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Sposób wytwarzania prekursora insuliny

Przedmiotem wynalazku jest sposób wytwarza¬
nia prekursora insuliny.

W ciągu ostatnich kilku lat doko-riano różnorod¬
nych prób syntetycznego lub pólsyntetycznego wy¬
twarzania insuliny. Insulina jest cząsteczką o dwóch
łańcuchach peptyidowych, łańcuchu Ą zawierają¬
cym 21 reszt aminokwasowych i łańcuchu B za-*
wiernającym 30 reszt amiiiiokwasowych. Łańcuchy te
zawierają trzy mostki dwusiarczkowe, z których
każd|y tworzą dwie reszty cysternowe. Dwa mostki
dwusiarczkowe łączą łańcuch A z łańcuchem B.
Mostki tworzą odpowiednie reszty przy A-6 i A-lI,
i A-7 i B-7 oraz A-20 i B-19.

Jedna ze znanych metod wytwarzania insuliny
prowadza przez cząsteczkę proiirnsuliny lub typu
proinsuliny. Proiriisuliina jest pojedynczym łańcu¬
chem polipeptydowym, w którym N-końcowa łań¬
cucha A insuliny wiąże się peptydem wiążącym
z C-końcową grupą łańcucha B insuliny, parzy czym
wiązania dwusiarczkowe łączą odpowiednie reszty
cysteinowe. Np. proinsulina ludzka ma 86 reszt
aminokwasowych, z których 35 tworzy peptyd wią¬
żący. Yanaihara i inni w Diabetes 27 (Suppl. 1)
14£—160 (1978) ujawniają syntezę różnych pepty-
dów łączących i proinisuliny ludzkiej.

W literaturze ujawniono inne cząsteczki typu
proinisulLny, pnzy czym główną różnicą w stosunku
do proiinsiuliny jest budowa ugrupowania łączącego
łańcuchy A i B oraz miejsce tego połączenia.
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Tak więc Busse i inni w Biochemistry 15, nr 8,
1649—1657 (1976) opisują połączenie zawierające
dwie reszty metionylowe połączone iich N-końco-?
wymi grupami poprzez grupę karbonylową, przy
czym 0'stateczne ugrupowanie łączy się z N-końco-
wą grupą glicymową A-l i N-końcową grupą lizy-
nową B-29.

Podobnie opisano inne ugrupowanie łączące
(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,
3883496, 3883500 i 3884897).

W każdym z powyższych sposobów wytwarzania
insuliny prowadzących przez pojedynczy łańcuch
zawierający łańcuchy A i B połączone określonym
ugrupowaniem, bezpośrednie połączenie wewnętrz¬
ne należy prowadzić poprzez utworzenie trzech
mostków dwusiarcizkowych z sześciu reszt cysterno¬
wych obecnych w łańcuchach A i B. Po utworzeniu
wiązania dwusiarczkowego usuwa się oryginalne
ugrupowanie łączące, wytwarzając insulinę.

W celu zastosowania tego sposobu do wytwa¬
rzania insuliny bardzo pożądany jest skuteczny
i łatwy sposób wytwarzania prawidłowego mostka
dwusiarczkowego. Na ogół znane sposoby wytwa-
rmnia mostka dwusiarczkowego polegają na utle¬
nianiu na powietrzu odpowiedniej grupy -SH. Po¬
nadto, ponieważ stwierdzono, że grupa -SH jest
nietrwała, zwykle wytwarza się prekursor z grupą
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zabezpieczającą, najczęściej ugmpowainiem S-sul-
fondanowym (-SSO3-). Tak więc sposoby literaturo¬
we wymagają dwóch etapów, to znaczy redukcji
S-sulfonrianu do grupy -SH poprzez działanie mer-
kaptamem a następnie utienianda na powietrzu
utworzonego związku -SH.

Jedyny wyjątek znany w stanie techniki w sto^
sunku do ogólnego dwuetapowego sposobu, który
zastosowano jednakże do połączenia łańcuchów A
i B instuliny; a nie do wytworzenia dwusiarczku
z S-sulfondanowego łańcucha prekursora insuliny
o liniowym łańcuchu, opisuje Dixon i iinini w Natu¬
rę 188, 721—724 (1960), przy czym sposób ten praw¬
dopodobnie zakłada wytwarzanie insuliny poprzez
połączenie S-sulfonianów łańcuchów A i B w jed¬
nym roztworze. Szczegóły tego znanego sposobu
podano w sposób zupełnie szkicowy a wydajność
określona na podstawie czynności odzyskanego pro¬
duktu wynosi jedynie 1—2?/o. Późniejsza publikacja
(Dixoin^ Proc: Intern. Congr. Bndocrinal. 2nd
Londyn 1964, 1207—1215 (1965) wydaje się nieco
wyjaśniać szczegóły tego sposobu, sugerując w
Tablicy IV, stroma 1211 dwuetapowy sposób wyma¬
gajacy beztlenowej redukcji S-sulfarł/^nu a następnie
utleniania do dwusiarczku.

Zgodnie z wynalazkiem wytwarza się prekursor
insuliny o wzorze 1, w którym R oznacza atom wo¬
doru, Y oznacza grupę o wzorze 2, w którym Z
oznacza Ala lub Thr, ugrupowania od A-l do A-21
są insuliinowym łańcuchem A insuliny ludzkiej,
bydlęcej lub świńskiej, ugrupowania od B-l do
B-30 są insulinowym łańcuchem B insuliny ludz¬
kiej, bydlęcej lub świńskiej, a X oznacza ugrupo¬
wanie, które_ łączy się z łańcuchem A insuliny przy
aminowej grupie A-l i z łańcuchem B insuliny
przy e-aminowej grupie B-29 lub karboksylowej
grupie B-30, przy czym ugrupowanie to można che¬
micznie lub enzymaitycznie 0'dszczepić od obu łań¬
cuchów A i B bez ich rozerwania, przy czym spo¬
sób według wynalazku polega na tym, że S^sul-
fonian o wzorze 3, w którym R, X i Y mają wyżej
podane znaczenie, poddaje się reakcji z merkapta-
nem.

Cechą sposobu według wynalazku jest to, że
merkaptan stosuje się w ilości dostarczającej około
1—5 grup -SH na* każdą grupę -SS03^, w roztworze
wodnym o pH około 7—11,5, przy stężeniu S-sulfo-
mamu do około 10 mg/ml środowiska wodnego, w
temjperaturze około 0—37°C, przy czym sposób re¬
alizuje się jedooetapowo, w środowisku zasadniczo
wolnym od środka utleniającego.

