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Untersuchungen iiber den Einfluss von
iiberschiissigem Zink auf die Aggregation
von nativem und photooxydiertem Insulin

. Die Erhohung des Zinkgehaltes einer Insulinlésung
fu}lrt zwischen pH 6 und pH 8 zu einem ausgeprigten
Léslichkeitsminimum und zur Ausfillung schwerléslicher
Insulin-Zink-Komplexe 1. Andererseits fanden CUNNING-
HaM, FIScHER und VESTLING? mit steigender Zinkkonzen-
tration eine Zunahme der Sedimentationskoeffizienten
des Insulins. Auch FREDERICQ?® teilte mit, dass das Mole-
kulargewicht des Insulins in Losungen mit 0,259 Zink
zwischen 6000 und 36000 schwanken kann, wihrend in
Lésungen mit 19, Zink Werte bis zu 300000 gefunden
wurden. Nach den Vorstellingen von CUNNINGHAM,
FIscHER und VEsTLING? sowie TaNFORD und EpsTEINS
beruht die Assoziation von mehreren Insulinmolekiilen
Zu grisseren Aggregaten auf einer Briickenfunktion von
Zinkionen, wobei durch diese jeweils 2 Imidazolreste
verschiedener Molekeln verkniipft werden.

Die Photooxydation des Insulins mit Sauerstoff in
Gegenwart von Methylenblau als Katalysator fiihrt zur
Zerstbrung der Imidazolringe und zum Verlust der
hormonalen Wirkung®®. Ausserdem wird durch dieses
Verfahren der isoelektrische Punkt des Insulins ernied-
rigt und das Zinkbindungsvermégen herabgesetzt, so dass
der isoelektrische Fallungsbereich des photooxydierten
Insulins im Vergleich zum nativen Insulin um ca. 1,5
PH-Einheiten erniedrigt ist®. Wir konnten kiirzlich
zeigen?, dass die Photooxydation des Insulins ohne Ein-
fluss auf die Aggregation der Monomeren ist. Weder die
Zerstérung der Imidazolringe noch die Maskierung des
Zinks durch die #quivalenten Mengen Na,-EDTA
fihrten zu einer Erniedrigung des Molekulargewichtes,
die erwartet werden miisste, wenn fiir die Bildung hoher-
molekularer Aggregate sowohl die intakten Imidazolringe
des Histidins als auch die Gegenwart von Zink notwendig
wiren 24, Fiir natives Insulin wurde von uns? mit Hilfe
der Ultrazentrifuge® in Ubereinstimmung mit der
Literatur®-1! ein Molekulargewicht von 36000 4 3000
ermittelt.

In Fortfithrung der Untersuchungen iiber die Bedeutung
der Imidazolringe fiir die hormonale und antigene Wirk-
samkeit sowie die physikalisch-chemischen Eigenschaften
des Insulins war die Frage zu beantworten, ob sich bei
Gegenwart von iiberschiissigem Zink in wissrigen Insulin-
ldsungen Unterschiede im Sedimentationsverhalten zwi-
schen nativem und photooxydiertem Insulin nachweisen
lassen.

Als Insulin wurde von uns kristallines, glukagonfreies
Schweineinsulin mit einem Zinkgehalt von 0,299,
verwendet?®, Dabei wurden Photooxydation, Amino-
sdureanalysen und Molekulargewichtsbestimmungen wie
beschrieben ausgefithrt®?. In 0,05M Phosphatpuffer
ergaben sich fiir natives und photooxydiertes Insulin in
1%iger Lsung Sedimentationskoeffizienten von 3,5 S und
3,887, Der stark schwermetallbindende Phosphatpuffer
wurde durch 0,05M TRA-Puffer, pH 7,8, ersetzt. Jeweils
50 mg der Insulinproben wurden in 5 ml Messkolbchen ein-
gewogen und durch Zugabe von TRA-Puffer gelost. An-
schliessend setzten wir die berechnete Menge Zinksulfat
(1% Zink bezogen auf 50 mg Insulin) zu und fiillten
Puffer bis zur Marke auf. Die photooxydierte Insulin-
16sung (Bestrahlungszeit 2 h, Histidin < 59,, Tyrosin
689,) blieb nach Zinkzusatz vollstindig klar. Da die
durch adsorbiertes Methylenblau verursachte schwache
Blaufirbung die optische Verfolgung der Sedimentation
stort, wurde die Insulinlésung vor dem Einfiillen in die
Kiivette mit einer Spur Na-Dithionit entfirbt?. Die
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Losung des nativen Insulins triibte sich nach Zinkzusatz
unter langsamer Abscheidung schwerldslicher Insulin-
Zink-Komplexe und musste vor der Untersuchung in der
Ultrazentrifuge 20 min bei 4000 U/min klarzentrifugiert
werden. Das durch isoelektrische Féllung bei pH 5,6 aus
dem Uberstand gewonnene amorphe Insulin hatte einen
Zn-Gehalt von 0,319%,. Die Bestimmung der Sedimenta-
tionskoeffizienten erfolgte nach bekanntem Verfahren
mit der PHYWE-Ultrazentrifuge U 50 L bei 45000
U/min unter Verwendung des Uberstandes der nativen
Insulinlésung und der vollstindig geldsten photooxy-
dierten Priparation. Die Konzentration der eingesetzten
Losungen ergab sich aus dem Brechungsinkrement
Anjdc = 0,182 ml/g bei 546 nm1® durch Planimetrieren
der Schlierenpeaks, wobei fiir die photooxydierte Insulin-
lésung eine Konzentration von 10,2 mg/ml und fiir den
Uberstand der nativen Insulinlésung eine soiche von 4,2
mg/ml gefunden wurde. Die korrespondierenden Sedi-
mentationskoeffizienten sz,w waren 3,3 S und 3,2 S.
Der Peak des nativen Insulins war im Gegensatz zu dem
der photooxydierten Priparation nicht ganz symmetrisch,
sondern zum Meniskus hin abgeflacht. Wir fiilhren das
auf die Existenz kleinerer Molekiile in der Ldsung
zuriick, die vom Gewichtsmittel abweichen.

Somit ist zu folgern, dass natives Insulin durch iiber-
schiissiges Zink bei pH 7,8 unter den von uns gewahlten
Versuchsbedingungen durch Bildung schwerldslicher
Insulin-Zink-Komplexe ausgefillt wird. Weder fiir das in
Losung verbleibende Insulin noch fiir photooxydiertes
Insulin liess sich eine ErhShung der Sedimentations-
koeffizienten und des mittleren Molekulargewichtes nach-
weisen.

Summary. The addition of zinc to a solution of insulin
in TRA-buffer pH 7.8, causes a precipitation of poorly
soluble insulin-zinc-complexes. Under similar experimen-
tal conditions, photooxydized insulin remains in solution.
Sedimentation coefficients and average molecular weights
of the dissolved insulins were not influenced by additional
zinc.
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