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Insulinas susideda i3 dviejy polipeptidiniy grandiniy:
A grandines, kuri sudaryta is 21 aminorugsties
liekanos, ir B grandinés, kuri sudaryta is

30 aminorig3&iy liekany. A ir B grandinés sujungtos
tarpusavyje dviem disulfidiniais tilteliais - cisteino
liekanos A7 ir B7 padétyse, bei A20 ir B1l9 padétyse
sujungtos viena su kita. Tre&ias disulfidinis tiltelis
yra tarp A6 ir All. Gyvuliy ir Zmogaus insulinai
susidaro kasoje ©preproinsuliny formoje. PavyzdZiui,
Ymogaus preproinsulinas susideda i3 24 aminorugsc&iy
liekanas turindio prepeptido, prie kurio prisijungia
proinsulinas, turintis 86 aminorig3¢&iy liekanas. Jo

struktira yra:
Prepeptidas-B-Arg-Arg-C-Lys-Arg-A3,

kur C yra grandiné, susidedanti i3 31 aminorig3ties
liekanos. I3skiriant i3 kasos saleliy (Langergenso
saleliy), prepeptidas atskyla ir susidaro proinsulinas.
Galy gale proteolitiZkai suskyla C grandineé ir susidaro

veiklus Zmogaus insulinas.

Geny technologijos metodai vis didéjanc¢iais kiekiais
leidZ?ia pagaminti preproinsulinus mikroorganizmuose
(EP Nr. A 347781, EP Nr. A 367163). Presekos skaldymas,
kaip taisyklé, atliekamas chemi$kai ir/arba fermentiniu
bidu (DE Nr. P-3440988, EP Nr. A024250). Zinomi
fermentiniai metodai yra paremti skaldymu, veikiant
tripsinui ir karboksipeptidazei B (Kemmler W ir kt.).
Biol. Chem. 24, 678-791 (1971), EP Nr. A 95691,
EP Nr. B 89007). 8iy metody tridkumas yra tas, kad
susidaro dideli pa$aliniy produkty kiekiai, kuriuos
labai sunku atskirti i3 reakcijos tirpalo. Ypatingai
paver&iant Zmogaus preproinsuling i Zmogaus insuling
(Humaninsulin, HI), gaunamas didelis kiekis Des-Thr
(B30) - Zmogaus insulino (Des-Thr (B30)-HI). Sis

paSalinis produktas nuo HI skiriasi tik tuo, kad HI

b
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néra galinés aminorGgS$ties, ir Jjis labai sunkiai

atskiriamas i§ reakcijos tirpalo.

Norint sumaZinti 8io paSalinio produkto susidarymg,
gali biti pridedama tam tikry sunkiyjy metaly, kaip
skaldymo priedy, biGtent nikelioc (EP Nr. A 0264250).
Tac¢iau tokia reakcijos eiga stambiatonaZinés gamybos
poZiliriu yra nepageidautina, nes labai uZter$iami
sunkiaisiais metalais nutekamieji vandenys. Todel
reikia sukurti specifinij ir ekologiskai tinkamg

preproinsulino skaldymo metods.

Klostripanas (klostriopeptidaze B, EC 3.4.22.8) -
fermentas, iSskiriamas 18 Clostridium histolyticum
kultaros terpes, kurio molekulinis svoris yra
apytikriai nuo 30 000 iki 80 000, pasizZymi tiek
proteolitiniu, tiek ir amidaz-esteraziniu aktyvumu
(Mitchell, W.M., Harringtom, W.F., J. Biol. Chem.,
243 (18), 4688-4692 (1968)).

Jis 1i8siskiria dideliu specifi3kumu Arg-Gly jungéiy
atZvilgiu. PavyzdZiui, izoliuotos insulino B grandines
Arg-Gly jungti klostripanas skaldo 500 karty greié&iau,
negu Lys-Ala jungtj, o gliukagone skaldomos tik Arg-
Arg, Arg-Ala ir Lys-Tyr jungtys. 3iy jung&iy hidrolizes
grei&iy santykiai yra 1/7 ir 1/300 (Labouesse, b.,
Bull. Soc. Chim. Biol., 42, 1293 (1960)).