Użyte określenie „prekursor insuliny" odnosi się
do cząsteczki, która zawiera łańcuch A insuliny
i łańcuch B insuliny, ma co najmniej trzy wią¬
zania dwusiarczkowe będące połączeniem atomów
siarM każdej z grup Cys obecnej w łańcuchach
A i B w położeniach odpowiednio A-6 i A-ll, A-7
i B-7 oraz A-20 i B-19, oraz ma możliwą do usu¬
nięcia grupę łączącą przyłączoną do łańcucha A
insuliny przy aminowej grupie A-l i do łańcucha B
insuliny przy e-amiinowej grupie reszty lizynowej
B-29 karboksylowej grupie aminokwasu B-30.

Grupa Z, która określa resztę anninokwasową
B-30 insuliny jest jedną z reszt Ala lub Thr. Reszty
te reprezentują naturalnie występujące insuliny,
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przy cz;-m Thr występuje w insulinie ludzkiej,
a Ala w insulinie bydlęcej i świńskiej.

Ugrupowanie łączące X prekursora insuliny i S-
sulfonianu prekursora insuliny o liniowym łańcu-

5 chu może pochoctoić z wielu różnych związków. Ko¬
rzystnie ugnipcwianie x jest polipeptydem. Poli-
peptyd zwykle zawiera co najmniej 2, a korzystnie
2—35, a najkorzystniej około 6—35 reszt aminokwa-
sowych. Ugrupowanie X łączy się z łańcuchem A

10 przy grupie aminowej A-l, a z łańcuchem B przy
grupie hydroksylowej B-30. Najkorzystniej ugru¬
powanie łączące X, jeżeli jest peptydem, jest natu¬
ralnym peptydem łączącym prekursora insuliny
i zwykle tej insuliny, którą reprezentuje jeden lub

11 oba łańcuchy A i B, z którymi się łączy. Przykła¬
dami naturalniie występujących peptydów łączących
są następujące peptydy:
Króliczy: -Arg-Arg-Glu- Val - Glu - Glu - Leu-

Gln-Val-Gly-Gln-Ala-Glu-Leu - Gly-
Gly-Gly - Pro-Gly-Ala-Gly-Gly-Leu-
Gln-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.
Giy-Gly-Pro-Gly -Ala-Gly-Ser - Leu-
Gln-Pro-Leu-Ala-Leu-Glu-Gly - Ser.
Leu-Gln-LylSKArg-.

Małpi: -Arg-Arg-Glu - Ala - Glu - Asp - Pro.
Gln-Val-Gly-Gln-Val-Glu-Leu-Gly-
Gly-Gly-ptro-Gly-Ala-Gly-Ser - Leu.
Głn - Pro-Leu-Ala-Leu-Glu-Gly-Ser-
Leu-Gln-Lys-Arg-.

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

Szczurzy I: -Arg-Arg-Glu - Val- Glu - Asp - Pro.
Gln-Val-Pro-Gln-Leu-Glu - Leu-Gly-
Gly-Gly-Pro-Glu-Ala -Gly-Asp-Leu-
Gln-Thr-Leu-Ala-Leu-Glu-Val-Ala-
Arg-Gln-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: _Air,g - Ar£ - 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-.

Bydlęcy -Arg - Arg - Glu - Val - Glu-Gly-Pro-
Gln^Val-Gly-.

B&rani: Ala-Leu-Glu-Leu-Ala-Gly - Gly-Pro-
55 Gly-Ala-Gly-Gly-Leu-Glu - Gly-Pro-

Gln^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-

00 Leu-Gln-Lys-Arg-.
Świnki -Arg-Arg-Glu -Leu - Glu - Asp - Pro-
morskiej: Gln-Val-Glu-Gln-Thr- Glu-Leu-Gly-

Met-Gly-Leu-Gly-Ala-Gly-Gly-Leu-
Gln-Pro-Leu-Gln-Gly-Ala-Leu -Gln-

w Lys-Arg-,
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Szynszyli; . -Arg-Arg- Asp-Val- Glu - Gin - Pro-
L.eii-Val-Asn-Gly-Pro-Leu - His-Gly-
G1 i-Val-Gly-Glu-Leu-Pro-Phe-Gln-
His-Glu-Glu-Tyr-Gln-Lys-Arg-.

Bardzo korzystne jest jeżeli sekwencje amino¬
kwasów A-l do A-21, X i B-l dio B-20 są naturalnie
występującymi sekwencjami łańcucha A, peptydu
łączącego i łańcucha B proinsuliny wieprzowej,
bydlęcej lub ludzkiej, a najkorzystniej proinsuliny
ludzkiej.

Jakkolwiek, jak stwierdzono wyżej, korzystnie
stosuje się maturalną sekwencję łączącą, jako pep-r
tydiu łączącego można również stosować dużo- krót¬
sze sekwencje pe^tydowe. Jedynymi wymaganiami
są odpowiednia długość pozwalająca na właściwe
utworzenie wiązania dwusiarczkowego pomiędzy
łańcuchami A i B oraz ich zdolność do odszczepia^
nia oid prekursora, powodująca wytworzenie insu¬
liny. Typowym dwuceptydam możliwym do stoso¬
wania jeist -Arg-Arg-. Ponadto można stosować mo¬
dyfikację wyżej wspomnianego dwupeptydu o .wzo¬
rze -Arg-X-Arg-, w którym X oznacza ©o najmniej
jedną resztę aminokwajsową. Bardzo korzystnymi
peptydami łączącymi są -Arg-Arg-Lys-Arg-, a tak¬
że długi łańcuch peptydowy o budowie -Arg-Arg-
-X2-Lys-Arg-, w którym X2 oznacza <x> najmniej
jedną resztę aminokwasową, a korzystnie dwie
reszty amiinokwaisowe. Oczywiście do tego ostatnie¬
go rodzaju należą naturalnie peptydiy łączące, z któ¬
rych wiele omówiono wyżej.

Tak więc uwzględniając powyższe kryteria,, moż¬
na stosować dowolne ugrupowanie łączące. W tych
przypadkach, w których ugrupowaniem łączącym
jest polipeptyd;, punktami połączenia jest amińowai
zakończenie łańcucha A (A-l) i" karboksylowe za¬
kończenie łańcucha B. (B-30). Ponieważ jednak
reszta amainokwasowa B-29 (Lys) z&wiera grupę
E-amino^ą, ugti^upowanie łączące można przyłączyć
do łańcuchów A i B poprzez grupy aminowe A-l
i B-29. Tak więc np. grupa karbonyloibis (metiony-
lowa), którą opisują Busse i inni w cytowanej po¬
wyżej pracy, grupa 2,2^sulfonylobis(etoksykarbony-
lowa), którą opisują Obermeier i linini w Hoppe-
-Sayler'a Z. Physiol. Chem. 356, 1631—1634 (1975),
grupa 2,7-dwuamjinosulberoilowa, którą opisują
Geiger i inni, w cytowanej pracy itp, są użyteczr
nymi ugrupowaniami łączącymi ostatniego rodzaju.

