwasu octo-
wego. Nastepnie dodaje si¢ podczas mieszania
503 ‘mg oczyszczonej za pomoca HPLC proinsuliny
wolowej. Odczyn roztworu ponownie doprowadza sie
do wartosci pH 7,6 uzywajac 2n wodorotlenku so-
dowego. Otrzymany lekko metny roztwdér miesza
sie w temperaturze 6°C w ciggu 18 godzin.

Odczyn okolo potowy mieszaniny reakcyjnej do-
prowadza sie do wartosci pH 9,1 uzywajac 2n wo-
dorotlenku sodowego i wprowadza sie do kolumny
Sephadex G-25 Coarse. Stosuje si¢ nastepujace wa-
runki chromatografowania: rozpuszczalnik 0,05m
wodoroweglan amonowy, pH 9,0, rozmiary kolumny
2X 90 cm, temperatura 21°C,szybkoéé przeplywu
18,5 ml/minute. Poczatkowe 120 ml eluantu usuwa
sie, a nastepne 75 ml zbiera sig¢ i zachowuje. Nas-
tepnie kolumne przemywa si¢ kolejng ilo§cig 400 ml
0,05 m wodoroweglanu sodowego o pH 9,0. Ten tok
postepowania powtarza sie dla drugiej potowy mie-
szariny reakcyjnej. Wydajno§é wyodrebnionych
dwéch porcji okreslona za pomocg spektroskopii
UV wynosi 401 mg. Porcje te lgczy sie i liofilizuje
do sucha. Zbiera sie 445,7 mg suchego odsolonego
produktu. Budowe produktu, S-sulfonianu proinsu-
liny wotowej o liniowym lancuchu oraz brak sub-
stancji wyjsciowej potwierdza elektroforeza w oc-
tanie celulozy i elektroforeza dyskowa mna zelu
poliakryloamidowym.

S-sulfonian prcinsuliny bydlecej o liniowym lan-
cuchu oczyszcza. sie za pomocg chromatografii
DEAE celulozowej, 443 mg surowej prébki roz-
puszeza si¢ w 10 ml roztworu zawierajacege 7,5m
moczrdk, - 0,0lm  tréjhydroksymetyloaminometan
i 0,00lm kwas etylenodwuaminoczterooctowy o pH
8,5 i wprowadza na kolumme DEAE celulozow3.
Stosuje sie nastepujace warunki chromatografowa-
nia: jako rozpuszczalnik roztwér o skladzie 7,5m .
mocznik, 0,01  tréjhydroksymetyloaminometan
i 0,00lm" kwas etylenodwuaminoczterooctowy przy .
wzrastajgcym stezesiu 0—0,35m chlorku sodowego, .
wymiary kolumny 2,5 90 cm, temperatura 4°C, .
szybkoéé przeplywu okolo 0,9 ml/minute, objetosé .
frakcji 5,3 ml. .

Zalezno$é absorbancji kazdej frakeji przy 276 nm
od numeru frakcji wykazuje duzy pik obnizajacy
si¢ lagodnie. Na podstawie andlizy widma UV
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Sbwienslzgno, ze pik ten odpowiada produktowi.