Netiketai buvo rasta, kad klostripanas specifiskai
skaldo preproinsuling nuo C-galo uZ arginino, o
aminortug3¢iy grandinés, esandios uZ arginino (B22),

esanCio B-grandinéje, skaldymo nepastebéta.

Taigi, 1iS8radimas priskiriamas preproinsulino, kurio

formule (I)
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(A-1) lGly—-NH X
(A=6) Cys—8-8

‘ (A=-20) (A-21)
(A=T) Cys=Cys Cys = & - Ré

‘ (A=11) | (1)

‘°‘ T

(B=2) 8 ls
|
L RZ'HN—Val—--Cys Cys e
(B-7) (B=-19) (B~30)
kurioje

1

R yra n aminorig$&iy, kur n yra sveikas skaidius ir
yra 0 arba 1,

R? yra vandenilis, chemi%kai arba fermentiniu bidu
atskeliama aminorig3tis arba peptidas, sudarytas
i8 2-10 aminoriugs¢iy liekany,

R’ yra oksigrupe, aminorigstis arba peptidas,
sudarytas i% 2-10 aminorig$é&iy liekany,

X yra L-argininas arba peptidas, sudarytas i3 2-
45 aminorig3&iy liekany, kurio C-gale arba N-gale
yra L-arginino radikalas,

Y yra geneti3kai koduojama aminorigstis,

Z yra geneti8kai koduojama aminorigstis,

Al-A20 arba B2-B29 yra gamtiné arba pakeista,
pakeidiant viena arba keleta aminoriigd&iy, Zmogaus

arba gyvulio insulino aminorig3c&iy seka,
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aminorigs8&iy grandinés hidrolizés biudui, kuris skiriasi
tuo, kad preproinsulinas hidrolizuojamas, esant
klostripanui, ir 3iomis salygomis paverd&iamas insulinu

karboksipeptidazés B pagalba.

Peptidy ir proteiny aminoriig3&iy seka nurodoma nuo
aminorug8é€iy grandinés N-galo. Proteazés hidrolizuoja
peptidine jungti tarp peptidy arba proteiny
aminorig8¢iy. Klostripanas hidrolizuoja peptidus arba
proteinus, turinéius L-argining esanti uZ arginino.
Preproinsulino hidrolizés reakcijos produktas yra
insulino dariniai arba polipeptidai, kurie C-gale turi

arginino grupe, arba aminorigitys.

Gamtinémis aminoriagstimis vadinamos aminorigstys,
pavyzdZiui, Gly, Ala, Ser, Thr, Val, Leu, Ile, Asp,
Asn, Glu, Gln, Cys, Met, Tyr, Phe, Pro, Hyp, Trp, Arg,
Lys, Hyl, Orn, Cit arba His.

Genetiskai koduojamomis aminoriagstimis laikomos
aminorugs8tys, pavyzdZiui, Gly, Ala, Ser, Thr, Val, Leu,
Ile, Asp, Asn, Glu, Gln, Cys, Met, Arg, Lys, His, Tyr,

Phe, Trp, Pro arba selenocisteinas.

Tinkamiausi yra (I) formulés preproinsulinai, kuriuose

R yra fenilalaninas (Phe),

R® yra vandenilis, gamtine am: norigstis arba
peptidas, sudarytas i8 2-30 gamtiniy aminorigsd&iy,

kurio C-gale yra L-argininas,

R yra oksigrupé, gamtiné aminorug3tis arba peptidas,
sudarytas i3 2-10 gamtiniy aminorig3d&iy,
X yra L-argininas arba Zmogaus arba gyvulio

proinsulino C-grandiné,
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Y yra aminorig3tis i3 Thr, Ala arba Ser grupes,
Z yra aminorug3tis i3 Asn, Gln, Asp, Glu, Gly, Ser,

Thr, Ala arba Met grupes,

Al-A20 arba B2-B29 yra Zmogaus arba gyvulio insulino

aminorug3diy seka.