Realizując sposób według wynalazku, S-sulfonian
prekursora insuliny o liniowym łańcuchu poddaje
się działaniu menkaptainiu w środowisku wodnym
o odczynie pH około 7—-11,5. Przez merkaptan ro¬
zumie się związek zawierający co najmniej jedną
grupę -SH. Jedynym ograniczeniem dla merkapta-
nu, . który stosuje się w sposobie według wynalazku
jest. to, że miusi on być rozpuszczalny w wodzie.

Przykładami typowych merkaptanów rozpusz¬
czalnych w wodzie są dwutiotreitol, dwutioerytryt,
2^meiikaptoetainol, tioglikolan metylu, 3-merkapto-
-1,2-proparaodiol, kwas-3-merkaptopropionowy i po-
doibne. Jakkolwiek można stosować merkaptany za¬
wierające kilka gpnup -SH, takie jak dwutiotreitol,
korzystnie stosuje się merkaptan zawierający jedną
grupę -SH. Z merkaptanów tych bardzo korzystny
jest 2-morkaptoetainol,

Sposób według wynalazku realizuje się w środo¬
wisku wodnym, w którym utrzymuje się wymaganą"
wartość pH zwykle dodając odpowiedniiego środka
buforującego'. Odczyn środowiska odpowiada war-"

5 tości pH około 7—11,5. Jednak korzystnie wartość
pH wynosi około 9,5—10,5. W sposobie według wy¬
nalazku można stosować każdy środek buforujący
wykazujący pojemność buforową w wyżej wymie¬
nionych granicach. Przykładami odpowiednich śród-

10 ków buforujących są bufory fosforanowe, trójhyd-
rokąymetyloiaiminometan (Tris), bufory boranowe,
glicynowe, itp.

Stężenie środka buforującego w środowisku wod¬
nym wynosi zwykle do około 0,5n. Korzystnie

15 stężenie wynosi około 0,005—0,5n, a najkorzystniej
około 0,005—0,ln.

S-sulfonian prekursora insuliny o liniowym łań¬
cuchu wprowadza się do środowiska wodnego w
stężeniu nie większym niż około 10 mg/ml. Ko-

20 rzysitnłe stosuje się stężenie niższe, zwykle około
0,05—2 mg/ml. *

Ważnym elementem sposobu według wynalazku
jest ilość użytego merkaptaou w stosunku do S-sul¬
fonianu prekursora insuliny o liniowym łańcuchu.

25 W zdanych w stanie techniki sposobach redukcji
S-sulfonianu do -SH stosowano bardzo duży nad¬
miar merkapitanu w stosunku do Ś-sulfonaanu.
Obecnie jest oczywiste, że taki duży nadmiar nisz-'
czy S-sulfoinianową substancję wyjściową, w'wy-

30 niku czego uzyskuje się całkowitą redukcję S-sul¬
fonianu do odpowiedniego związku -SH. To z kolei
powoduje konieczność wyodrębnienia związku
przejściowego -SH lub rozcieńczenia mieszaniny
reakcyjnej, a następnie stosowania odrębnego etapu

35 utleniania, zwykle przy użyciu powietrza, w celu
przemiany związku przejściowego- -SH w wyma¬
gany związek -S-S- (patrz np. Cretstfiełd i inni, •
J. Biol. Chem. 238, 622—627 (1963), Steiner i inni,
Proc. Nat 1 Acad, Sci U.S.A. 60, 622—629 {1968)

w i Yanaihara i inni, Diabetes 27 (Suppl. 1), 149—160 x
(1978).

Z drugiej strony sposób według wynalazku wy¬
maga użycia merkaptanu w ilości, która dostarcza
około 1—5 grup -SH na każdą grupę -S-S03~~, a ko-

45 rzystnie ilości, która dostarcza około' 2—4 grup -SH
na grupę -SS03^. Stwierdzono, że jeżeli używa się
merkaiptańu w wyżej wymienionej ilości, możliwa
jest z dużą wydajnością i łatwością przemiana
S-sulfonianu prekursora insuliny o liniowym łań¬
cuchu bezpośrednio w żądany dlwusiarczkowy pre¬
kursor insuliny. Ponieważ insulinowe łańcuchy
A i B obecne jako część S-sulfonianu zawierają
szjeść grup S-sulfonianowych, w celu osiągnięcia
wyżej podanej ilości grup -SH w stosunku do grup

„ -SS03~ merkapitanu zawierającego pojedynczą gru-
55

pę -SH oczywiście użyje się w stosunku molowym
od około 6 : 1 do około 30 : 1.

Współzależność pH, siły jonowej roztworu bufo¬
rowego i stężenia S-sulflonianu prekursora insuliny
o liniowym łańcuchu jest ważnym, jakkolwiek nie
zasadniczym, warunkiem realizacji sposobu według
wynalazku. Tak więc na ogół korzystnie stosuje się
roztwór buforowy o wyższym pH i niższej sile
jonowej a także niższe stężenie S-sulfonianu pre-

11 kursora insuliny o liniowym łańcuchu.
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Pondto w odróżnieniu od typowych sposobów
znanych w stanie, techniki,, nie ma zasadniczego
znaczenia prowadzenie procesu według wynalazku
w środowisku utleniającym. Jakkolwiek środek
utleniający, np. powietrze, może być obecny w śro¬
dowisku reakcji, nieoczekiwanie stwierdzono, że
bardzo korzystnie prowadzi się reakcję przy zasad¬
niczym braku powietrza lub innego środka utlenia¬
jącego. Przez określenie ^zasadniczy brak" rozumie
się pominięcie celowego dodawania powietrza. Osią¬
ga się to prowadząc reakcję w układzie zamknię¬
tym, który wyklucza dostęp powietrza lub innego
środka utleniającego. W celu dalszego zapewnienia
bralcu dostępu powietrza, środowisko^ wodne można
przedmuchać azotem iodgazować przed dodaniem
reagenitów. ......