Lsczy sie frakeje 199—240 o objetosci aluatu 1069.—
-—1291.ml. Wydajnosé produktu w tej prébce okres-
lona na padstawie spektroskopii UV wynosi 355 meg.
Porcje produktu odsala sie na kolumnie Sepha-
dex G-25 Coarse. Stosuje sie nastepujace warunki
chromat_grafpwania: jako rozpuszezalnik 0—0,5m
wodoroweglan sodowy, pH 8,0, rozmiary ‘kolumny
2,7 X 105 cm, temgeratura 4°C, szybko§é przepltywu
16,0 mli/minute. Poczatkowe <395 ml -eluatu -usuwa
si¢ a nastgpne 250 ml zbiera si¢ i zachowuje. Nas-
teonie kolumne przemywa sig dodatkowysi 2000-ml,
0,06m wodomoweglanu amonowego o pH 8,0. 'Wy-
dajno$é produtktu .w tej probce -okreslona na pod-
stawie spectvoskopii UV wynosi 321 mg. -Prébke
liofilizuje sig dio sucha. Zbiera. sie 373 mg- suehej
substancji. Reodukt identyfikuje sie za pemecy
elestroforozy. dyskowej w Zelu peliakryloamidemsym
oraz cisnieniomeej -chrematografii cieczowej -0 wyso-
kiej romdzielezosci na podstawie punkiu - elueii.
Przyktad I -Zastosowanie stgzemia 0,1 mg/ml.
Przygotowuje si¢ rozbwér 1,61 mg  S-sulfonianu

‘proinsuliny bydlecej Q. Jiniowym lakcuehy, . isdra

rozpuszcza si¢ w 16,1, mil oSN pm glicyny
o odeczynie pH 0;5. Do fege reztweru -dedaje --sig

0,158 ml ; podstawowego roztworu ymednego 2-mer-

kaptoetaglu o steigniu merkaptpnu 2,11 mg/m]
jak wykaguje miarecakowanie odczyymikiem Ellma-
na. Odpqwiada to 4 réwnowaznikgm 2-merkapto-
etanolu na jeden -SSO;— w -S-sulfenianie preinsuli-
ny bydlece: o kimiowym laikcuchu. ' Kofrcowy- odezyn
pH wynosi 946 Roztwér przygotowany w tempera-
t-urze poﬂmjowe} zamyka sig parafilmem, po-czym
miesza. sle oziebiajac-w temperaturee- 6°C w-ciggu
19 godzin

Nasteprﬁe mﬁesmmne reakcyjng zakwasza sie do
waa*tésc: pPH 40 +6;1 (w ustalonej :temperaturze)
uzywajqc ‘steionego kwasu solnego i 6,5n wodoro-
ﬂeniku sodowego. Produkt wyodrebmia sie i spraw-
dza zi -pomocy cisnientowej: chromadografii cieczo-
wej o wysokiej rozdzielczosci HPLPLC. Stosuje sig
nastepujgce warunki HPEPLC: kolumna szklana
o wymiarach 1,1 X 54 cm wypeiniong wypeniaczem
LP- L€, 16:6%, C ompusmzalmk—mqgmér 30%0 ace-.
tonitrylu i 70% 0,lm mréwczanu amqnowego o pH
4,25, temperatura 21°C, cisnienie 805 kPa i szyb-
kosé prmeplywu 2,40 ml/minute. Probki wprowadza;
sie do ko]ugny za popocy wiryskiwacza petlowego
¢ pojemmnoéci 5 ml i wykrywa przy diugosci fali
280 nm.

Jako pigrwsza probke wprowagdza sig 5 ml roz-
tworu podstawowego proinsuliny byslgcej o nomi-,
ralnym, stgigniy biatlke Ot mg/ml. Jako. drugj
Rbks. wprewadza sig. 5. ml zalkwaswooej miesza-
niny, 26y inaj. Obaenosé. mopomeryczae]; proinsu-
ligy, hydlgee) w. migssaninie,. raakcyjng]. stwierdza
sig na posistapde, puniciu elucji, Wydajnosé, proin-
suliny Jaydieors. W mieszaninie; reakcyined obliczena
na, podstaswie; pewiarachni pikéw; dwodeh, preebiegdw

- HPJaPLC -wyapsi,83,6%s wydajnoscl. teoretycznej.

 Przykiad If Zastesowanie stqienia 05 mg/ml.