Ypatingai tinkami yra (I) formulés preproinsulinai,
kuriuose

R yra Phe,

R’ yra vandenilis arba peptidas, sudarytas 13§ 2-

30 gamtiniy aminortgsc¢iy, kurio C-gale yra L-

argininas,

R yra oksigrupé, gamtiné aminorigstis arba peptidas,
sudarytas i3 2-10 gamtiniy aminorigséiy,
X yra L-argininas arba Zmogaus, kiaules arba

raguodiy proinsulino C-grandine,

Y yra Thr,

2 yra Asn,

Al-A20 arba B2-B29 yra Zmogaus, kiaulés arba raguocliy

insulino aminoritgsciy seka.

Be to, tinkami yra insulinai, kurie buvo siGlyti
Vokietijos patenty parai3kose Nr. P 39 19 852 ir Nr. P
40 12 818 0. PavyzdZiui, InsuArg, kuris turi tokig

aminorigsciy seksy:
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H,N-Asp Thr Thr Val Ser Glu Pro Asp Pro Asn Ser Asn
Gly Arg Phe Val Asn Glu His Leu Cys Gly Ser His
Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg
Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Gly Ile Val
Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln
Leu Glu Asn Tyr Cys Asn-COOH

Klostripanas (EC 3.4.22.8) - tai ekstraceliuliarine
tiolproteazé i3 klostridijy (Clostridien). Fermentas
yra heterodimeras ir néra kity Zinomy tiolproteaziy
homologas. Jis yra ypatingai specifiskas jung&iy Arg-
XXX, ypa¢ Arg-Pro, atZvilgiu. Fermentas charakteri-
zuojamas molekuliniu svoriu nuo 30 000 iki 80 000 ir
izoelektriniu tasku, pH nuo 4,8 iki 4,9. Kaip
aktyvatoriai veikia, pavyzdZiui, cisteinas, merkapto-

etanolis, ditiotreitolis arba kalcio jonai.

Esant, pavyzdZiui, tozil-L~lizin-chlormetilketonui,
vandenilio peroksidui, EDTA, Co®', cu?', cd* jonams arba

citratui, klostripanas inhibuojamas.

Klostripanas gaminamas i3 mikroorganizmy fermentacijos
bidu. Siame gavimo bide klostridijos (Clostridien)
kultivuojamos tol, kol maitinandioje terpéje susikaupia
klostripanas. Tinkamos yra, pavyzdZiui, Clostridium
histoliticum, bitent Clostridium histoliticum DSM 627.
Taip pat tinkami yra minéty mikroorganizmy mutantai ir

variantai, jeigu jie sintezuoja klostripang.

Auginama anaerobinése sglygose individualiai arba
misSrioje kultiroje, pavyzdZiui, panardinus nejudrioje
kultdroje, nesant deguonies, arba fermentatoriuose
azoto, inertiniy dujy arba kity dujy atmosferoje,
i8skyrus deguonji. Fermentacija atliekama nuo 10 iki
45°C, geriausia apytikriai nuo 25 iki 40°c, ypa¢ nuo
30 iki 38°C temperatiiry intervale. Fermentacija vyksta

pH srityje nuo 5 iki 8,5, geriausia nuo 5,5 iki 8.
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Siomis salygomis kult@riniame buljone po maZdaug 1-
3 dieny susikaupia pastebimas fermento kiekis.
Klostripano sintezé prasideda vélyvoje log-fazéje ir
pasiekia maksimumg standartineje augimo fazéeje.
Fermento pasigaminimg galima kontroliuoti, panaudojant
aktyvumo testg (Mitchell, W., Meth. Enzymol., vol. 47,
p. 165-170, 1977).

