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Bovine insulin can be split into several fractions by gel filtration on Sephadex G50. These are, in order of de-
creasing molecular weight, a new unidentified substance, proinsulin, and a large fraction containing several sub-
stances. Ultracentrifugal examination of the proinsulin in acetic acid solution (pH 2.3) gave a molecular weight of

9300 and evidence of an association-dissociation equilibrium.

Handelsiibliches, aus Pankreas gewonnenes Insulin
enthiilt Proinsulin, wie Steiner [1], Yip und Lin [2]
sowie Chance u.a. [3] fanden. Da fiir unsere Unter-
suchungen iiber Beziehungen zwischen Struktur und
biologischer bzw. immunologischer Wirkung des Insu-
lins das reine Proteohormon erforderlich ist, mute
das umkristallisierte Insulin einem weiteren Reini-
gungsprozef unterworfen werden,

Mittels Sephadexgel-Chromatografie konnten auch
wir ein Produkt erhalten, das ein im Vergleich zum
Insulin hoheres Molekulargewicht aufweist und Pro-
insulin darstellt.

100 mg 10 X umkristallisiertes Rinder-Insulin vom
VEB Berlin-Chemie wurden auf eine Siule (150 X
1,8 cm) gegeben, die mit Sephadex G50 gefiillt war.
Als Elutionsmittel diente 1 m Essigsiure (pH 2,3).

Die mit Hilfe eines Uvicord II der Fa. LKB Stock-
holm erhaltene Extinktionscurve (0.D.,g0 ) ist in
Abb. 1 dargestellt. Die Rechromatografie der Frak-
tion a iiber eine Saule (55 X 1,2 cm) mit Sephadex
G50 (Elutionsmittel 1 m CH;COOH, pH 2,3) ergab
das in Abb. 2 dargestellte Bild. Die Ausbeute an a,
betrug 3—5%, die an a; etwa 0,5%. Die angegebenen
Bilder der Gelchromatografie weisen darauf hin, dafl
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es sich bei der Fraktion @, (Abb. 2) um Pro-Insulin
handelt. Dieser Befund wird unter anderem durch die
Ergebnisse der analytischen Polyacrylamidgel-Disc-
Elektrophorese, der Testung der biologischen Aktivi-
tit nach [4] (iiber diese Ergebnisse wird an anderer
Stelle berichtet) und die Untersuchungen in der Ultra-
zentrifuge unterstiitzt. Letztere Resultate sollen im
Folgenden mitgeteilt werden.

Das Proinsulin wurde in 1 m CH;COOH (pH 2,3)
aufgenommen und das Sedimentations- und Diffu-
sionsverhalten in einer analytischen Ultrazentrifuge
G 110 von MOM, Budapest, studiert. Wegen des nied-
rigen Molekulargewichtes der einheitlich sedimentie-
renden Substanz arbeiteten wir mit einer 2-Sektoren-
Uberschichtungszelle. Die Sedimentationskoeffizien-
ten, in Abb. 3a dargestellt, zeigen eine geringe positive
Konzentrationsabhiangigkeit (Regressionsgerade).

Die durch Extrapolation auf die Konzentration
Null ermittelte Sedimentationskonstante s3( y betrigt
1,34 [S] . Die Diffusionskoeffizienten nehmen eben-
falls mit steigender Konzentration hohere Werte an
(Abb. 3b). Die Diffusionskonstante D‘Z)O,W wurde zu
12,9 [F] emmittelt. Diese beiden Parameter dienten
zur Bestimmung der-Molmasse nach der Svedberg-
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Abb. 1. Gelchromatografie von Rinderinsulin an Sephadex G50. Elutionsmittel: 1 m CH;COOH.
Abmessungen der Siule: 150 X 1,8 cm.
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Abb. 3. Sedimentations- (a) und Diffusionskoeffizienten (b)
des Proinsulins in Abhiingigkeit von der Konzentration in
1 m CH3COOH (pH 2,3).
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Abb. 2. Rechromatografie des Teils 2 (Abb. 1) iiber Sephadex - Abb. 4, Scheinbares Molekulargewicht (theoretische Kurve)
GS50. Elutionsmittel: 1 m CH3;COOH. Abmessungen der Siule: auf Grund der in Abb. 3a und b dargesteliten molekularen

55X1,2cm. Parameter. Bedingungen vgl. Abb. 3.
Gleichung [5] . Das zusitzlich benétigte partielle spe- deren Grofe wesentlich durch die Proteinkonzentra-
zifische Volumen errechneten wir nach Schachman [6] tion und den pH-Wert bestimmt wird [7], war eine
unter Verwendung der von Chance u.a. [3] mitgeteil- entsprechende Untersuchung des Pro-Insulins von
ten Aminosiure-Zusammensetzung zu 0,729. Das mit Interesse. Die Analyse der scheinbaren Molgewichte
Hilfe der genannten Daten bestimmte Molgewicht fir dieser Substanz in 1 m CH3COOH (pH 2,3) weist auf
Pro-Insulin betrigt 9.300 (Abb. 4). Dieser Wert dif- die Existenz eines Assoziations-Dissoziationsgleich-
feriert nur geringfiigig von dem theoretischen Wert, gewichtes hin (Abb. 4). Das konnte auch durch die
9080, der auf Grund der AS-Analyse errechnet wur- Emmittlung des 2. Virialkoeffizienten von —28.2
de [3]. [Atm-mi2-g-2] nach Elias [8] bewiesen werden. Ein

Da Insulin in saurem Milieu leicht Assoziate bildet, dhnliches Verhalten des Proinsulins wurde kiirzlich
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von Frank und Veros [9] in Glycinpuffer bei pH 2,0
gefunden.

Mit der nitheren Charakterisierung des Peaks 2,
(Abb. 2) und der Fraktionierung des Substanz-
gemisches (Abb. 1, Peak b) sind wir zur Zeit noch
beschiftigt.

Fiir das fordernde Interesse an der vorliegenden
Arbeit sind wir Herrn Dozent Dr. H.G.Lippmann und
Herrn Professor Dr. W.Scheler zu Dank verpflichtet.
Friulein Laars mochten wir fir die fleifige technische
Mitarbeit danken.
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