Inną bardzo pożądaną, jakkolwiek nie zasadniczą,
cechą sposobu według wynalazku jest kontrola tem¬
peratury. Proces prowadzi się zwykle w tempera¬
turze około 0—37°C. Korzystnie stosuje się tempe¬
raturę bliższą 0°C, zwykle temperaturę około
2—8°C, a jeszcze korzystniej temperaturę 4—6°C.
Jednakże jeszcze korzystniej proces prowadzi się
w dwóch przediziałach temperaturowych. Miesza¬
ninę reakcyjną przygotowuje się w temperaturze
pokojowej i po przygotowaniu oziębia się do tem¬
peratury oikoło 2—8°C i utrzymuje w tej tempera¬
turze w ciągu pozostałego czasu reakcji

Dlatego zwykle realizując sposób według wyna¬
lazku przygotowuje się środowisko wodne o wybra¬
nym odczynie pH sitosując np. glicynę o stężeniu
około 0,05in. Taik przygotowane środowisko wodne,
które utrzymuje się zwykle w temperaturze około
0—37°C, a korzystnie w temperaturze pokojowej,
odgazowuje się, przedmuchuje azotem i ponownie
odgazowuje. W środowisku wodnym rozpuszcza się
S-sulfonian prekursora insuliny o liniowym łań¬
cuchu w ilości odpowiadającej wymaganemu stę¬
żeniu- ^np/około 0,1 mg/ml środowiska. Merkaptan
dodaje się w ilości dostarczającej do około 5 grup
-SH na grupę -SSO3-. Otrzymaną mieszaninę, którą
utrzymuje się zasadniczo bez dostępu powietrza lub
innego środka utleniającego oziębia się do tempe¬
ratury około 4—6°C, i utrzymuje w tej tempera¬
turze dlp zakończenia reakcji Czas reakcji wynosi
na ogół oikoło 5—72 godziny, częściej około 15—24,
zwykle około 18—20 godzin.

Po zakończeniu reakcji produkt, który jest pre¬
kursor insuliny, można wyodrębnić stosując jaki¬
kolwiek z różnorodnych sposobów uznawanych w
dziedzinie oczyszczania insuliny. Najczęściej stosuje
się techniki chromatograficzme, do których należy
np. chromatografia żelowa lub chromatografia jo¬
nowymienna.

Otrzymany prekursor insuliny można przepro¬
wadzić w insulinę drogą enzymatyczną lub che¬
miczną stosując znane sposoby. Do sposobów tych
należy np. odazczepianie z zastosowaniem trypsyny
i karboksypeptydazy B (Kemmler i inni, J. Biol.
Chem. 246, 6786—6791 (1971).

Produkt insuliny można ocenić pod względem
czystości i czynności względnej stosując znane spo->
soby, takie jak elektroforeza w żelu poliakryloami-
dowym, analiza aminokwasów, próba radiorecep to¬
rowa, próba radiodirnmiunolo-gicana, ciśnieniowa

chromatografia cisczawa (HPLC), widmo w nad¬
fiolecie, dansylacja, próba glikozowa krwi króli¬
czej itp.

S-sulfoniany prekursora insuliny o liniowym łań-
5 cuchu będące substancjami wyjściowymi można

wytworzyć stosie sposoby polegające na rekombi¬
nacji DNA. Można je również wytworzyć z natu¬
ralnych insulin i proimsulin, a także stosując kla¬
syczne sposoby syntezy białek, do których należą

10 techniki reakcji w roztworze lub w fazie stałej
S-sulfoniain prekursora insuliny o liniowym łań¬

cuchu można wytworzyć z proinsuldiny w następu¬
jący sposób. Do 100 ml dejomizowanego 7m mocz¬
nika, który umieszcza się w chłodnym pomieszcze-

15 niu, dodaje się 786 mg siarczynu sodowego. Roztwór
miesza się dokładnie. Następnie dodaje się 594 czte-
rotioniainu sodowego. Po rozmieszaniu duża część
czterotionianiu rozpuszcza się, jednak roztwór po¬
zostaje mętny. Odczyn roztworu doprowadza się do

20 wartości pH, 7,7 używając lodowatego kwasu octo¬
wego. Następnie dodaje się podczas mieszania
503 mg oczyszczonej za pomocą HPLC prodinsuliiny
wołowej. Odczyn roztworu ponownie doprowadza się
do wartości pH 7,6 używając 2n wodorotlenku so-

25 dowego. Otrzymany lekko mętny roztwór miesza
się w temperaturze 6°C w ciągu 18 godzin.

Odczyn około połowy mieszaniny reakcyjnej do¬
prowadza się do wartości pH 9,1 używając 2n wo¬
dorotlenku sodowego i wprowadza się do kolumny

30 Sephadex G-25 Coarse. Stosuje się następujące wa¬
runki chromatografowania: rozpuszczalnik 0,05m
wodorowęglan amonowy, pH 9,0, rozmiary kolumny
2X90 cm, temperatura 21°C,szybkość przepływu
18,5 ml/minutę. Początkowe 120 ml eluantu usuwa

M się, a następne 75 ml zbiera się i zachowuje. Nas¬
tępnie kolumnę przemywa się kolejną ilością 400 ml
0,05 m wodorowęglanu sodowego o pH 9,0. Ten tok
postępowania powtarza się dla drugiej połowy mie¬
szaniny reakcyjnej. Wydajność wyodrębnionych

40 dwóch porcji określona za pomocą spektroskopii
UV wynosi 401 mg. Porcje te łączy się i liofilizuje
do sucha. Zbiera się 445,7 mg suchego odsolomego
produktu. Budowę produktu, S-sulfonianiu proinsu-
liny wołowej o liniowym łańcuchu oraz brak sub-

45 stancji wyjściowej potwierdza elektroforeza w oc¬
tanie celulozy i elektroforeza dyskowa na żelu
poliaikryloamidowym.

S-sulfoniiam prciinsuliny bydlęcej o liniowym łań¬
cuchu oczyszcza się za pomocą chromatografii

59 DEAE celulozowej, 443 mg surowej próbki roz¬
puszcza się w 10 ml roztworu zawierającego 7,5m
mocznik, 0,0 Im trójhydroksymetyloaminometan
i 0,00Im kwas etylenodwuaminocaterooctowy o pH
8.5 i wprowadza na kolumnę DEAE celulozową.

55 Stosuje się następujące warunki chrómatograifowa-
nia: jako rozpuszczalnik roztwór o składzie 7,5m
mocznik, 0,01 frójhydroksymetyloaminometan
i 0,00Im kwas etylenodwuamiiinoczterooctowy przy
wzrastającym stęże::iu 0—0,35m chlorku sodowego,

60 wymiary kolumny 2,5 X 90 cm, temperatura 4°C,
szybkość przepływu około 0,9 ml/miniutę, objętość ,
frakcji 5,3 ml.

Zależność absorbancji każdej frakcji przy 276 nm
od numeru frakcji wykaauje duży pdk obniżający

„ się łagodnie. Na podstawie analizy widma UV ;
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?{Jteiegj$j09no, że pik ten odpowiada produktowi.
Łączy się frakcje 199—240 o objętości aluatu 1069 -
-^1291 ml. Wydajność produktu w tej próbce okreś¬
lona na pQfpi»tawie spektroskopii UV wynosi 355 mg.