Prrygotowuje. sig, rogdwor. 2307. mg. S-sulfonianu.

proinsuliny bydlecej o,linigwym ladguehy, rozpusz-
czonego w 50,14, ml odgazowanej 0,05m glicyny ¢
odczynie pH 10,51, Do roztwaru, dodaje sig 1,302 ml.
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wodnego - yoztmor poistewowego 2-nieriaptoeta-
nolu-oitgteniu 2,10 me/ml Jak wykasztite ‘mirtrecz-

-wowanle s@eaynnikiom Tlmana. Odpowiada “to 21

“véwreswsdinika -2-merteaptectanelu ma Jallen SO~
w -Sssulferianie ‘proinsulry bydievej o Timdon-ym

-ahouehv: Kofieowy -adezyn -pH “wymesi -10:¥87. Przy-

-getowany w temperaturze: polojowe] roetwdr za-
‘myka el iparafilenem, ‘pe’ czym wiesza -sie: eaichiafgc
W bempertsture B°C w-cieou. 18 godzin.

Nastgpnie mieszaning reakcyjng’-walswasza sie &0
-wastosci ‘pH 48 +0,1 (w ustaderre] temmpersttizze)
“wiywajge steremego kwasu sodmepe 1 GIn kwasu
soluege. | Wydajnest proinsuiny “bydiceej w :re-
szaminie realveyiedokreslona na podstawie PLPEC
wynost 506 - wydainosci teoretycenej. Proditkt po
zelowa. Odczyn mieszarsiwy reakey jie] Gopedtvidz
si¢ do wartosci pH 8;8- ukywatic stezometo Wwoddro-
Herfell Hizenowege, PO tEym Anjcsmning 'Wwprontrdza
sig:-do mnm Sephadex G-25 -Course. Stosuie sie
uastopifide waranki -odsilatte - ENeornatimraiaz
nege: wﬁpmhﬂ; 9,08 m iwodorowean awteno-
wy, pH-80,: mmzx‘wmuﬂw
ratura mﬁc -Bzybkodé prieplyomt 185 Mikinate
Pocaatowe 120 mi chuata usewa whe,a ndviEpnig
75 ml.zbiera sie i zachowaie (Sarthe Malis) Nas.
tepmie kelumme przemywa sie- dodaMeoWwymi MM
0,0lm wodorotlenku amonowege © “pH:9;0: Bilivo
odwysisu je--Sic - 2 wydajnodein 31,8 mg okveslong na
liofiligaje sig do. sueha. Zbiera sie 22,2k mg suchego;
odsolonego biatka.

Porcje tej swbstancji w iloSci 14,84 g rozpuszcza
si¢ w 55 ml 1,0m kwasu octowego. Spektroskopid
UV czystego roztworu wskazuje na ségienie biatka
2,56 mg/ml. 5 ml powyzszego roztwort€12,8 mg na
podstawie UV) wprowadza sie do kolumny Sepha-
dex G-50 Superfine. Stosuje si¢ nastepujace wa-
runki chromatografowamia: rozpuszezalnik 181 kwas
solny, roamiary kolummy 1,5 X 106 o, $etmperatura
21°C; szybkosé przeplywu 6;19 mifininate, objetost
frakcji okolo 1,9 ml.

Po przemywamniu kolumny Im kKwasesn octowr ym w
cigzu nocy sprawdza sigrabsorbele przy 220 ner. ‘Na:
wykresie otrzymuje- sie dwa pikt. Pierwszy rrrfej=
szy odpowiada zagregewanynr postaciom prodhsu-
liny wolowej. Drugi- pik odpowiith ‘monomerycznej
proinsulinie wotowej. Partic ’frakcji“bdbowiaglajacé‘
dwoém pikom zbiera si¢ i lgczy poszczegblne ftakeje:

) Gtrzylrriuje sig nastepujace objewstﬂ eluam'

Bartia: H ,"Efakcoe 47—62 (84;0»1&2,9-:1}1, Pl 90;841!11)‘

Spektroskopia UV wskazuje na obecrnost 1,94 myg
preinsuliny wetowej w partiii I i 10,11 mg w
partii II. Daje to ilo$¢ catkowity 12,05.mg i odpo-
wiada 94;1%-iloéci wprowadzonej do kolumny. Z te)
ilosci 83,9% odpowiada monomerycznej.proinsulinie
wolowej.

