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2 P r e p a r a t i o n o f ( d e s B 3 0 ) 「B 1 6 A la 」i n s u l i n a n d

( d e s B 3 0 ) [ B 2 6 A la ] i
n s u l i n

In o r d e r t o r e d u e e t h e b y
一

p r o d u e t D O I d u r i n g

t h e p r e p a r a t io n o f ( d e s B 3 0 ) 〔B 16 A l a 」i n s u l i n a n d

( d e s B 3 O ) [ B 2 6 A l a 」i n s u l i n
,

w e C a r r i e d o u t t h e e x p e r i
-

m e n t s f o r o b t a in i n g o p t inr u m e o n d i t io n s o f d ig e s t i o n

( F i g
.

2 )
.

T h e r e s u l t s s h o w e d t h a t t h e o p t im u m c o n -

d i t i o n s f o r t h e t r y p s in d i g e s t io n o f 「B 1 6 A l a 」P I P w e r e

i n 1 0 0 m m o l / L N H 4 H C O 3 , a t p H S
.

5 w i t h p r o t e i n

e o n e e n t r a t i o n o f 1 0 m g / m L
, t h e r a t io o f p

r o t e in t o

e n z y m e w a s 2 0 0
: 1

, a n d t h e d ig e s t i o n e a r r ie d o u t a t

2 5 ℃ f o r l 一 2 h
.

T h e d i g e s t p r o d u e t ( d e s B 3 0 )

[ B 1 6 A la 」i n s u li n w a s p u r i f ie d b y H P L C ( F i g
.

3 ) w i t h

a y i e l d o f 7 0 % 一 8 0 %
.

T h e ( d e s B 3 0 ) [ B 2 6 iA
a 」i n

-

s u l i n w a s o b t a i n e d u s i n g t h e s a m e P r o e e d u r e
.

T h e d ig e s t i o n o f 「B 1 6A la ] P IP b y L y s 一 C w a s a l s o

e a r r i e d o u t o v e r n i g h t a s a e o n t r o l o f ( d e s B 3 0 )

[ B 1 6 A l a ] i n s u li n o b t a i n e d f r o m t h e d ig e s t i o n o 于

t r y p s i n ( F ig
.

2 )
.

2
.

3 C h a r a e t e r i z a t io n o f ( d e s B 3 0 ) 「B 1 6 A l a 〕 in s u li n

a n d ( d e s B 3 0 )「B 2 6A l a 」i n s u li n

P A G E p a t t e r n s h o w s t h a t b o t h p u r i f i e d

( d e sB 3 0 ) 「B 1 6A l a 」i n s u l i n a n d ( d e s B 3 0 ) 「B 2 6 A l a 」i n
-

s u li n o b t a i n e d b y H P L C a r e s i n g l e b a n d ( F ig
.

4 )
.

T h e m o l e e u l a r w e ig h t o f t h e m m e a s u r e d w i t h e le e t r o -

s P r a y m a s s s P e e t or m e t r y 15 l i s t e d i n T a b l e l
,

w h i e h

s h o w s t h a t m e a s u r e d v a l u e s a g r e e w i t h t h e t h e o r e t i e a l

v a l u e s
.

F ig
.

2
.

P A G E p a t t e r n o f d ig e s t o f 【B 16 lA
a 」P xP

.

1
,

D i g es t e d

P l p by L y s 一
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,

e o n t r o l ( u p p e r ,
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, r e e o m b i n a n t h
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a
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.
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l
e e t r o s p r a y m a s s s p e e t or m e t r y
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r e t i e a l v a lu e

M
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( D
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.
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I n s u l i n ;
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B3 0 )

【B 2 6 iA
a

] i n s u l i n
.

2
.

4 B io l o g i e a l a e t i v i t y a s s a y o f ( d e s B 3 0 ) i n s u l in
,

( d e s B 3 O ) [ B 1 6 A l a ] i
n s u l i n a n d ( d e s B 3 O ) 「B 2 6 lA

a 」in
-

s u li n

T h e r e e e p t o r b i n d i n g e a p a e i t y o f ( d e s B 3 0 ) i n
-

s u li n
,

( d e s B 3 0 ) [ B 16 A la 」i n s u li n a n d ( d e s B 3 O )

〔B 2 6A l a 」i n s u li n w i t h t h e i n s u l i n r e e e p t o r o n h u m a n

p l
a e e n t a l m e m b r a n e ,

w h i e h w a s e a le u la t e d b y t h e

d o s a g e u s e d t o i n h i b i t 5 0 % o f b o u n d 1 25 1
一

in s u l in w i t h

t h e r e e e p t o r ,

w e r e r e s p e e t iv e l y 1 0 0 %
,

1 7
.

9 % a n d

6 3
.

1 % o f t h a t o f n a t iv e p o r e in e i n s u l i n ( F i g
.

5 )
.