Porcję produktu odsala się na kolumnie Sepha-
dex G-25 Goarse. Stosuje się następujące warunki
chromat^gra^owania: jako rozpuszczalnik 0—0,5m
wodorowęglan sodowy, pH 8,0, rozmiary kolumny
3,7 X 105 cm, temperatura 4°C, szybkość przepływu
16,0 ml/miiniutę. Początkowe 395 ml eluatu -usuwa
się a następne 250 ml zbiera sią i zachowuje. Nas¬
tępne kolumnę przemywa się dodatkowymi 2000*ml,
0,05m wodorowęglanu amonowego o pH £,G. ^Wy¬
dajność produktu ^w tej próbce okreśłoma ha -pod¬
stawię s^kAroskopśi W wynosi 321 mg. Próbkę
liofilizuje się do sucha. Zbiega «ę 373 mg-Sfuehej
suOgptaincji. Fxo4uiki &denrt#&kuje «aę za pomocą
ele&tixtfc<DCz#; dyskowej w żełu poliakgyloamddowym
oraz caśTieniomnej c^cmatograiii cieczowej x> wyso¬
kiej rc^dzielozości na podstawie punktu ehieji.

Przykład I. Zastosowanie stężenia 0£ mg/ml.
?H^S9^9^!^ si§ roztwór l;til mg S-sulfonianu

proinsuliiny bydlęcej ^Jponjpwjftfi ^cufJ^i,,itf£rą
rozpuszcza sdę w 16,1 ml odga^o^ajnej, Gtfpn glicyny
o odczynie pH 0,5. po tego roztworu dodaje się

,0,158 mlrpojflsrtawowejgo roztworu jjflpdmego 2-mer^
kaptoetaiQoJ|a o stężeniu merkapticą&L 2,11 mg/m)
jak wykasuje miarecąkowainie odozamjnikiem Ellma-
na. Odipqwdada to 4 , równoważmikęD^ 2nmerkapto^
etanolu na jeden -SSO^w-S-suMoBianie proinauM-
ny bydlęcej1 o lamowym łańcuchu. * Końcowy- odczyn
pH wyinoai 9,46. Roztwór- przygotowany w tempera¬
turze pokojowej zamytka się paralfilmem, po c^ym
miesza się oziębiając -w temperaturę* d°C w * ciągu
19 godzin

Następnie mieszaninę reakcyjną zakwasza się do
wartości pH 4,0 ± 6; 1 (w ustalonej temperaturze)
używając stężonego kwasu rolnego i d,5n wodoro¬
tlenku sodowego. Produkt wyodrębnia się i spraw¬
dza za pomocą caaniiftniowej- chromatografii cieczo¬
wej o wysokiej rozdzielczości HPLPLC. Stosuje się
następujące wairunki HPŁPŁC: kolumna szklana
o wymiarach 1L1X 54 cm wypełniioną wypełniaceem
LP-V€i8^ Vh$M+ Q roag^szcizain^ 30°/a( ace-.
tonitrylu i 7p*/oj 0,lm mrówczanu amonowego o pH
4,25, temgąrątiuira 21°C, ciśnienie 80,5 kPa i szyb-.
Kość przepływu 2,40 ml/mdnutę. Próbki wprowadzaj
się do kolpnjny za pomocą wfoyskiwaozą pętlowegoi
o pojemności 5 ml i wykrywa przy długości fali:
280 nim.

Jako pi/j^wszą próbkę wprowadza się, 5 ml roz¬
tworu- podiSJaMCojwftgo proiin^iuliny bydlęcej, o, nomi-,
nalnyirn sj§«fn^Ł bi*U% 0$/ mg/ml. Jako drugą
pęróbjss- ^rj^pojzą aic:.5: ml za^asiapraej miegza-

się na BOńpta^ft.. Wdtftk «**«*: Wydajno^ćv p:oM-
s^ft^T]b^ o>li<sz#na
naAsojjataj$&:^ę^ę^ic^rd pafrówfrdy^óch*przętłtegńw
Hi?^I^-ws^k^>^A wyda^^wcir.tąoir^tyczn^j.

P^zy.fc£a4 Ift ^st^^w^nieyfi^żep^ ^ ipg/rnj..
iy^go£owuje się, r^wór:: 25/)7. mg S-sulfonianu,

proinsuliny bydlęcej p^l^io^yra^lań^
czonego w 50,).4t ml odgaizowanęj 0,05m glicyny c
odczynie pH 10,51, Do roztw^u,dodaje się 1,302 ml

wodnego tfaztotf&rii poStetewowego %-*tóe?bsfrło&ta-
iw>lw^oeti^teriiiu 2,10 mg/rril *jak wykasuje mtartecz-
kowawte ^tesynńdkiem ~mnłama. odpowiada <to %l

-powri«wti«dka ^meirteftptefeteawilu «a je&en *-J&&bi-
5 w S*««ulfoniaraie 'pr^Sna^łiny bydftętsej 4> Iktfowym

4aóou»fnt-lEońeowy Mwło^n pH -wyinasi 10$7. "ftży-
-actowatay w temiiar&tiairfce' p&kojowej toatwor la-
ra$ka «Łę^ipawiUfflraeHi, *pr*5zymmfasta sftę X5^iębia]iąc
w 'twnpertrtupne 4%e w isiąga 1« ^o*zfei.

-ao Następnie maeszaninę J^akcyjną^-^tóftwlhtóa tóę itto
j*vawftości pK 4,«±0,1 <w flsta&ertej 3iWttpertfburze)
"Uiy^ają*? st^żenego fewmwi sółtregio i 0,ln *wsisii
«ótoeg9. Wydaja^eść proinisifltey ^yd§^ej w -ttńtr-
^za#tirrie*^key$Be$^^ na ^pwIstawiettl^ŁMit:

ii wynosi «^e ^yfejftośei teotresłjrcsnej. Pft>dttkt 1*
*«d«al«ri« -wyeda^bwia się s*ooując idiroma^&jgra^rę
żelową. Odczyn mieszaiflitty ireaftfleyjrtej ^if^tM^acfea
?iię do wartości pH d^O używane &tęż«W!ego wofldro-
*lei*to mi^M^^g^i^i&mr^ -mli!^uiit^ -wpro^^za

to tf*-4»- tacikimny Sephad<« G^25 Ooufrse. 9!ó*ttje ś^

r*go: p^E^wsEraafcdfc ^OSmwc^doirwYę^afi ^ttttónó^
wy, is« IĘ0, r«tomaffy Mffttn^T' 2f509*^ ^ Itett^^
ratura 2ite, sizybkDić #r*0^y^ąi •«,«• l^ftlittćitę

« Fv>eB8#w**e l-ao ml ełaa*a tWttwa a*c,-a irtós1«a«hi^
« nrd zfa^a tóę i Eachowfl^ ftfairtfe łJttńita). N^s-

0,0Im wodorotlenku amonowe^a <o^fl$::$0i Milftó
odeyoteu je^ ^sdę z wyekjnoś«ą 11^' ttŁg ^topeśłMą na

(<M podstawie spektroskopia UV pbrtii. biftłte. £*Hlaę tę
liofilizwje si^ da sucha. Zbiera się 22,2i mg suchego;
odsolonego białka.