Obie partie liofilizuje sie do sueha- Produki-
w partii II uznaje si¢ za proinsuling wolowg na
podstawie punktu elucji podczas przebiegu HPLPY.C
Produkt sprawdza. sie réwniez dzialajic m@ riego”
trypsyng i karbeksypeptydaas. B: zggodue < z: litera-
turowym tokiem postepowania wytwarzania insu-
liny wolowej.
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Przyktad IIl. Wplyw temperatury.

Tok postepowania z przykladu I stosuje sie do
okreslenia wplywu temperatur na wydajno§é pro-
insuliny bydlecej otrzymanej z S-sulfonianu pro-
insuliny bydlecej o liniowym lancuchu. Reakcje
prowadzi sie przy stezeniu biatka 0,1 mg/ml w 0,05m
glicynowym roztworze buforowym przy pH 9,5 sto-
sujac jako merkaptan 2-merkaptoetanol w ilosci
dostarczajacej 4 rbwnowazniki -SHna jeden -SSOz~
w ciggu 18 godzin.

Przy prowadzeniu reakcji w temperaturze 21°C
wydajno§é proinsuliny bydlecej okreslona za po-
mocg HPLPLC wynosi 47% wydajnosci teoretycz-
nej. Jezeli natomiast reagenty zmiesza sie w tem-
peraturze 21°C, a nastepnie obnizy sie temperature
mieszaniny do temperatury 6°C wydajno$§é wynosi
77%d wydajnosci teoretycznej.

Przyktad IV. Wpiyw pH.

Tok postepowania z przykladu I stosuje si¢ do
okreslenia wpiywu pH na wydajno§é proinsuliny
bydlecej otrzymanej z S-sulfonianu proinsuliny
bydlecej o liniowym lancuchu w serii reakcji, ktére
prowadzi si¢ réwmoczeSnie. Reakcje prowadei sie
przy stezeniu biatka 0,5 mg/ml w 0,05m glicynowym
roztworze buforowym stosujac jako merkaptan
2-merkaptoetanol w. iloéci destarczajacej 2 réwno-
wazniki -SH na jeden -SSOy~— w ciggu 18 godzin
w temperaturze 6°C.

Wydajnoesci . proinsuliny okreslone za pomocj

IHPLPLEC s3 nastepujace:

‘pH : - Wydajnosé, %
9,0 : 431
95 . 443
10,0 N 66,7
10,5 76,0
11,0 61,0

.. Przyklad V. Wplyw stezenia biatka

Tok postepowania z przykladu I stosuje sie do
okreslenia wplywu stezenia biatka na wydajnosé
p'mmsaul’inny bydlecej otrzymanej z S-sulfonianu
proinsuliny bydlecej o liniowym lancuchu w serij
reakcji, ktére prowadzi sie réwmnoczesnie. Reakcje
prowadzi sie w 0,05m glicynowym roztworze bufo-
rowym przy pH 9,5 stosujac jako merkaptan 2-mer-
kaptoetanol w iloSci dostarczajacej 4 réwnowazniki
-SH na jeden -SSOs;~ w ciggu 18 godzin w tempera-
turze 6°C.

Wydajnosci proinsuliny okreslone za pomoca
HPLPLC s3 nastepujgce: -

' Stezenie bialka, mg/ml |  Wydajnosé, %
0,1 78
10,2 ’ 63
0,3 46
. 0,4 ' 37,6
' 0,5 25,4
1,0 12

Prowadzac drugg serie reakcji dla 2 réwnowaz-
nikéw -SH na jeden -SSO;— i pH 10,5 otrzymuje
sie nastepujace wymiki:

. Stezenie biatka, mg/ml ‘ Wydajnosé, %
I 1 | 9 _
0,5 \ 77,2
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c. d. tabeli
1 2
0,96 58,3
1,83 19,5
4,2+ 20,1
7,4* 19,6

* stosunek réwnowaznikowy -SH do —SSO:,— = 1,2

Przyklad VI Wplyw stosunku réwnowazni-
kowego -SH do SSO;—.

