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SUM?+lARY 

Resynthesis nm? recovery of crystalZinc insulin from the recombination m&We of natural 
A and B drains 

The quantitative recovery of biologically active crystalline bovine insulin from 
recombination products of natural A and 13 chains is described. 

S-Sulfonated A chain from bovine insulin was reduced with mercaptoethanol 
to the corresponding sulfhydryl form followed by recombination with natural 
S-sulfonatccl B chain in a 2: I weight ratio and neutralization of the recombination 
mixture to pH 7.0, The insulin activity was found to be 34 o/o in the recombination 
misture, based on the amount of I3 chain used, as shown in the mouse convulsion 
test. The solution was immediately lyophilized to a small volume and acidified, The 
precipitate and supcrnatant were chromatographed by gel filtration on Sephadex 
G-go with I N acetic acid and the original amount of insulin (34 %) was recovered. 
The activities of the two insulin portions were: after purification of the supernatant 
100 %, after purification of the precipitate 90 %. The insulin isolated by this method 
is identical with the natural hormone with respect to gel chromatographic mobility, 
ccllogel electrophoretic mobility, biological activity, crystalline form and amino acid 
composition, The method is simple and reproducible. 

It was not possible to separate a hybrid insulin from the heterogeneous protein 
mixture synthesized by the Merrifield method, The possible causes are discussed. 

BINLEITUNC 

Seit der Synthese des Insulins14 im Jahre 1963 arbeitet man intensiv 
an der Verbesserung der lnsulinausbcute bei der A- und B-Kettcn-Rekombination’-0. 
Die Vercinigung reduziertcr nattirlicher Ketten durch oxydative Regenerierung flihrt 
nur ,.in sehr geringem Masse zu aktivcm Insulin; haupt&tchlich entstehen dabei 
Kettenpolymerisationsprodukte und Insulin-I&mere, DIXON UND WARDLAW’~ 

, sowie Du und Mitarb.” liberflihrten die vollsttlndig getrennten Ketten in die S- 
Sulfonate, nach Reinigung in die SW-Ketten und vereinigten diese oxydativ bei pH 9 
zu einem Rekombinat mit I-Z o/0 Insulingehalt. Den chinesischen Autoren gelang 

l Gcgcrlwlirtigc Adrcsne: Mnx-Planck-Institut fUr oxporimcntollo Mcclizin, Abtoilung Bio- 
chcmischc Phnrmaltotogio, Hcrmnnn-Rein&r. 3, 34 Gllttingan, B.R.D. 
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es spsiter, Insulin in Io--12 O/4 Ausbcute zu crhaltcn (bei 50 o/o,-igcn~ A-Kctten-Obcr- 
schuss und einem cstrem hohen pH-Wert von IO,G wallrend der Rckombination)l2, 

Bisher sind melwere Verfahren zur Abtrennung des Insulins von dcm bei der 
Kettenrekombination entstandenen Proteingemisch bekannt. Das von BANTING 

und Mitarb.1” crstmals zur Insulingewinnung aus Pankreas verwendete und van 
Dv und Mitarb.11, moclifizierte saure Extraktionsverfahren ist s&r verlustrcich 
und hat sic11 nach ncueren Untcrsuchungen van ZAHN und Mitarb.14 nicht bewtiihrt. 
KATSOYAXNIS und Mitarb.lG*l” setzten nattirliche reduzierte A-Kette mit S-sulfonierter 
B-Kette bei pH 9.6Io irn Nolverlitiltnis 5 : I UIII und erhiclten Rohinsulin in Go-So% 
Ausbeute, clas durch liombination von Pikrat- und Hydrochloricl-l%llung, Chromato- 
graphic an Carboxyn~etl~ylcellulose in S M Harnstoifliisung und Gelcl~romatograpl~ic 
in kristallines Insulin libcrgeft1lwt wurde. Die Ausbeutc betrug ca, 50 %, bezogen auf 
die eingesctzte S-sulfonicrte B-Kettc. %AHX und Mitarb.14 isolierten llalbsyntlletiscl~es 
kristallines Insulin einfacher durch direkte CM-Ccllulose- und Gelchromatograpllie, 
In beiden l%llen mtissen aber grosse Mcngen Harnstoff untcr Verlust an Insulin- 
Material abgetrennt wcrden. Ausserdem ist bekannt, dass das im Harnstoff cntllaltcne 
Cyanat bei ltingcrer Einwirkung funktionellc Gruppen in l’olypepticlen und Proteirlen 
darcll Carbamylicrung irreversibcl blockicrtl~. 