Klostripano gavimui naudojamame maitinanc¢iame tirpale
yra nuo 0,2 iki 6%, geriausia nuo 0,5 iki 3%, organiniy
azoto Jjunginiy bei neorganiniy drusky. Organiniais
azoto junginiais gali bGti: aminorligStys, peptonai bei
mésos ekstraktai, sumaltos séklos, pavyzdZziui, kuku-
razy, kviediy, pupy, sojos arba medvilnés, alkoholio
gamybos distiliacijos atliekos, mésos miltai arba
mieliy ekstraktai. Kaip neorganinés druskos maiti-
nan¢iame tirpale gali biati pavyzdZiui, Sarminiy arba
Zemés Sarminiy metaly, geleZies, <cinko ir mangano
chloridai, karbonatai, sulfatai arba fosfatai, o taip

pat ir amonio druskos bei nitratai.

Optimalios fermentacijos salygos kiekvienam mikro-
organizmui nors ir skiriasi, tadiau Jjos yra arba
Zinomos tyrinétojui, arba gali budti lengvai parenkamos,
panaudojant paruo$iamyjy bandymy duomenis. Klostripanas
gali bati valomas klasikiniais metodais, pavyzdZiui,
nusodinimu (NH,) ,SO,, jonitines arba gel-skvarbos
chromatografijos metodais. Fermenty sujungimas gali
bGti atliktas pagal Zinomus metodus (Colowick ir
Kaplan, Meth. Enzymol., vol.XLIV).

Fermentinéje reakcijoje gali buti naudojamos tiek
sveikos lastelés laisvoje arba imobilizuotoje formoje,
o taip pat ir iSskirtas fermentinis produktas, kuris

taip pat gali biti "suristas" su neSikliu (pagrindu).
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(I) formulés preproinsulino skaldymas, panaudojant
klostripang, yra atliekamas vandeninéje terpéje, |
kurig gali bati pridéta besimai3andiy su vandeniu
organiniy komponendéiy, kaip pavyzdZiui, alkoholiy,
ketony, 3lapalo, N,N-dimetilformamido. Tarp kitko,
norint geriau kontroliuoti pH, i pradini reakcijos
miSini gali bati pridedama atitinkamy organiniy arba
neorganiniy buferiuy, tokiy kaip fosfatas, Tris,
glicinas, HEPES ir kt. Preproinsulino koncentracija
skaldymo misinyje yra, pavyzdZiui, 0,01 mg/ml ir
100 mg/ml intervale, geriausia nuo 0,1 mg/ml iki
10 mg/ml. Preproinsulino santykis su klostripanu (mg:
aktyvumo vienetai (U)) vyra nuo 1:0,01 iki 1:1000,

geriausia nuo 1:0,1 iki 1:50.

Reakcijos terpeés rig3tingumas gali kisti nuo pH 4 iki

pH 12, ypatingai tinkama yra sritis nuo pH 6 iki pH 9.

Laikas, reikalingas suskaldyti preproinsulinui iki
atitinkamo intermediato, gali kisti priklausomai nuo
reakcijos sglygy pladiose ribose, pavyzdZiui, nuo
15 minué&iy iki 48 valandy, geriausia reakcija vykdyti

nuo 1 iki 6 wvalandy.

Prie3 naudojant fermenta, jis atitinkamai aktyvuojamas,
esant merkaptanui. Merkaptanais laikomi i3 esmés visi
junginiai, kurie turi SH-grupes; geriausiai tinka DTT,
DTE, merkaptoetanolis, tioglikoline ragstis arba
cisteinas. Merkaptany koncentracija gali kisti pladiose
ribose; geriausiai tinka koncentracijos nuo 0,1 mM iki
100 mM. Toliau, aktyvuojandiame buferyje yra ca*t -
jonai, geriausia CaCl,. Aktyvacija vykdoma, esant pH
reik3méms nuo 4 iki 12, geriau nuo pH 6 iki pH 8,
ypatingai tinkamos ribos yra nuo pH 7 iki pH 8. pH
palaikymui gali bati pridedama buferiniy medZiagy,
pavyzdZiui, Tris HEPES, glicino ir kt. Aktyvacijos

temperatira gali bati nuo 0°C iki 60°C, geriau nuo 0°C
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iki 10°C, ypatingai tinkamas intervalas yra nuo 0°c iki
5°C. Taip aktyvuotas fermentas gali bOti naudojamas
tiesiogiai, arba duotose salygose i3 Jjo paSalinamas
aktyvuojantis buferis, panaudojant chromatografija per
Ultrogeli AcA 202 (®Ultrogel AcA 202).