Tok postepowania z przyktadu I stosuje sie do
okreslenia wplywu stosunku réwnowaznikowego
-SH do -SSOs— na wydajno$é proinsuliny bydlecej.
otrzymanej z S-sulfonianu proinsuliny bydlecej
o liniowym lancuchu w serii reakcji, ktére pro-
wadzi sig réwnoczesnie. Reakcje prowadzi sie przy
stezeniu biatka 0,5 mg/ml stosujgc 0,05m glicyno-
wy roztwoér buforowy przy pH 9,5 w ciggu 18
godzin w temperaturze 6°C.

Wydajnosci otrzymanej insuliny okre$lone za po-

‘mocg HPLPLC s3 nastgpujgce:

Stosunek réwnowaznikowy .
Wydajnosé, %
-SH do -SSOs— y > Yo

4,0 30,8

20 47

1,0 37,0

05 45

Przyklad VIIL. Wplyw rodzaju merkaptanu.
Tok postgpowamia z przykladu I stosuje sie do
okreslenia wplywu budowy merkaptanu na wydaj-
noéé proinsuliny bydlecej otrzymamnej z S-sulfonia-
nu proinsuliny bydlecej o liniowym lancuchu w serii
reakeji, ktére prowadzi sie réwmoczesnie. Reakcje
prowadzi sie przy stezeniu biatka 0,1 mg/ml w gli-
cynowym roztworze buforowym przy pH 9,5 sto-
sujac merkaptan w iloSci 4 réwnowainikéw -SH
ra jeden -SSO;~ w ciggu 18 godzin w temperatu-
rze 6°C.

Wydajnosci proinsuliny okreslone za pomoca
HPLPLC s3 nastepujjce:

Wydajnosé, %

Merkaptan

Dwutiotreitol 39,3
Dwutioerytryt 34,9
Tioglikolan metylu 56,1
3-merkapto-1,2-propanodiol | 65,5

hwas 3-merkaptopropio- ' '
nowy 65,3
| 2-merkaptoetanol 64,1

Przyktad VIII. Wplyw rodzaju bialtka.

Tolk postepowania z przykladu I stosuje sie do
okreslenia wpiywu rodzaju biatka na. wydajnosé
proinsuliny - otrzymanej z S-sulfonianu proinsuliny
o liniowym lancuchu w serii reakcji, ktére pro-
wadzi sie réwnoczesnie. Reakcje prowadmi sie przy
stezeniu biatka 0,1 mg/ml w 0,06m glicynowym roz-
tworze buforowym przy pH 9,5 stosujgc jako mer-
kaptan 2-merkaptoetanol w ilosei dostarczajacej
4 réwnowazniki -SH na jeden. -SSO;— w ciggu
1t godzin w temperaturze 6°C.

Wydajnosci proinsuliny okreslone za pomocy

HPLPLC s3 nastepujace:
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S-stﬂfomian proinsuliny

Wydajnosé, %
o liniowym lanhcuchu ydajnosé, %e

bydlecy 60,6
wieprzowy 65,8

Przyktad IX Wytwarzanie insuliny ludzkiej.

