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Elne Komblnatlon von Insulinketten unter Riickbildung der Disulfidbriicken fiihrt 

bei elner Verwendung molarer Mengen an A- und B-Kette nur zu einer Ausbeute von 

maximal 20 %, bestimmt an der blologischen Aktivitgt des Kombinatlonsrohproduk- 

tes. Zur Erzielung hijherer Ausbeuten 1st eln ijberschuO an A-Kette erforderlich 

(1). Aufgrund elgener systematlscher Untersuchungen liegt unter standardisier- 

ten Bedingungen, die elnem modifizierten Verfahren nach DU et al (2) entspre- 

then, die Ausbeute be1 13,8 f 4,2 %. 

Dlese Werte besthtigen, daR die Information fiir die rZumliche Anordnung der 

Peptidketten lrn Insulinmolekiil nicht in den isolierten Ketten enthalten is-t. 

Zur Bildung der Disulfidbriicken In der dem nativen Insulin entsprechenden Form 

sind zusatzllche Faktoren erforderllch, wie sle z.B. bei der Insulinbiosynthese 

in dem einkettigen Proinsulin vorliegen (3). 

Be1 einer statistischen Komblnation ist zu erwarten, da8 sich die Dlsulfid- 

brticken nicht gleichzeitig sondern nachelnander bilden. Die Wahrscheinlichkeit, 

daO die erste Disulfidbriicke zwischen einer A- und einer B-Kette, zwischen zwel 

A-Ketten oder zwei B-Ketten gebildet wird, hgngt be1 gquimolaren Mengen von 
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der HBufigkeit des Zusammenstoflens der Ketten und der von der Zahl der Thiol- 

gruppen abhangigen Wahrscheinlichkeit des Vorliegens eines reaktionsbereiten 

Zustandes ab. Unter der Annahme der Gleichwertigkeit aller Thiolgruppen ist 

die Wahrscheinlichkeit, daB die erste gebildete Disulfidbriicke zwischen 

A- und B-Kette liegt, 50 %. Durch Bildung der weiteren Disulfidbriicken sollte 

dann neben vielen disulfidisomeren Derivaten korrektes Insulin in einer 

bestimmten Ausbeute entstehen. Nimmt man an, daR im Verlauf dieser Folgere- 

aktionen durch Disulfidaustausch oder Thiol-Disulfidaustausch gleiche Mengen 

an Derivaten mit korrekten Disulfidbriicken in solche mit falschen umgewandelt 

werden wie umgekehrt, so kann diese mijgliche Nebenreaktion aus der Berechnung 

eliminiert werden. 

Von den acht zwischen A- und B-Kette moglichen Disulfidbriicken kijnnen nur zwei, 

die A7-B7- und A2'-B1' -Disulfide, d.h. 12,5 % der urspriinglich eingesetzten 

Menge, durch Bildung der weiteren Bracken zu intak'cem Insulin fiihren. Dies ist 

aber bereits die Ausbeute, die bei einer Kombination an Insulinaktivitdt er- 

halten wird. Eine einzige konformationsgerechte Verkniipfung von A- und B-Kette 

muI3 also bereits genugen, urn eine weitgehend quantitative Bildung der Disul- 

fidbriicken in der der nativen Konformation entsprechenden Lage zu gewahrlei- 

sten, Sollte diese Hypothese zutreffen, so sollten such andere intramolekular 

A- und B-Ketten verkniipfende Brucken, sofern sie konformationsstabilisierend 

sind, die Ausbeute bei einer Kettenkombination erhohen. 

Eine Uberpriifung dieser Hypothese wurde mit den praparativ relativ leicht 

zuganglichen, intramolekular iiber die N-terminale Aminogruppe der A-Kette und 

die E-Aminogruppe des Lysinrestes der B-Kette vernetzten Insulinderivaten 

durchgefiihrt. Aufgrund der Rdntgenstrukturanalyse (4) sind diese beiden Amino- 

gruppen raumlich so benachbart, daB sic z.B. durch Dicarbonsauren amidartig 

verknupft werden kbnnen (5,6). Als Modelle wurden GlyA1,LysB2'-Succinyl-insulin 

und GlyA1,Lys B29 -Suberoyl-insulin verwendet. Diese Derivate wurden durch Um- 

setzung der entsprechenden Dicarbonsaure-his-N-hydroxysuccinimidester mit 

Insulin in Dimethylformamid/Tri?ithylamin oder in Dioxan/Hydrogencarbonatpuffer 

erhalten und durch Gegenstromverteilung gereinigt. Reaktion mit Natriumsulfit 

und Natriumtetrathionat ln Dimethylsulfoxid/Hydrogencarbonatpuffer pH 8 (1:l) 

und anschlieflende Dialyse fiihrte zu den Hexa-S-sulfonaten der vernetzten 



No. 12 98-l 

Insuline. Durch Papierelektrophorese (Ameisenslure/Harnstoffpuffer, pH 2, 

Pauly-Farbung) und Discelektrophorese (14 %iges Gel, pH 8,6, Amidoschwarz- 

farbung) konnten weder getrennte A- bzw. B-Ketten-S-sulfonate noch nicht- 

sulfitolysiertes Ausgangsmaterial nachgewiesen werden. 

Die Reduktion der S-Sulfonate erfolgte in 5,5molarer Harnstofflosung mit der 

50fachen Menge Thioglycolsaure bei pH 5,0 unter Stickstoff, nach Aufarbeitung 

durch Fallen ml-t Aceton bei pH 3,8 wurde die Oxidation in 0,OOlmolarem Gly- 

clnpuffer in Gegenwart von Phenanthrolin und Kupfer(II)-Ionen mit Luft durch- 

gefiihrt (Peptidkonzentration und pH-Wert siehe Tabelle). Die Kombinations- 

produkte wurden nach Dialyse durch Einengen auf ein kleines Volumen und 

Gefriertrocknung isoliert und in dieser Form biologisch getestet (Blutzucker- 

senkung am Kaninchen oder an der Ratte). Zum Vergleich wurde in einem Paral- 

lelansatz aus nativem Insulin erhaltene A- und B-Kette in analoger Weise 

umgesetzt. 

Die biologische Aktivitsit der Kombinationsrohprodukte der intramolekular 

vernetzten Insulinderivate liegt etwa dreimal so hoch,bezogen jeweils auf 

die Aktivitat der intakten vernetzten Derivate, wie die der Rohprodukte aus 

den Kombinationen mit isolierten Ketten, bezogen auf intaktes Insulin (Ta- 

belle). 

Damit 1st im Prinzip die Hypothese bestdtigt, derzufolge bereits eine einzige 

Bindung (die nicht eine Disulfidbriicke zu sein braucht) zwischen A- und B- 

Kette geniigt, urn eine dem nativen Insulin entsprechende Konformation zu sta- 

bilisieren und damit im Falle einer Kombination die Bildung der Disulfid- 

briicken in den richtigen Positionen zu erleichtern. 
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