Skaldant (I) formulés preproinsuling iSradime apra3omu
bidu, gaunami insulino dariniai, turintys insulino C-
gale arginino 1liekanas, ir atitinkamos atskeltos
aminorig3tys ir/arba peptidai. Esant reikalui, insulino
darinius galima paversti i atitinkamus insulinus,
panaudojant karboksipeptidaze B. Karboksipeptidaze B
galima pridéti i ta pati pradini reakcijos mi3ini kartu
su klostripanu, arba auk3&iau minétomis reakcijos
sglygomis galima juos pridéti vienas po kito; be to,
insulino darinys minétomis salygomis, prie$ pridedant
karboksipeptidaze, gali buati i3skirtas Zinomais meto-
dais, tokiais kaip, pavyzdZiui, chromatografija arba
kristalizacija. Karboksipeptidaze B galima naudoti
iStirpintoje arba imobilizuotoje formoje. Karboksi-
peptidazés B ir insulino darinio santykis (pagal svori)
yra apytikriai nuo 1:10 iki 1:5000, geriausia apie
1:500 iki 1:3500 ir ypatingai tinkamas yra apytikriai
nuo 1:1000 iki 1:3000.

Karboksipeptidazés B ir klostripano santykis (pagal
svori) yra apytikriai nuo 1:1 iki 10:1, geriausia nuo
2:1 iki 5:1.

Klostripano ir/arba karboksipeptidazes B skaldymo
reakcijos produktai gali, pavyzdZiui, blGti nusodinami,
sumaZinus pH reik3me, ir/arba iSskiriami ir iSvalomi,
panaudojant Zinomus kolonéliy chromatografijos metodus.
Taip gautas insulinas gali bfiti paruo3iamas naudojimui
iprastomis formomis ir panaudojamas kaip vaistai,

gydant diabetsg.
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Toliau duodamose pavyzdZiuose i3 dalies apra3omas
iSradime sidlomas blidas. Jeigu atskirai nepaminéta,

duodami % yra svorio %.

1 pavyzdys

Clostridium histoliticum DSM 627 kultivavimas buvo

atliktas .tirpale, kuriame yra:

kazeinpentonas 3%
mesos ekstraktas 3%
mieliy ekstraktas 0,5%
cisteinas 0,05%
KH,PO, 0,15%
pH=7,2

Predkultira (pirminé kultdra) uZkrediama 1% mikro-
organizmy. Kultivuojama uZdarame inde anaerobineémis
sglygomis 37°% temperatiroje 2 dienas. Mikroorganizmy
Stamai iSlaikomi auk3¢iau minétame maitinimo tirpale,
turin¢iame 50% glicerino, -20°% temperatiiroje. Fermen-
tatoriuje iskiepijama predkultira (1%). Iskiepijamo
(uZkre¢iamo) maitinandio tirpalo kiekis fermentatoriuje
buvo nuo 10 iki 8 1. Kultivavimas atliekamas, isotinant
azotu, 33% temperatiroje 24 valandas, esant pastoviam
pH 7,0. Kultirinio skysdio 1i3matuotas fermentinis
aktyvumas sudareé 20 000 U/1 {(Mitchell W., Meth.
Enzymol., 47 t., p. 165-170, 1977).