Przygotowuje sie roztwo6r 169,3 mg wytworzonego
bicsyntetyczrie S-sulforianu proinsuliny ludzkiej
o linfowym laricuchu, ktéry rompuszcza sie w
238,6 ml cdgazowznej glicyny o pH 10,54. Do otrzy-
marego roztworu dodaje sie 7,71 ml wodnego roz-
tworu podstawowego 2-merkaptoetanolu o stezeniu
merkaptanu 2,08 mg/ml jak to wskazuje miareczko-
warie oucz/nnikiem Ellmana. Odpowiada to 2 row-
nowaznikom -SH na jeden -SSO;— w S-sulfonianie
proinsuliny ludmkiej o liniowym lancuchu. Odczyn
kohcowy roztworu doprowadza sie do wartosci pH
10,52 dodajac niewielky ilosé 5n wodorotlenku sodo-
wego. Roztwér zamyka sie parafilmem i miesza w
temperaturze 6°C w ciggu 18 godzim.

Nastermie mieszanine reakcyjng zakwasza sie do
wartosci pH 29+0,1 (w ustalonej temperaturze)
uiywajge 'steidn;ego kwasu solnego. Otrzymany kla-
rowny roztwér wprowadza sie do kolumny odsala-
jgcej Sephadex G-25 Coarse. Stosuje si¢ mastepu-
jace warunki chromatografowania: rozpuszczalnik
2/o kwas octowy (objetosciowo), rozmiary kolumny
53 100 cm, temperatura 25°C, szybko$é przeptywu
28,8 ml/minute, objetosé frakeji 20,2 ml.

Poczatikowe 779 ml eluatu usuwa sie, a nastepnie
464 ml zbiera sie i wachowuje. Na podstawie absor-
bacji przy 280 nm stwierdza sig, ze oirzymang
frakcja zawiera biatko. Kolumne przemywa si¢ do-
datkowymi 2500 ml 2% kwasu octowego Obliczenia
dokonane na podstawie widma UV partii zawiera-
jacej bialko wykazuja, ze odzyskuje si¢ 164 mg
biatka co odpowiada 101,9%¢ ilo§ci wiprowadzonej do
kolumny (wydajnoéé teoretyczna reakcji przeksztal-
cenia). Partie zamraza sie i liofilizuje do sucha.

Wymagany produkt wyodrebnia si¢ za pomoca
chromatografii zelowej. Sucha substancje (rdie zwa-
zong) Tozpuszcza sie w 20 ml 1m kwasu octowego.
Otrzymany klarowny rozwtér wprowadza si¢ do
kolumny Sephadex G-50 Superfine. Stosuje sie
nastepujace warunki chromatografowania: rozpusz.-
czalnik 1m kwas octowy, rozmiary kolumny
2,5 X 125 cm, temperaturg 25°C, szybkosé¢ przeply-
wu okolo 0,82 ml/minute, objetosé frakcji okolq
492 ml.

Po przemywaniu kolumny lm kwasem octowym
w ciggu nocy sprawdza sie absorbacje przy 280 nm.
Na wykresie absorbacji przy 280 nm otrzymuje sie
dwa gléwne piki. Pierwszy mniejszy pik odpowiada
zagregowanym postaciom proinsuliny ludzkiej. Dru-
gi pik odpowiada monomeryczme]j proinsulinie ludz-
kiej. Pik ten posiada garb ma przednim ramieniu.
Zebrane frakcje laczy sie w trzy partie otrzymujgc
nastepujace objetoéci eluatu:

Partia I: frakcje 46—67 (218—325,5 ml),
Partia II: frakcje 68—81 (325,5—395,5 ml),
Partia III: frakcje 82—100 (395,5—490,3 ml).

Na podstawie widma UV oblicza si¢, ze partie za-
wierajg nastepujace ilosci biatka:
Partia I: 22,1 mg

10

15

40

50

55

14 T ™
Partia II: 28,3 mg
Partia III: 103,6 mg.

Daje to calkiowity ilosé 154 mg co odpowiada od-
zyskaniu 94% iloéci wprowadzonej do kolumny.
Z tej ilosci 67,5%0 odpowiada monomeryczmej pro-
insulinie ludzkiej. Wszystkie trzy partie zamraza sic
i liofilizuje do sui:cha.