T a b le 2 l i s t s i 、 v 乞v o b io l o g i e a l a e t i v i t y o f ( d e s B 3 0 )

[ B 1 6 A l a 」i n s u li n a n d ( d e s B 3 0 ) [ B 2 6 lA
a 」i n s u l i n

.
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.
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5 D e t e r m i n a t i o n o f S e l f
一 a s s o e i a t i o n o f ( d e s B 3 0 )

[ B 1 6 lA
a
] i

n s u l i n a n d ( d e sB 3 0 ) [ B 2 6 lA
a ] i n s u l i n

S e l-f a s s o e ia t i o n p r o p e r t y o f ( d e s B 3 0 ) [ B 16 A l a ]
in s u li n a n d ( d e s B 30 ) {B 2 6A l a ] in s u li n w a s a l s o m e a -

s u r e d u s i n g m o l e e u l a r s i e v e o n F P L C s i n e e t h e i r p a r -

e n t s 。 r e m o n o m e r i c in s u li n s [ 14 ]
.

〔悦 s L y s ,

B 2 9 P r 。」

i n s u l i n a n d r e e o m b in a n t h u m a n in s u l in w e r e u s e d a s

t h e m o n o m e r i e f o r m a n d a s
so

e i a t i o n f o r m e o n t or l s
,

r e s P e e t i v e l y
.

F i g
.

6 s h o w s t h e e lu t io n p r o f i l e s o f t h e

t w o d e r i v a t i v e s a n d e o n t r o l s
,

w h i e h i n d i e a t e t h a t t h e

r e t e n t io n t im e o f ( d e s B 3 0 ) [ B 1 6 A la 〕i n s u l i n a n d

( d e s B 3 0 )〔B 2 6 A la ] i n s u l in 15 lo n g e r t h a n t h a t o f r e -

e o m b i n a n t h u m a n i n s u l i n a n d t h e s h a p e o f p e a k s 15

s y m m e t r iC lik e t h e m o n o m e r i C i n s u l i n o f [ 2B 8 L y s ,

B 2 9 P r o j i n s u l in
.

T h e r e f o r e ,
t h e r e s u l t s d e m o n s t r a t e

t h a t ( d e s B 3 0 ) [ B 1 6 A l a ]i
n s u li n a n d ( d e s B 3 0 )

[ B 2 6 A l a ] i n s u li n h a d l o s t S e lf
一 a s s o e i a t io n p r o p e r t y l i k e

t h e i r P a r e n t s a n d t h e y a r e m o
on m e r ie i n s u l i n

.

3 D i s e u s s i o n

1 5 2 5 3 5

T (m i n )

4 5 5 5

F ig
.

6
.

P
r o f i l e o f F P L C

s
h o w i n g r e t e n t i o n t im e a n d t h e p e a

k s
.

i
, r e e o m b i n a n t h u m an i n s u l in ; 2

,

[2B 8 L y s ,

2B 9 P r o ] i n s u l i n ; 3
,

( d
e s B3 0 )〔B 16月

a

〕i n s u l i n ; 4
,

( d e s

3B 0 ) 【B 2 6 lA a 〕i n s u
l i n

.

W
e h a v e e s t a b l is h e d a m e t h o d o f P r o e e s s i n g e x -

p r e s s e d r e e o m b in a n t P IP a n d i t s d e r iv a t i v e s w it h f u l l

b io lo g i e a l a e t i v it y b y a s i n g le s t e P t r y p s in d i g e s t
.

T h e

( d e s B 3 0 ) 〔B 1 6 A la 」i n s u l i n a n d ( d e s B 3 0 ) [ B 2 6 A l a ] i
n -

s u l i n o b t a in e d b y t h i s m e t h o d a r e a l s o m o n o m e r i e i n
-

s u l i n l ik e t h e i r P a r e n t s
.

T h e m e t h o d h a s t h e a d v a n -

t a g e s o f ( 1 ) a v o i d i n g u s i n g o r g a n i C r e a g e n t s S u e h a s

d im e t h y l s u l fo x i d ( D M S O )
,

1
,

4
一

b u t a n e d io l a n d o
-

t e r t
一

b u t y l
一

L
一
t h r e o n in e t e r t

一

b u t y l e s t e r a e e t a t e , e t e
.

w h i e h h a v e t o b e u s e d i n t h e t r y P s i n t r a n s P e P t i
-

d a t io n [ 4
,

5 ] ; ( 2 ) o m i t t sn g t h e u s e o f c a r b o x y l p e p t i d a s e
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8 20 0 3

w h ie h 15 o ne o f t h
e

m a ine n z
ym e p re p a r a t io n s in t he

m e t h o d。 f t r y p s i n / c a r b o x y l pe p t ide a s〔 2
,

’ ] : ( 3 ) b e i n g

s im p le
, e e o n o m i e

, a n d w i t h a h i g h y ie ld
.