In dcr vorliegenden Rrbeit wird tine cinfaclle ?vletliocle bescllricben, die? es 
erlaubt, Insulin von den tv&hrend der Rekombination in grosser Menge entstandcnen 
oligomeren und polymeren Kettenprodulsten abzutrennen und in lcristalliner Form 
zu gcwinnen. 

Ccllogclelektrol~l~orese-Streifen (40 x 170 mm, Nr. 44215) stammtcii von cler 
Firma Serva, Heidelberg; Sephacles G-50 (fine) wurde von der Pharmacia, l%.nkfurt, 
bczogen. Alle anderen Cl~emikalien von analytiscliem Reinheitsgrad waren van cler 

Firma E. Merck AG, Darmstadt. 

In Anlelmung an die Metllode von K~TSOYANNIS und Mitarb.‘” wurden drei 
Rekom\~iil~tioileil durchgeftihrt. Pro Ansatz wurdcn 20 mg S-Sulfonat-A-Kette aus 
Rinderinsulin nach Reduktion mit Mercaptolthanol zu IO mg S-Sulfonat-B-I<ette 
hinzugegeben. Nach beendeter Reaktion wurde die RekombinationslCisung auf 
p1-I 7.0 gebracht. Die Insulinausbcute der Lijsung betrug 34 “/“, bezogen auf die im 
Unterschuss zugcgebenc B-Kettc. Die biologische AktivitUt wurde mit dem M&use- 
krampftest nach YCIUNG UND LEWIS lR bestimmt. Die maximale Ausbeute an Insulin, 
das in der Rckombinationsliisung entstanden sein kann, errechnet sic11 aus der zu- 
gegebenen S-sulfonierten B-Kette. Die Aktivitaten bcziehcn sic11 auf kristallines 
Rinderinsulin, mit dem such die Eichkurve gewonnen wurde (Tabelle I). 

Drei Rekombinationslijsungen wurden vcreinigt, sofort bis auf cn. 4 ml 
lyophilisiert (klarc L&sung), mit vier Tropfen Essigstiure und acht Tropfen kon2. 
Salzslure bis pH 1.8 angestiuert und vom Prtlzipitat abzentrifugiert. Die Gelfiltration 
des Oberstandes erfolgte an einer mit Rinderinsulin geeichten (l?ig, In) I x 193 cm 
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Sephadex G-so-SSlule in I N Essigstiure. Nach Abtrcnnung eines kleinen Vorgipfels 
wurdc rcines Insulin gewonnen (Prsktion 2 in Fig. xb). Ausbeute: 8 mg (- 16.8 %), 

klar lijslich in I N Essigs%ure. Die IdentitSit nit Rinderinsulin wurde durch den 
i\I&usekrampftest (Tabellc I) und Cellogelelektrophorese (Fig. 2) bewiesen. MS Elektro- 
phorescapparatur diente die Milcrozonenkammer R-loo (Firma Beckman). Auf 
Cellogelstreifen wurde aus einer Lijsung von I mg chromatograpliiertem Insulin 
in 0.1 ml I N Essigs&ure zehnmal aufgetragen. Der Elektrophorese-Puffer (pH 2.0) 

bcstand aus 4 M H’arnstoff, 3 !W Ameisens&_tre und Wasser. Gearbeitet wurde 25-30 
min bei 250 V, 5-8 mA und einer Temperatur von 2’. Der Streifen wurde danach 
5 min mit Ponceau S angeftirbt und der Untergrund mit 5 % Essig&ure entflrbt, 
Die weitcre Behandlung erfolgte nach der Vorschrift der Firma Beckman. 

Das PrOzipitat der angesguerten Rekombinationslijsung wurde in 8 M I-larn- 
staff-0.2 M Ammoniumformiat-Puffer, pH 3.6, gel&t (Bereitung des Puffers: eine 
8 M HarnstofflSsung wurde mit 0.2 M hmeisenstiure versetzt und mit Ammoniak 
auf pH 3.6 eingestellt) und an derselben Sephades G-go-SBulo in I N Essigs2ure in 
vier Praktionen aufgetrennt (Fig. 3). Die Cellogclelektrophorese (Fig. 4) zeigt die 
Identitlt des Insulins in Peak 4 mit Rinderinsulin (Fig. 4a) : es l&t sich klar in I N 
Essigsiture auf und erscheint in der Chromatographie nach einern Elutionsvolumen 
van 104,3 ml (siche Fig, I). Die biologisclle Aktivittit betr%gt go Y’ (Tnbelle I). 