Porcję tej fi»bstamcji w ilości 14,84 tag rozpuszcza
się w 5,5 ml l,0m kwasu octowego. Spektroskopia"

m UV czystego rozitwozru wskazuje na silenie białka!
2;56 mg/ml. 5 ml powyższego roztworu;iL2,8 mg na
podstawie UY) wprowadza się do kołuimny Sepha-
dex G-50 Supearfine. Stosuje się następujące wa¬
runki chromato^iafowaiiiia: roapuszczalnd^r lftl kwas

m s^lny, rozmiary koiummy 1,5 X *W cnr, -tefllperatitra
^r^C, szybkość przepływu e,W rnltalmcttę, oUJętość-
frakcji około 1,9 ml.

Po przemywaniu kolumny Imkiwasem octbwymw
ciągu nocy sprawdza się'absorbcj£ ptzy *Ź&b nm*. ;ftaŁ

H wTykresie otrzymuje sfic dwa pifc^- Pferwsiz^ mYCfeJ*
szy odpowiada zagregowanym postaettom- ^roinśir--
liny wołowej. Dragi pife odtKrwiźttfó: manoJYJgryc^iigj
proinsultnie wołowej. Partfe fratóji^ocibo^atJająće"
dwóm pikom zbiera się i łączy poszczegółne^fraićcje;

w< Otrzymuje się Tiastępujące- objętośtal-eluattr:
Partią I: Frakcją 30—46 (55,0—8$<Fm1; pik W^^rrił)
partia H:/Fr«kcje 47—62 (84^-H2,0^tói pdfkrrW^^nil)

Spektroskopia UV wskakuje na dbecność 1^4' mg
proinsuliny wołowej w partiii I i. 10,11 mg w
partii II. Daje to ilość całkowitą 12,05, mg i odpo¬
wiada 94;l*/o ilości wprowadzonej do kolumny. Z tej
ilości 83,9^/a odpowiada mionomeryczniej.proinsiulinie
wołowe}.

Obt!^ partie liofilizuje się de sueba.- P^odtokt^
w partii Xl uznaje się za proinsulinę wołową' ita
podstawie punktu elucji podczas przebiciu tł^LPŁC
Produkt sprawdza, się również działająć ina~ niego
trypsyną i kacbeksypeptydińą, Bi z^odańei z', litctffc-
turowym tokiem postępowania wytwarzania insu-

ei Itoy wołowej. __

5*

608
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Przykład III. Wpływ temperatury.
Tok postępowania z przykładu I stosuje się do

określenia wpływu temperatur na wydajność pro¬
insuliny bydlęcej otrzymanej z S-sulfonianu pro¬
insuliny bydlęcej o liniowym łańcuchu. Reakcję
prowadzi się przy stężeniu białka 0,1 mg/ml w0,05m
glicynowym roztworze buforowym przy pH 9,5 sto¬
sując jako merkaptan 2-merkaptoetanol w ilości
dostarczającej 4 równoważniki -SHna jeden -SS03™
w ciągu 18 godzin.

Przy prowadzeniu reakcji w temperaturze 21°C
wydajność proiinsuliny bydlęcej określona za po¬
mocą HPLPLC wynosi 47% wydajności teoretycz¬
nej. Jeżeli natomiast reagenty zmiesza się w tem¬
peraturze 21°C, a następnie obniży się temperaturę
mieszaniny do temperatury 6°C wydajność wynosi
77%! wydajności teoretycznej.

Przykład IV. Wpływ pH.
Tok postępowajnia z przykładu I stosuje się do

określenia wpływu pH na wydajność proinsuliny
bydlęcej otrzymanej z S-sulfondaniu prodnsulkry
bydlęcej o liniowym łańcuchu w serii reakcji, które
prowadzi się równocześnie. Reakcję prowadzi się
przy stężeniu białka 0,5 mg/ml w 0,05m glicynowym
roztworze buforowym stosując jako merkaptan
2-merikaptoetanoł w ilości dostarczającej 2 równo¬
ważniki -SH na jeden -SSOs~ w ciągu 18 godzin
w temperaturze 6°C.

Wydajności proinsuliny określone za pomoce
HPLPLC są następujące:

1 ■■■ ■ pH
9,0
9,5

[ 10,0
10,5
11,0

Wydajność, °/o

43,1
44,3
66,7
76,0
61,0

P r zy kia d V. Wpływ stężenia białka
Tok postępowania z przykładu I stosuje się do

określenia wpływu stężenia białka na wydajność
proinsuliny bydlęcej otrzymanej z S-sulfonianu
proiinsuliniy bydlęcej o liniowym łańcuchu w serii
reakcji, któire prowadzi się równocześnie. Reakcję
prowadzi się w 0,05m glicynowym roztworze bufo¬
rowym przy pH 9,5 stosując jako merkaptan 2-mer¬
kaptoetanol w ilości dostarczającej 4 równoważniki
-SH na jeden ^SSOs- w ciągu 18 godzin w tempera¬
turze G°C.

Wydajności proinsuliny określone za pomocą
HPLPLC są następujące:

Stężenie białka, mg/ml
0,1
0,2

" 9,3
0,4
0,5
1,0

Wydajność, e/o
78

63

46
37,6
25,4
12 |

Prowadząc drugą serię reakcji dla 2 równoważ¬
ników -SH na jeden -SS03- i pH 10,5 otrzymuje
się następujące wyniki:

Stężenie białka, mg/ml

1 " 1
1 0,5

Wydajność, °/o
V

77,2 - '

c. d. tabeli

1

0,96
1,83
4,2*
7,4*

2 1

58,3
19,5
20,1
19,6

* stosunek równoważnikowy -SH do -SSOg— = 1,2
Przykład VI. Wpływ stosunku równoważni¬

kowego -SH do SS03~.
Tok postępowania z przykładu I stosuje się do

określenia wpływu stasnimku równoważnikowego
-SH do -SS03— na wydajność proinsuliny bydlęcej,
otrzymanej z S-sulfonianu proinsuliny bydlęcej
o liniowym łańcuchu w serii reakcji, które pro¬
wadzi się równocześnie. Reakcję prowadzi się przy
stężeniu białka 0,5 mg/ml stosując 0,05m glicyno-
wy roztwór buforowy przy pH 9,5 w ciągu 18
godzin w temperaturze 6°C.