T h e r e f o r e ,

t h e m e t h o d e a n b e u s e d i n i n d u s t r ia l p or d u e t i o n o n a

l a
r g e s e a lc

.

T h e r e s u lt s f u r t h e r e o n f ir m e d t h a t t h e 3 0 t h

r e s i d u e i n t h e B
一 e h a i n 15 n o t n e e e s s a r y f o r i sn u l i n

’ s

b i o lo g i e a l a e t iv i t y S i n e e ( d e s B 3 0 ) i n s u li n
,

( d e s B 3 0 )

[ B z 6A l a 」in s u l in a n d ( d e s B 3 0 ) [ B 2 6 A la ] i
n s u li n a l l r e -

t a i n t h e f u l l b io l o g i e a l a e t i v i t y o f t h a t o f t h e i r e o r r e -

s P o n d i n g p a r e n t s
.

I n t h e v i e w o f s t r u e t u r e ,
t h e

r e s i d u e a t C
一 t e r

m i n a l o f B
一 e h a i n d o e s n o t P a r t i e i p a t e

i n t h e e o n s t r u e t i o n o f s e e o n d a r y s t r u e t u r e 〔17
,

18 1
, 5 0

d e le t i o n 试 t h e r e s id u e w il l n o t af f e e t i n s u l i n s t r u e -

t u代 ; in t e r
m s o f b io l o g i e a l f u n e t i o n ,

t h e r e s u lt s t o -

g e t h e r w it h p r e v i o u s r e p o r t s [6
,

7
,

9
,

10 ] f u r t h e r d e m o n -

s t r a t e t h a r t h e r e s id u e a t t h e p o s i t io n B 3 0 15 n o t n e e -

e s s a r y f o r in s u li n
’ 5 b io l o g i e a l a e t i v it y ; i n t h e v i e w o f

p h y s i o lo g y
,

d e l e t i n g a n u n n e e e s s a r y t e r m in a l r e s i d u e

f r o m a p r o t e in w i l l h a v e s m a l le r e f f e e t t h a n m u t a n t in g

a r e s i d u e o n a n o r g a n i e b o d y
.

I n a d d i t io n ,
t h e

( d e s B 3 0 ) in s u l i n m a y b e o n e o f t h e p or d u e t s o f

m
e t a b o l i sm o f n a t iv e in s u l in

.

T h e r e f o r e ,

( d e s B 3 0 ) i n
-

s u li n e a n be a e e e P t e d i n e li n i e a l u s e
.

I n s u l i n 15 t h e m o s t e f f e e t i v e m e d ie i n e f o r t r e a t
-

m e n t o f d i a b e t e s a n d h a s be e n u s e d i n e l i n i e a l p r a e t i e e

f o r m o r e t h a n 8 0 y e a r s , a l t h o u g h i t s t i l l h a s s o m e

f la w s i n r h e r r e a t m e n t
.

( ) n e o f t h e p or b l e m s 15 t h a t

i n s u l in p o s s e s s e s t h e s e
l f

一 a s s o e ia t io n p r o p e r t y w h i e h

m
a
k e s i n s u li n a e t no t a s q u ie k l y a s r e q u ir e d a f t e r i n

-

J e e t i o n s i n e e t h e a e t iv e fo r m o f i n s u li n 15 a m o
no m e r

.

I t w i i l e a u s e t h e h i g h e s t b l o o d s u g a r e o n t e n t a n d t h e

h i g h e s t b lo o d i n s u li n e o n t e n t o e e u r r i n g a t d if f e r e n t

t im e a f t e r m e a l
,

nr a k i n g d i a b e t i e Pa t i e n t s s u f f e r f r o m

nr a n y s id e e f f e e t s ( n a m e d d i a b e t i e s y n d r o m e ) w h i e h

h a s s e r i o u s l y sm p e r i le d h e a l t h a n d l i f e o f p a t i e n t s [ 9 ]
.

I n o r
d e r t o p r e v e n t t h e s e lf

一 a s s o e i a t io n o f in s u li n
,

p e o p le h a v e p r e p a r e
d s e v e r a l i n s u l i n a n a lo g s w i t h o u t

s e l f a s so e i a t io n , e a l le d m o n o nt e r i e in s u li n
, s u e h a s

〔B 2 8 I
一

y s ,

B 2 9 p r o ] i n s u l i n 工“ 0 ]
,

[ B 2 8怒 p ] 、
n s u li n [2 ’ ]

,

〔B 16 A la 〕i n 、 。 zin ! ’ 3
,

’ 4」, 。 n d 〔B 2 6 A la ] i n s u zi n 仁̀ 3
,

` 4」,

e r C
.

T h e ( d e s B 3 0 ) [ B 1 6 A la 」in s u li n a n d ( d e s B 3 0 )

〔B 2 6A l a j i n s u l i n w e o b t a i n e d n o t o n l y r e t a i n f u ll b io
-
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