Jeweils zehn weissen weiblichen MBusen wurde I pg Insulin/Ioo ,ul 0.9 yO 
N&l-Ibsung i,p. injiziert. Sic wurden in eine schrtig gcstellte, lnngsam rotierende 
Trommel gesetzt und liefen dort bis zum cinsctzenden Krampf. Nach maximal 
60 min wurden die heruntergefallenen Tiere gez%hlt. Die Eichkurve wurde mit 
kristallinem Rinderinsulin erhalten (Tabelle I). 

KYiStCltliS&OU 

Die Kristallisation erfolgte nach der Vorschrift van %AHN und Mitarb.14. 
Ein Milligramm chromatographiertes Insulin wurde in I ml Citratpuffer gel&t. 

TABELLE I 

I{BINIGUNG VOX INSULIN N.\CH l~EIlOhlBlNATlON NATthILlCHEII A- UND lb KETTE (RIND) 
-- 

Protc~irs aff5 /I ILdJl! lf.lL! I~rtsrtlinnlr~~iztitill zntrt dcv 
(“‘g) irrr f!itrgcscfslcn 

r~ldlrsc~/rrnttr~f~l!sl MiV.rrsr 
Millclzvwl (%) 

I~cl~ornbinrrtionnlesunfi 
Scphadcx G-JO, %xstancl 

Pralction L 
I~mlction 2 
IVnlttion 3 

Sophaclcx G-so, Prtlzipitat 
Prnktion I 
Fralction z 
Praktton 3 
Pmktion 4 

I_ 34 5” 

- 
Y 100 .I 70 

..__ 

l 20 und 50 116 l?rotoin/roo 111 0.9”/ NnCl-L&sung wurclcn i,p. injixiert. 
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Die Lijsungwurde mit 1.5 N Ammonialtliisung auf PI-? 8.0 eingestellt und anschliessend 
mit 5% Zitronenstiurelijsung auf pH 60. Im K~~ltlscl~rank lie1 das Insulin kristallin aus. 

Die Aminosthnwnalysc wurdc mit I mg Insulin 11ac11 23.5 Std. Hydrolyse mit 
6 N HCl bei 105~ im cvakuierten Rijhrchen durchgeftilnt. Als Analysator diente dcr 
Uniclwom-Autoanalyzer der l%rnn Beckman, iNti11c1~~. 

ERGEl3NISSE 

S-Sulfonierte A-Kette aus liinderinsulin wurdc nr~c11 Reduktion mit Mcrcapto- 
Z.thanol in zweifachem Gewichtst\bcrsclwss mit S-sulfonicrter liindcrinsulil~-B-I(ctte 
kombiniert. Die Insulinnusbeute in der Relcon~l~inationslisung bctrug 34 %, bezogen 
auf die im Untersclmss zugegcbene B-Ii&to (Prim%aktivitOt = biologische Aktivititt 
ohne Reinigung). Drei Rckombinationslijsungen wurden vereinigt und, wie bei 
Material und Methoden besclwieben, weiterverarbeitet. 

In einer frtlliereii &litteilunglg wurcle tiber die Reinigung einer griisscren BIcnge 
kristallinen Rinderinsulins (El~~nclelspr~pamt) an Seplmdes G-50 in I N Essigshrc 
bericlltet, Dabei wurde such Proinsulin* abgetrcnnt. Da nacll frtilwren Unter- 
sucl~,~ngen*~~ 21 die ~Wiedergewinnung van Insulin aus trockenen Iielcoml,inations- 
gemischcn durch saurc Estraktion nicht gclingt, wurde in der vorliegendcn Arbeit 
versucll t, die lielcon~l~inationsIiisu~~g so weit wie mijglicll durch Lyophilisation 
einzuengen, olme dnrnit Insulin und andere Iiel~ombinationsl~roclukte auszuf%llen ; 
aus mehrcren Vorversucllen ging hervor, dass durch Anshern konxentrierter, klarer 
Relcombinationslbsungen das Insulin zum Tcil im I]lberstnnd gel&t bleibt. Dieses 
wurde durcll Gelfiltrationl” des ~berstandes an Sepllades G-50 mit I N Hssigs#ure 
rein erhalten. Das Elutionsdiagramm ist in Fig. 11~ wicclergegcben. %um Vergleich 
wurde an derselben SBule kristallincs Rindcrinsulin gelfiltriert (Fig. In), Peak 
2 enthielt S mg Insulin (16.8 Oh beitogen auf die zugegebene B-Kette) : es besass im 
Mhsekrampftest eine AktivitOt von IOO Y. (Tabclle I). Die Identitlt mit kristallinem 
Rinderinsulin wurde durch die Wanderungsgesclwindigkeit bci der Gclfiltration 
(Fig, ~a), Cellogelelel~tropllorese (Fig. 2), Kristallform uncl quantitative Amino- 
sBureanalyse (Tabelle II) bewiesen. 