Wydajności otrzymanej insuliny określone za po¬
mocą HPLPLC są następujące:

Stosunek równoważnikowy

| -SH do -SS03-
4,0
2,0
1,0
0,5

Wydajność, °/o;

30,8
44,7
37,0
4,5

Przykład VII. Wpływ rodzaju merkaptanu.
Tok postępowania z przykładu I stosuje się do
określenia wpływu budowy merkaptanu na wydaj¬
ność proinsuliny bydlęcej otrzymanej z S-sulfonia¬
nu proinsuliny bydlęcej o liniowym łańcuchu w serii
reakcji, które prowadzi się równocześnie. Reakcje
prowadzi się przy stężeniu białka 0,1 mg/ml w gli¬
cynowym roztworze buforowym przy pH 9,5 sto¬
sując merkaptan w ilości 4 równoważników -SH
na jeden -SS03— w ciągu 18 godzin w temperatu¬
rze 6°C.

Wydajności proinsuliny określone za pomocą
HPLPLC są następujące:

Merkaptan

Dwutiotreitol
Dwutiioerytryt
Tioglikolan metylu
3-merkapto-l,2-prqpanodiol
kwas 3-merkaptopropio-

1 nowy
1 2-merkaptoetanol

Wydajność, °/o
39,3
34,9
56,1
65,5

65,3
64,1

Przykład VIII. Wpływ rodzaju białka.
Tok postępowania z przykładu I stosuje się do

55 określenia wpływu rodzaju białka na wydajność
proinsuliny otrzymanej z S-sulfonianu proinsuliny
o liniowym łańcuchu w serii reakcji, które pro¬
wadzi się równocześnie. Reakcję prowadzi się przy
stężeniu białka 0,1 mg/ml w 0,05m glicynowym roz-

M twoirze buforowym przy pH 9,5 stosując jako mer¬
kaptan ZHmerkaptoetanoi w ilości dostarczającej
4 równoważniki -SH na jeden -SS03- w ciągu
1F; godzin w temperaturze 6°C.

Wydajności proinsuliny określone za pomocą
w HPLPLC są następujące: _
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S-sulfonian proinsuliny
o liliowym łańcuchu

bydlęcy
wieprzowy

Wydajność, %

60,6
65,8 |

Przykład IX Wytwarzanie insuliny ludzkiej.
Przygotowuje się roztwór 169,3 mg wytworzonego

biosyinitetyczrjie S-sulfonianu proiinisuliiny ludzkiej
o liniowym łańcuchu, który rozpuszcza się w
338,6 ml cdgazowainej glicyny o pH 10,54. Do otrzy¬
manego roztworu dodaje się 7,71 ml wodnego roz¬
tworu podstawowego 2-merkaptoetainolu o stężeniu
merkaptarm 2,08 mg/ml jak to wskazuje miareczko¬
wanie ouzzjmukiem Ellmana. Odpowiada to 2 rów¬
noważnikom -SH na Jeden -SS03~~ w S-sulfonianie
proinsuliny ludrzkiej o liniowym łańcuchu. Odczyn
końcowy roztworu doprowadza się do wartości pH
10,52 diodając niewielką ilość 5n wodorotlenku sodo¬
wego. Roztwór zamyka się parafilmem i miesza w
temperaturze 6°C w ciągu 18 godzin.

Następnie mieszaninę reakcyjną zakwasza się do
wartości pH Ź,9±0,l (w ustalonej temperaturze)
używając sfcęźtiriego kwasu solnego. Otrzymany kla¬
rowny roztwór wprowadza się do kolumny odsala¬
jącej Sephadex G-25 Coairse. Stosuje się następu¬
jące warunki chromatografowania: rozpuszczalnik
2°/o kwas octowy (objętościowo), rozmiary kolumny
5 X 100 cm, temperatura 25°C, szybkość przepływu
28,8 mi/minutę, objętość frakcji 20,2 ml.

Początkowe 779 ml eluatu usuwa się, a następnie
464 ml zbiera się i zachowuje. Na podstawie absor-
bacji przy 280 nim stwierdza się, że otrzymaną
frakcją zawiera białko. Kolumnę przemywa się do¬
datkowymi 2500 ml 2%r, kwasu octowego Obliczenia
dokonane na podstawie widma UV partii; zawiera¬
jącej białko wykazują, że odzyskuje się 164 mg
białka co odpowiada 101,9% 'ilości wprowadzonej do
kolumny (wydajność teoretyczna reakcji przekształ¬
cenia). Partię zamraża się i liofilizuje do sucha.

Wymagany produkt wyodrębnia się za pomocą
chromatografii żelowej. Suchą substancję (nie zwa->
żoną) rozpuszcza się w 20 ml Im kwasu octowego.
Otrzymany klarowny rozwtór wprowadza się do
kolumny Sephadex G-50 Superfine. Stosuje się
następujące warunki chromatografowania: rozpusz¬
czalnik Im kwas octowy, rozmiary kolumny
2,5 X 125 cm, temperaturę 25°C, szybkość przepły¬
wu około 0,82 ml/miniutę, objętość frakcji około,
4,92 ml.

Po przemywandoi kolumny Im kwasem octowym
w ciągu nocy sprawdza się absorbację przy 280 nra.
Na wykresie absorbacji przy 280 nm otrzymuje się
dwa główne piki. Pierwszy mniejszy pik odpowiada
zagregowanym postaciom proinsuliny ludzkiej. Dru¬
gi pdk odpowiada monomerycznej proinsulinie ludz¬
kiej. Pik ten posiada garb ma przednim ramieniu.
Zebrane frakcje łączy się w trzy partie otrzymując
następujące objętości 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 się, że partie za¬
wierają następujące ilości białka:
Partia I: 22,1 mg
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Partia II: 28,3 mg
Partia III: 103,6 mg.

Daje to całkowitą ilość 154 mg co odpowiada od¬
zyskaniu 94°/oi ilości wprowadzonej do kolumny.

5 Z tej ilości 67,3% odpowiada monomerycznej pro-
imsulinie ludzkiej. Wszystkie trzy partie zamraża się
i liofilizuje do smcha.