Z partii III zbiera sie calkowity ilo$é 106,55 mg
suchej substancji. Uznaje si¢ ja za proinsuline ludz-
ka na podstawie analizy aminokwaséw i elektrofo-
rezy dyskcwej w zelu polikryloamidowym. Stosujac
HPLC wymywa si¢ ja w punkcie, w ktérym ocze-
kuje sie elucji proinsuliny ludzkiej okreslonym w
stosunku do proinsuliny wolowej. Ponadto otrzy-
mang proinsuline sprawdza sie poddajgc ja dzia-
taniu trypsyny i karboksyreptydazy B w wyniku
czego otrzymuje sie insuline ludzkg

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzamia prekursora insuliny o wzo-
rze 1, w ktérym R oznacza atom wodoru, Y oznacza
grupe o wzorze 2, w ktérym Z ozmacza Ala, ugru-
powania od A-1 do A-21 s3 insulinowym lafcu-
chem A insuliny bydlecej lub $winskiej, ugrupowa-
nia od B-1 do B-30 sg insulinowym lahcuchem B
insuliny bydlecej lub $winskiej, a X oznacza ugru-
powande, ktére lgczy sie z lancuchem A insuliny
przy aminowej grupie A-1, a z laicuchem B insu-
liny przy e-aminowej grupie B-29 lub karboksylo-
wej grupie B-30, przy czym ugrupowanie to mozna
chemicznie lub enzymatycznie odszczepi¢é od obu
tannicuchéw A i B bez ich rozerwania, polegajacy na
tym, ze S-sulfonian o wzorze 3, w ktorym R, X
i Y maja wyzej podane znaczenie poddaje sie re-
akcji z merkaptanem, znamienny tym, ze merkap-
tan stosuje si¢ w ilosci dostarczajgcej okoto 1—5
grup -SH na kazdg grupe -SSO;—, w roztworze wod-
nym o pH okolo 7—11,5, przy stezeniu S-sulfonianu
dc okoto 10 mg/ml Srodowiska wodnego, w tempe-
raturze okolo 0—37°C, przy czym spos6b realizuje
sie jednoetapowo, w $rodowisku zasadniczo wolnym
cd $rodka utleniajacego.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1 znamienny tym, Zze
stcsuje sie zwigzek o wzorze 3, w ktérym X ozna-
cza ugrupowanie peptydowe pochodzace z ancu-
cha C proinsuliny $winskiej. ’ .

3. Sposéb wedlug zastrz. 2, znamienny tym, ze
stosuje sie zwigzek o wzorze 3, w ktérym X ozna-
cza ugrupowanie peptydowe pochodzace z lancu-
cha C proinsuliny bydlecej.

4. Sposéb wedlug zastrz. 1 lub 2, znamienny tym,
ze reakcje korzystnie prowadzi sie¢ przy pH okolo
9,56—10,5.

5. Spos6éb wedbug zastrz. 1,‘ znamienny tym, Ze

korzystnie stosuje si¢ merkaptan w iloSci dostar-
czajacej 2—4 grup -SH na 1 grupe -SSO;™—.

6. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
korzystnie stosuje sie stezemie S-sulfonianu okolo
0,05—2 mg/ml Srodowiska /w'odnego.

7. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako merkaptan stosuje si¢ 2-merkaptoetanol

8. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
reakcje korzystnie prowadzi si¢ w temperaturze
okolo 2—8°C.
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9. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze

mieszanine reakcyjng przygotowuje sie w tempera-
turze zblizonej do pokojowej, a reakcje prowadzi
sie oziebiajgc mieszanine reakcyjng do tempera-
tury 2—8°C.

“10. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze
uirzymuje sie pH mieszaniny reakcyjnej dodajgc
Srodka buforujgcego w stezeniu okoto 0,005—0,5n.