Die Reinigung der zweiten I-TBlfte Insulin im PrMpitat crfolgte nacll AuRasen 
in einem sauren Harnstoff-Puffer (siehc i\lATERIN. UNI) METIIODEN) an derselben 
Sephadex G-go-SWle durch Elution mit I X EssigsOure. Dadurch kam das Insulin 
nur lsurze Zeit mit Harnstoff in Berlihrung (sielle KINLEITUNC). Die SBulentrennung 
lieferte vier Fraktionen. Die nach 104.3 ml eluierte Fraktion 4 enthielt S mg reines 
Insulin (16.8 %, bezogen auf die augegebene B-Kette) (siehe Pig. 3) ; es besass eine 
AktivitOt von go y. (Tabelle I). Die IdentiW mit kristallinem Rinderinsulin wurde 
ausserdem durch Cellogelelektr~pl~orese bcwiesen (Fig, 4) a Die anderen Praktionen 
erbrachten keine Aktivittit (Tibelle I). Die Reinigung des Insulins ist aus dem 
Schema in Fig. 5 ersichtlicli. 



RESYNTWES~ UND WIJHX%RGEWJNNUNG VON I<RISTALLINJ3BI INSULIN 

Insulin 
nach 107ml 

G 

(a) 

insulin 
nach 105 ml 

c 
/ 

3 
p 90. 
* / ‘\I. c’_%., 

,_._.-I& 
I-,*. 

~ 2 _‘j. 
100, I 

60 80 100 
Elua12Pml) z” 

Fig. I, (a) Chronnrtographic van ltristallincm Rindcrinsulin nn Scphnclex G-50 (fine) zur Be- 
stimniung dcs Eichwcrtcs. Elutionamittcl: I JV EssigsHurc. Stlulc: I x 193 cm. Durchflussge- 
schwincli#ltcit: z I ml/Std, (b) Chromatogruphic des Insulins im ubcrstand nus clrci Rokombina- 
tionnans!itscn nn Scphadcs G-50 untcr clcnsclbcn Bcclingungcn, 

Fig. a, Ccllo~clelclctropl~orc.se von chromatopraphicrtcm Insulin aus dcm Ubcrstitnd (Peak 2) (a) und 
ltristnllincm~ Rindcrinsulin (I-IrrndclsprOpnmt mit a7 E/m& (b). J~lclctrophoroscbedingungon 
siChC ICIATI!.lllAL UND plETIIOl~LN. 

TABILLI!: II 

A&~INOS#U~H5ANAl.YSlZ VON CI-lHOIl,~~OGI~APHIEnTEhl INYULIN NAC1.I I~&#OXlBlNATION NATUHLICHER 
A- UNIX D-I~BTTII, (RIND) 

Lvs 
tiia 

Aw 
Asp 
Thr 
Scr 
Glu 
Pro 
GUY 
Aln 
CYS 
VELl 
I10 
Lcu 
Tyr 
PllC 

0.049 x,03 I 
0.100 2.10 2 
04047 0499 J 
0,131 2,76 3 
0.047 0.09 1 
0,130 2#74 3 
0,325 f-5 7 
o.o++ 0*93 1 
0.201 4623 4 
O,Y‘~3 3.01 3 
0,252 5031 6 
0,190 480” 5 
0,021 0144 ..I . 
0,293 G.lG G 
0.173 306.5 4 - 
0. I.53 3.22 3 
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2- 
$60- 
.U 
d 
.F70- 
0 

:0 
2 
E J 90- 

a- 

go- 

lOOI-- 
50 

Insulin 
nach 104.3ml 

7’0 9.0 li0 130 1 
Eluat (ml) ---c 

a bc d B 

-Start 

0 

Fig, 3, Chrol~~nto~ritphic clcs Insulins im Pt’iLzil>itzt DUS drci J~cl~onlbiI~i~tioIISnIls!ltZcI~ nn Sephaclc~ 
G-go in I IV Essigs!iurc. Sliulc: I x 193 cm. 1~urcl~Clussgcscl~~r~i~icli~l~cit: rS,s tnl/Stcl. 