Z partii III zbiera się całkowitą ilość 106,55 mg
suchej substancji. Uznaje się ją za proinsulinę ludz-

19 ką na podstawie analizy aminokwasów i elektrofo¬
rezy dyskowej w żelu polikryloamidowym. Stosując
HPLC wymywa się ją w punkcie, w którym ocze¬
kuje się elucji proinsuliny ludzkiej określonym w
stosunku do proinsuliny wołowej. Ponadto otrzy-

15 mana proinsulinę sprawdza się poddając ją dzia¬
łaniu trypsyny i karboksypeptydazy B w wyniku
czego otrzymuje się insulinę ludzką

Zastrzeżenia patentowe

2Q 1. Sposób wytwarzania prekursora insuliny o wzo¬
rze 1, w którym R oznacza atom wodoru, Y oznaczą
grupę o wzorze 2, w którym Z oznacza Ala, ugru¬
powania od A-l do A-21 są insulinowym łańcu¬
chem A insuliny bydlęcej lub świńskiej, ugrupowa-

25 nda od B-l do B-30 są insulinowym łańcuchem B
insuliny bydlęcej lub świńskiej, a X oznacza ugru¬
powanie, które łączy się z łańcuchem A insuliny
przy aminowej grupie A-l, a z łańcuchem B insu¬
liny przy e-aminowej grupie B-29 lub karboksylo-

^ wej grupie B-30, przy czym ugrupowanie to można
chemicznie lub enzymatycznie odszczepić od obu
łańcuchów A i B bez ich rozerwania, polegający na
tym, że S-sulfonian o wzorze 3, w którym R, X
i Y mają wyżej podane znaczenie poddaje się re-

jg akcji z merkaptanem, znamienny tym, że merkap-
tan stosuje się w ilości dostarczającej około 1—5
grup -SH na każdą grupę -SS03—, w roztworze wod¬
nym o pH około 7—11,5, przy stężeniu S-sulfonianu
dc około 10 mg/ml środowiska wodnego, w tempe-

40 raturze około 0—37°C, przy czym sposób realizuje
dę jedmoetapowo, w środowisku zasadniczo wolnym
od środka utleniającego.

2. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
stosuje się związek o wzorze 3, w którym X ozna-

45 cza ugrupowanie peptydowe pochodzące z łańcu¬
cha C proinsuliny świńskiej.

3. Sposób według zastrz. 2, znamienny tym, że
stosuje się związek o wzorze 3, w którym X ozna¬
cza ugrupowanie peptydowe pochodzące z łańou-

50 cha C proinsuliny bydlęcej.
4. Sposób według zastrz. 1 lub 2, znamienny tym,

że reakcję korzystnie prowadzi się przy pH około
9,5-^10,5.

5. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
55 korzystnie stosuje się merkaptan w ilości dostar¬

czającej 2—4 grup -SH na 1 grupę -SS03~~.
6. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że

korzystnie stosuje się stężenie S-sulfonianu około
0,05—2 mg/ml środowiska wodnego.

60

7. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
Jako merkaptan stosuje się 2-merkaptoetanol

8. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
reakcję korzysffcnie prowadzi się w temperaturze

m około 2—8°C.
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9. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
mieszaninę reakcyjną przygotowuje się, w tempera¬
turze zbliżonej do pokojowej* a reakcję prowadzi
się oziębiając mieszaininę reakcyjną do tempera¬
tury 2—8°C.

10. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
utrzymuje się pH mieszaniny reakcyjnej dodając
środka buforującego w stężeniu około 0,005—0,5n,

11. Sposób według zastrz. 10, znamienny tym, że
jako środek buforujący stosuje się glicynę.

12. Sposób wytwarzania prekursora insuliny
o wzorze 1, w którym R oznacza atom wodoru,
Y oznacza grupę o. wzorze 2, w którym Z oznacza
Thr, ugrupowania od A-l do A-21 są insulinowym
łańcuchem A insuliny ludzkiej, ugrupowania od
B-l do B-30 są insulinowym łańcuchem B insuliny
ludzkiej, a X oznacza ugrupowanie, które łączy się
z łańcuchem A insuliny parzy aminowej grupie A-l,
a z łańcuchem B insuliny przy e-aminowej grupie
B-29 lub karboksylowej grupie B-30, przy czym
ugrupowanie to można chemicznie lub enzymatycz¬
nie odszczepić od obu łańcuchów A i B bez ich
rozerwania, polegający na tym, że S-sulfonian
o wzorze 3, w którym R, X i Y mają wyżej podane
znaczenie poddaje się reakcji z merkaptanem, zna¬
mienny tym, że merkaptan stosuje się w ilości
dostarczającej około 1—5 grup -SH na każdą grupę
-SS03-, w rozwtorze wodnym o pH około 7—11,5,
przy stężeniu S-sulfonianu do około 10 mg/ml śro¬
dowiska wodnego, w temperaturze około 0—37°C,
przy czym sposób realizuje się jednoetapowo w śro¬
dowisku zasadniczo wolnym od środka utleniają¬
cego.

13. Sposób według zastrz. 12, znamienny tym,- że
stosuje się związek o wizorze 3, w którym X ozna¬
cza ugrupowanie peptydowe łańcucha C proinsuliny
ludzkiej.

14. Sposób wedir.ig zastrz. 12, znamienny tym, że
stosuje się zwitek o wzorze 3, w którym X ozna¬
cza ugrupowanie reptydowe łańcucha C proinsiuliny
świńskiej.

15. Sposób według zastrz. 12, znamienny tym, że
stosuje się związek o wizorze 3, w którym X ozna¬

cza ugmpowanie peptydowe łańcucha C proinsuliny
bydlęcej.

16. Sposób według zastrz. 12, znamienny tym, że
reakcję korzystnie prowadzi się przy pH około
9,5—10,5.

17. Sposób według-ziaisitrz. 12, znamienny tym, że
korzystnie stosuje się merkaptan w ilości dostar¬
czającej Z—4 grup -SH na 1 grupę -SSO3-.

18. Sposób według zastrz. 12, znamienny tym, że
korzystnie stosu.je się stężenie S-sulfonianu około
C,05—2 mg/ml środowisk«wiodinego.

19. Sposób według zastrz. 12, znamienny tym, że
jakp merkaptan stosuje się 2-jmerkaptoettanol,

20. Sposób według zastrz. 12, znamienny tym, że
reakcję korzystnie prowadzi się w temperaturze
około 2^-8°a ;

21. Sposób według zastrz 12, znamienny tym, że
mieszaninę reakcyjną przygotowuje się w tempe¬
raturze pokojowej a reakcję prowadzi się oziębiając
mieszandnę reakcyjną do temperatury 2^8°C.

22. Sposób według zastrz 12, znamienny tym, że
utrzymuje się pH mieszaniny reakcyjnej dodając

środka buforującego w stężeniu około 0,005—0,5n,
23. Sposób według zastrz 22, znamienny tym, że

jako środek buforujący stosuje się glicynę.
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