11. Spos6b wedlug zastrz. 10, znamienny tym, zZe
jako Srodek buforujacy stosuje sie glicyme.

12. Sposdb wytwarzania prekursora insuliny
o wzorze 1, w ktérym R oznacza atom wodoru,
Y oznacza grupe o. wzorze 2, w ktébrym Z oznacza
Thr, ugrupowania od A-1 do A-21 s3 insulinowym
tancuchem A insuliny ludzkiej, ugrupowania od
B-1 do B-30 sg insulinowym lancuchem B insuliny
ludzkiej, a X ozmacza ugrupowanie, ktére laczy sie
z tancuchem A insuliny przy aminowej grupie A-1,
a z lancuchem B msuln‘:gy przy e-aminowej grupie
B-29 lub karboksylowej grupie B-30, przy czym
ugrupowanie to mozna chemicznie lub enzymatycz-
nie odszczepi¢ od obu tancuchébw A i B bez ich
rozerwania, polegajagcy mna . tym, ze S-sulfonian
o wzorze 3, w ktéorym R, X i Y majg wyzej podane
znaczenie poddaje si¢ reakcji z merkaptanem, zna-
mienny -tym, ze merkaptan stosuje sie w ilosci
dostarczajgcej okoto 1—5 grup -SH na kazdg grupe
-SSO;—, w rozwtorze wodnym o pH okolo 7—11,5,
przy stezeniu S-sulfonianu do okoto 10 mg/ml Sro-
dowiska wodnego, w temperaturze okolo 0—317°C,
przy czym sposéb realizuje si¢ jednoetapowo w $ro-
dowrisku zasadniczo wolnym od $rodka utleniajg-
cego.
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13. Spos6éb wedl:z zastrz. 12,- znamienny tym,-ze
stosuje si¢ zwigzek o wrzorze 3, w ktérym X ozna-
cza ugrupowanie peptydowe lanocucha C proinsuliny

ludzkiej.

14. Spos6b weidrig zastrz. 12, znamienny tym, ze
stosuje sie zwizsek o0 wzorze 3, w ktérym X ozna-
cza ugrupowarie peptydowe lancucha C proinsuliny

15. Sposéb wedtug zastrz. 12, znamienny tym, ze
stosuje si¢ zwigzek o wzorze 3, w ktorym X oczaa-

cza ugrupowanie peptydowe lancucha C proinsuliny
bydlecej.

16. Spos6b wedlug zastrz. 12, znamienny tym, ze
reakcje korzystnie prowadzi sig¢ przy pH okolo
9.5—10,5. .

17. Spos6b wediug-mastrz. 12, znamienny tym, ze
korzystnie . stosuje sie merkaptan w ilosoi dostar-
czajgcej 2—4 grup -SH na 1 grupe -SSOs—.

18. Spos6b wediug zastrz. 12, znamienny tym, ze
korzystnie stosuje sie stgzenie S-sulfonianu okotlo
6,05—2 mg/ml Srodowiska .wodnego.

19. Sposéb wediug zastrz. 12, znamienny tym, ze
jaka. merkaptan stosuje si¢ 2-merkaptoefanol.

20. Sposéb wedlug zastrz. 12, znamienny. tym,- ze
reakcje korzystnie prowadzi sie w tempem‘,ahu;rm

okoto 2—8°C. ;

21. Spos6b wedlug zastrz 12, znamienny. tym, ze
mieszanine reakcyjna przygotowuje sie w. tempe-
raturze pokojowej a reakcje prowadzi sig ozigbiajac
mieszanine reakcyjng do temperatury 2—8°C.

22. Spos6éb wedtug-zastrz. 12, znamienny tym, ze
utrzymuje sie¢ pH mieszaniny -reakcyjnej dodajgc

$rodka buforujacego w stezeniu okolo 0,005—0,5n.

23. Spos6b wedlug zastrz. 22, znamienny tym, ze
_Jjako $rodek buforujaey stosuje. sig glicyne...
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