Fig. + CclIo~clclcl~tropI~orcsc ~011 Rinrlcrinsulin (I-l;anclclspr!iparnt) (a) ; Praktion 4 (a Insulin) 
(b), l.?mktion 3 (c), lhhtion z (cl) uncl Ihkticm I (I?) ;NS dcr Gclcllrorllatogra~~llic (Fig. 3). Elcktro- 
pliorcscbcclillyurljic~l : sichc hi,t*rwaI. END Xmrm~l~lfs. 

Rekombinationslijsung 

Ansbuern 

(Insulin) ( Insulin-Protein- Gemisch 1 

Gelfiltrotion 
an 

58phadeX G-SO 

L&en in Uarnstoff- 
Ammoniumformfat, pH 3.6 
Gelfiltration 

SeP%deu G-50 

4 + 
Insulin Insulin 

(9 mg,lOO % oktiv) (6 mg,QO%aktiv) 

Fig. 5. Wictlcryu\vilinuli~ VW Insulin aus tlcu t~~lto~nbill;~tio~ls~~rocl~~lct~~~. 

Die Reinigung der nach Mcrrifield syntlwtisicrtcn, vierfach vatiierten A- Iiettc 
erfolgte nach der Mctllode von SI-IIMONISHI UND ZAWN~~. Die Kombinntion der 
syntlletiscllcn A-Kette mit natiirlicher Rindcrinsulin-B-Kette zum Hybridinsulin 
wurde, wie oben beschrielxn, im Getvicl~tsverl~tlltnis z : I durchgeftht, Die Re- 
lcombinationslijsung hatte 17.4 % I?riIll&ir~ktiVitilt. Nach l%,llUng mit S&we und 
Chromatographic dcs Oberstandes an Sephadex G-50 in I N Essigskiare wurde lain 
Insulin-positiver Peak cluiert. Das Prilsipitat lijste sic11 such nach lwhttindigcm 
Verreiben mit 8 M Harnstoff/o,z il,I Arrymoniunlformiat-Pu~cr, p1-I 3.6, nur unvoll- 
sthdig. Die grijsste Tvfenge Protein aus dem Prhipitat wurdc nacll Gelfiltration an 
derselben S%ule im Ausscl~lussl~ereich cluiert; der .Pealccntl~icIt IO yO Insulin-Aktivittit. 
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Im Insulinbercicli wurde keinc AktivitM gcfunden. Nach dcr hicr beschrielxncn 
Methode war es nicht mijglich, die Insulin-AktivitLt aus dem Proteingemisch ab- 
zutrentien. 

DISKUSSLON 

In dem bier bcschriebenen Vcrfahren ist es gelungen, nach Rclcomlhation van 
reduzierter A-Kette (aus dem S-Sulfonat durch Rcduktion mit Thiol) mit S-sulfonicrter 
B-Kette dcs Rindcrinsulins im GewiclltsverhOltnis z: I cn. IOO y0 der im Rekombina- 
tionsprodukt enthaltcnen Insulin-Alctivitlit als vollwirksamcs kristallines Insulin 
wieclerzugcwinnen, Dcas Relcornbinat cnthielt 34 O/4 Insulin-Aktivitlit, bezogcn auf die 
im Untcrschuss eingcsetzte S-sulfonierte D-Kcttc. Die Insulin-Rcitligung ist sehr 
eiufach und gut reproduzierbnr. Sie bcstcht aus folgcnden Einzclschritten: Einengcn 
der Iielcon~binationslijsunfi. hn&iucrn, Chromatographic clcs Ohrstandes an Sephadcs 
G-go in I M Essigshre, hufltisen cles PrUzipitatcs in wenig saurem Harnstoff- 
Puffer und Gclfiltrntion dcs Insulins an clcrsclben Shle, Ionenaustauscllchroma- 
tographic und I~ochmolare Harnstoff-Puffer flh die Elution waren nicht erfordcrlich. 
Nach KATSOYANNIS UND TO~IIITSICO~~ war bei analogcn Versuclien niit nattlrliclicm 
Insulin ,ftir die Gewinnung von 50 %, der Insulin-AktivitSt ein molarcs Verhiiltnis von 
5 : I notwendig, 