Gautas skystis buvo apdorojamas centrifiguojant
lasteles esant 6000 g, steriliai filtruojant per
filtra, kurio pory dydis buvo 0,22 um, ir pridedant
60%-nio ledinio (-20°C) metilo alkoholio i filtrata.
Tirpalas i%laikytas 24 valandas -20°C temperatiroje ir

vél centrifiguojamas (8000 g). Nuosedos tirpinamos
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sterilioje terpéje ir vél centrifiiguojama (12 000 g).
Fermentinis aktyvumas, iZmatuotas nuoseédose, buvo
300 U/ml, 200 U/baltymo mg. I3eiga sudaré 75% i3matuoto

fermentatoriuje aktyvumo.
2 pavyzdys
Lastelés buvo praskiestos, kaip apradyta 1 pavyzdyje.

Darbiné terpé fermentatoriuje susidéjo i§:

Penton-proteaze (Difco) 5%
Cisteinas 0,05%
KH,PO, 0,15%
pH 7,2

ir buvo iskiepyta (uZkreta) 2% predkultiros.

Klostripano aktyvumas kultdriniame skystyije buvo
45 000 U/ml.

Gautas skystis buvo apdirbamas, filtruojant per 0,3 um
membranas (Filtron Omega Membran), norint atskirti
lasteles, ir filtruojant tangentinio srauto
(Tangential-Flow) sistemoje per 10 KD membranas, norint
sukoncentruoti i3tirpusi klostripang. Sukoncentravimo
koeficientas buvo 20. Po to, 1i3% koncentrato buvo
paSalintos druskos ir chromatografuojama per DEAE-
celiulioze. Klostripano aktyvumas nuo 1000 U/ml, iSeiga
85%. Preparatas i1ki panaudojimo buve laikomas -20°

temperatiroje.

3 pavyzdys

A. Klostripano aktyvavimas
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50 nl fermentinio preparato (200 U/ml, 286 U/mg) 1i$§

1 pavyzdZio,
1 pl aktyvuojanéio buferio (250 mM DTT, 125 mM CacCl,)

- Kiekis pradiniame misSinyje:

DTT 5 mM

CaCl, 2, 5mM

- Inkubuojama 2 valandas, Saldant ledu.

- Skaldymo reakcijai atlikti fermentas praskiedZiamas
1:40 25 mM Tris/HCl buferiu, pH 7,8.

B. Skaldymo, norint idskirti (B31) Arg-insuling,

klostripano pradinis miSinys

100 pl Insu-Arg (1 mg/ml)
20 pul KCl (1 M)
5 ul Tris/HC1l (1 M, pH 7,8)
55 ul H,0

20 pl klostripano (praskiedimas 1:40)

Kiekis pradiniame miSinyje:

Insu-Arg 0,5 mg/ml
Klostripanas 2,5 U/ml
DTT 12,5 uM
Tris/HC1 25 mM

KC1 100 mM
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- Inkubuojama 1-2 valandas 28°C temperatiiroje, reakcija
galima lengvai kontroliuoti auksto slégio skystineés
chromatografijos (HPLC) pagalba, po to nutraukti,
panaudojant tozil—L—lizinchlormetilketona (TLCK)

- Reakcija nutraukiama, pridedant 1 pHl TLCK (15 mM)
Laikoma 4°C temperatdroje

Rezultatas:Zmogaus insulinas-Arg. Pagal HPLC duomenis,

"Zmogaus insulinas (DesB30)" nesusidaro.

C. Skaldymo, norint iSskirti Zmogaus insuling,

karboksipeptidazés B pradinis misinys

200 pl skaldymui skirto klostripano pradinio miSinio,
10 pl karboksipeptidazés B (praskiedimas 1:100)

- Karboksipeptidazés kiekis pradiniame misSinyje: 2,5 mg/m

- Inkubuojama 2-4 valandas 28°C temperatiroje; reakcijg
lengvai galima kontroliuoti HPLC chromatografijos
pagalba

- Karboksipeptidazé B (759 U/ml, 150 U/mg i3 kiaulés
kasos), skirta reakcijai, praskied¥iama 1:1000 25 mM

Tris/HCl buferiu, pH 7,8.

Rezultatas: Zmogaus insulinas. MedZiaga "insulinas
(DesB30)" pagal HPLC duomenis nesusidaro.