Die Ursache flir die misslungene Reinigung eincs Hybridinsulins, dcsscn 
A-Kette nach der Merrifield-Methode synthetisiert worden war, kijnnten clie bei cler 
Festkijrpersynthese entstandenen I~ettcnstthnpfc sein, die durch cinmalige Aus- 
tauscliclirom~tograpliie vor der Rekombinntion liijcl~stwalirsclieinlicli niclit abzu- 
trennen sind. Die andere Abweichung vom nattirlicllcn Rinderinsulin betrifft vier 
Sequenzvarintionen in der A-Kettc des Hybridinsulins, in dcr zwei Gln durch zwei 
Glu und zwei anderc hydropllile Aminostiurcn clurch Ala ersetat sind. Damit crgibt 
sic11 ein crlleblicher Unterschied in der negativen Nettoladung dcs Hybridinsulins, cler 
dafilr verantwortlich sein khnte, dass durch Ans&uern der Rekombinationsliisung 
das gesamtc Insulin mitgefMt wird. Vielleicht khntc die Ausbeute an Insulin-Aktivi- 
t%t in1 Rekombinat wesentlich verbessert werden, wenn die A-Kette im grossen 
Oberschuss, z,J3. im VerMtnis 5 : I, eingeset .:t wird. Das wtire allerdings im Hinblick 
auf clie I~ombination syntlietisclier Kettcn nicht rationell. 

DANX 

Den Farbwcrken Hoechst AG dankcn wir fur die uberlassung von Rinderinsulin. 
Werrn Prof, Dr. Dr. G. .WISITZIZT. sei ftir clie Pijrdcrung der hrbeit gedankt, Prau 
E. HOP~IANN sind wir ftir die Durchftihrung dcr Tierversuche uncl Prau Dr. A.-M. 
FI~ITXORFF fUr die quantitativen Aruinos2.urennalysen zu Dank verpflich tet. 
Die Insulin-freien A- und B-Ketten verdanken wir Herrn Dr. U. WEBIZR, der such die 
Rekombinationen durchft\hrte, 

ZUSAIIBIENPASSUNG 

Die quantitative Wiedergewinnung von biologisch aktivein kristallincm 
Rindcrinsulin aus den Rckom\~inationsprodukten natiirlicller A- und B-Kettc wird 
beschrieben, 
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S-Sulfonnt-A-K&e aus Rinclcrinsulin wurde nacll Redulction mit hlcrcapto- 
Bthanol in zweifachem Gcwichtstiberschuss mit nattirlichcr S-Sulfonat-B-Kette 
kombiniert. Nnch beendeter Reaktion wurcle die I~ombinati~nslBsung auf pW 7.0 
eingestellt. Die Insulinausbeute b&rug 34 o/O, bezogen auf die im Unterschuss zu- 
gegebene B-Kette (Mhselcrampftest). Die LBsung wurde sofort eingeengt, an- 
gesguert und der Oberstand vom IWzipitat abgetrennt. Aus beidcn l%Ationen 
wurcle die gesamte Menge Insulin, die in der Kombinationsliisung enthaltcn war, 
durch Gelfiltration an Sephades G-50 in I N Essigshre wiedergewonnen. Die 
Chromatographic erbracllte folgende Aktivit%ten : nach Rcinigung des Obcrstandes 
IOO %, nach Reinigung des Prhipitats CJO o/O* Die Identittit mit Rinderinsulin wurcle 
bewiesen durch die Wanclerungsgeschwindigkcit bei der Gelfiltration, Cellogel- 
elektrophorese, MBusekrampftest, Kristallisation und quantitative Aminos%.lre- 
analyse, Die Methode ist einfach und gut reproduzierbar. 

Es war nicht mBglicl1, ein nach Merrifielcl synthetisiertes Hybridinsulin aus 
dem sehr heterogenen Proteingemisch, das bei der I:estkijrpcrsynthese anfiel, abzu- 
trennen. Die miiglichcn Ursnchen werden diskutiert. 
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