D. HPLC-analizeé

Skilimo kontrolei buvo naudojama kolonéle RP
18 (0,125 M (NH,),S0,, su H,SO, nustatomas pH,, 25-50%



10

15

20

25

30

35

LT 3328 B
14

acetonitrilo gradientas) arba kolonele Cg (0,1% TFA,

20-50% acetonitrilo gradientas).

4 pavyzdys
Klostripanas: 200 U/ml (i3 1 pavyzdZio)

Aktyvuojantis buferis: 500 mM Tris/HCl, pH 7,8
100 mM DTT
25 mM CacCl,

Aktyvacija: 100 pul klostripano tirpalo

10 pul aktyvuojancéio buferio

Pradinis misinys: 35,7 mg Zmogaus pre-B-grandis-A-
grandis-insulin-sulfonato

315 ul 1 M merkaptoetanolio

105 ul 1 M askorbino rugSties

100 ml 20 mM glicino buferio, pH 10,7.
200 pl skaldymui skirto klostripano pradinio miSinio,

10 pl karboksipeptidazés B (praskiedimas 1:100)

- Karboksipeptidazés B kiekis pradiniame miSinyje:
2,5 mg/ml

- Inkubuojama 2-4 valandas 28°c temperatiroje; reakcijg

lengva kontroliuoti HPLC metodu

- Karboksipeptidazé B (759 U/ml, 150 U/ml, i38 kiaulés
kasos) praskiedZiama 1:1000 25 mM Tris/HCl buferiu,

pH 7,8. Rezultatas: Zmogaus insulinas. MedZiaga
"insulinas (DesB30)", pagal HPLC duomenis,
nesusidaro.

HPLC-analize
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Skilimo kontrolei buvo naudojama kolonéle RP
18 (0,125 M (NH,),SO,, su H,SO, nustatomas pH,, 25-50%
acetonitrilo gradientas) arba kolonélé Cg (0,1% TFA,
20-50% acetonitrilo gradientas).

S5 pavyzdys

Klostripanas: 200 U/ml (i% 1 pavyzdZio)

Aktyvuojantis buferis: 500 mM Tris/HCl, pH 7,8
100 mM DTT
25 mM CacCl,

Aktyvacija: 100 pl klostripano tirpalo

10 pl aktyvuojandio buferio

Pradinis mi$inys: 35,7 mg Zmogaus pre-B-grandis-A-
grandis-insulin-sulfonato
315 1 1 M merkaptoetanolio
105 1 1 M askorbino rig3ties
100 ml 20 mM glicino buferio, pH 10,7

Pradinio miSinio susiformavimas buvo vykdomas per nakti
Saldytuve, 4°c temperatiroje, iSeiga 0,152 mg/ml.
PriemaiSos atskiriamos, sumaZinant pH reik3me iki 5,0,
po to pridedama Tris iki galutinés koncentracijos 50 mM
ir su HCl nureguliuojama pH reik3mé lygi 7,8. Po to
buvo pridéta 30 ul fermento tirpalo. Skaldymas
atliekamas 30°C temperatiroje ir kontroliuojamas HPLC

chromatografijos pagalba.

Rezultatas: auks&iau minétas preproinsulinas suskyla
iki Zmogaus insulino Arg. Susidaro

minimalus kiekis insulino (DesB30).
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13RADIMO APIBREZTIS

1. Insulino gavimo biidas, b e s i s kiriantis

tuo, kad atlieka preproinsulino, kurio formule (I):

(A=1) (l}ly-NH X
(A=6) Cys—8-8
\ (A=-20) (A-21)
3
(A=T) Cys=Cys Cys - 2 - R
(A-11) |
s S
\ 1 (I)
(B-2) s f
kl B#-HN-Val---Cys Cye — Y
(B=7) (B=19) (B-30)
5 kurioje

1

R yra n aminoriigddiy, kur n yra sveikas skailius ir
yra 0 arba 1,

10 R? yra vandenilis, chemi3kai arba fermentiniu bidu
atskeliama aminoriig8tis arba peptidas, sudarytas
i8 2-10 aminorig3&iy liekany,

R’ yra oksigrupe, aminorugStis arba peptidas,

15 sudarytas i§ 2-10 aminoriug$éiy liekany,

X yra L-argininas arba peptidas, sudarytas 18 2-
45 aminorug3&iy liekany, kurio C-gale arba N-gale
yra L-arginimo radikalas,

20

Y yra genetidkai koduojama aminorigstis,

Z yra genetiskai koduojama aminorugstis,
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Al-A20 arba B2-B29 yra gamtiné arba pakeista,
pakeidiant vieng arba keleta aminorig3&iy, Zmogaus
arba gyvulio insulino aminorig$&iy seka,

aminorig8&iy grandinés hidrolize, esant klostripanui,

ir esant reikalui, panaudoja karboksipeptidaze B.

2. Bidas pagal 1 punkta, b e s i s ki riant is

tuo, kad naudoja (I) formulés preproinsuling, kuriame
R yra fenilas (Phe),
R yra vandenilis, gamtineé aminorigsitis arba

peptidas, sudarytas i3 2-30 gamtiniy aminoriugsdéiy,

kurio C-gale yra L-argininas,

R yra oksigrupeé, gamtiné aminorfigdtis arba peptidas,
sudarytas i§ 2-10 gamtiniy aminorigi&iy,

X yra L-argininas arba Zmogaus arba gyvulio
proinsulino C-grandine,

Y yra aminorig3tis i3 Thr, Ala arba Ser grupes,

Z yra aminorug$tis i3 Asn, Gly, Asp, Glu, Gln, Ser,

Thr, Ala arba Met grupés,

Al-A20 arba B2-B29 yra #mogaus arba gyvulio insulino
aminoriigdéiy seka.

3. Bldas pagal 1 arba 2 punktg, be s i s kirian -
t 1 s tuo, kad naudoja (I) formulés insulinus,

kuriuose

R! yra fenilas (Phe),
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R yra vandenilis arba peptidas, sudarytas 18 2-

30 aminorig3&iy, kurio C-gale yra L-argininas,

R yra oksigrupé, gamtine aminorig3tis arba peptidas,
sudarytas i3 2-10 gamtiniy aminorugscéiy,

X yra L-argininas, arba Zmogaus, kiaulés arba karveés
proinsulino C-grandine,

Y yra Thr,

Z yra Asn,

A1-A20 arba B2-B29 yra Zmogaus, kiaulés arba karveés

insulino aminordgsc¢iy seka.

4. Budas pagal vienag arba keleta i3 1-3 punkty, b e -
s iskiriantis tuo, kad skaldymg atlieka,

esant pH reik3més nuo 4 iki 12, geriausia nuo 6 iki 9.

5. Budas pagal viena arba keleta i3 1-4 punkty, b e -
s i s ki r i a n t i s tuo, kad (I) formulés
preproinsulino koncentracija yra nuo 0,01 mg/ml iki

100 mg/ml, geriausia nuo 0,1 mg/ml iki 10 mg/ml.

6. Badas pagal viena arba keleta 1is 1-5 punkty, b e -
s is kiriantis tuo, kad preproinsulino ir
klostripano santykis (mg ir aktyvumo vienety santykis)
yra nuo 1:0,01 iki 1:1000, geriausia nuo 1:0,1 iki
1:50.

7. Bidas pagal viena arba keleta i35 1-6 punkty, b e -
siskiriantis tuo, kad reakcijos temperatira

yra nuo 0°c iki +800C, geriausia nuo +20°C iki +40°C.

8. Budas pagal viena arba keleta i3 1-7 punkty, b e -

s i s kiriamntis tuo, kad karboksipeptize B
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dalyvauja kartu arba panaudojama po skaldymo
klostripanu.

9. Bldas pagal viena keleta i3 1-8 punkty, b e s i s -
k i r i ant i s tuo, kad klostripanas ir/arba

karboksipeptidazé B naudojami imobilizuotoje formoje.
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