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t5ltést aminosav, ugymint Lys vagy Arg taldlhaté a B-lanc
/61yB20 7_t51 szamitott B28-as és B-as helyzetében, és

ezek tovabbi tetsz6leges mdédositést tartalmaznak a B-lanc
C-terminalis végén, a / PheP?® 7-t61 a C-termindlis aminosav
szarmazékig, azzal a kikotéssel, hogy a B29 helyen nenm Pro

van és az A21 és/vagy a B3 kilonbozik az Asn-td&l.
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A taldlmany tdrgva

A taldlmdny Uj emberi inzulin analégokat mutat be, ame-
lyek oldatban csak kis mértékben képesek ;sszociétumok képzé-
sére, bemutat tovabbad ezen inzulin analdgok elbdllitasara
szolgald eljarast, a taldlmadny tdrgyat képez6 humdn inzulin

analdégokat tartalmazé inzulin készitményeket és a cukorbeteg-

ség (Diabetes mellitus) kezelését ezen inzulin analégokkal.

Irodalmi hattér

Amiéta 1922-ben folfedezték az inzulint, szamos kiilon-
bozd tipusui inzulin készitményt haszndltak a cukorbetegség
kxezelésére. A kezdetben kizdrdlag gyorsan kezd®dd és viszony-
lag gyorsan megsz@ind inzulin aktivitdssal rendelkezd inzulin
oldatokat haszndltak, de xésbbb attértek hosszabb aktivitési
tartomannyal bird késszitmények gydrtasara, amit az inzulin
oldhatdésdgéanak csdkkentésével pl. zink sok és/vagy protaminok
hozzaadasdval értek el. Az ilyen célokra hasznélt inzulint
normal koriilmények kozott a hdzidllatok hasnydlmirigyébsl

nyerték ki, a leggyakrabban dkrok, sertések és juhok Pancreas-




snak felhaszndlasaval, de az utébbi idbében biotéchnblégiai e-
redetl emberi inzulint tartalmazd készitmények is feltlintek a
piacon.

Az emberi inzulin szerkezetét a kovetkezd képlet mutatja

A-lanc

: S —S

', 7 .

ﬂH-Gly-Ile-Val—Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-fle—Cysés§r4

, 2 3 4 5 6 | 8 9 10 11 12

) S :

| i

B-lanc S

. | .
H—Phe-val—Asn-cln-nis-Leu-Cys-Gly—Ser—His—Leu—vé1
1 2 3 4 5 6 1 8 9 10 11 12

A-lanc (folyt.)

20
Leu-Tyr-Gln;Leu—Glu—Asn-Tyr-Cys—Asn-OH
13 14 15 16 17 18 19 | 21
—S :
|
B-lanc (folyt.) S v f .

. l
Glu—Ala-Leu-Tyr—Leu-Val-Cys-Gly-Glu—Arg—Gly—Phe—
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

B-lanc (folyt.)

Phe—Tyr—Thr-Pro-Lys—Thr—OH
25 26 27 28 29 30



Bizonyos hdzidllatokbdl szarmazdé inzulinok nagyon hason-
léak az emberi inzulinhoz. igy pl. a kutya és a sertés inzulin
mindéssze abban kiilénbdzik az emberi inzulintél, hogy a B-léanc
30. aminosava Ala, a nydlndl pedig Ser talalhatd ugyanebben a
pozicidban. Amint azt Morihara és munkatdrsai a Nature, 280.
(1979), 412-413. szdmdban és Marcussen (USA szabadalmi szam:
4, 343, 898) leirtdk, ezek az &llati inzulinqk a B30-aminosav
szdrmazék Thr-ra tdrténd kicserélésével atalakithaték emberi
inzulinna.

Amikor egy ilyen inzulint fizioldgids pH értéken fdlolda-
nak egy koncentrdcié filiggd asszocidcidés egyensuily keletkezik a
monomer, dimer, hexamer sbt nagyobb tagszdami polimerek kozott.
Az egyensuly meghatdrozhatd egyebek kdzdtt ultracentrifugdléds-
sal, ozmolaritds mérésével vagy a gélsz@rés médszerével, amint
gzt R. Valdes Jr. és G. A. Ackers, a Methods in enzimology,
61. (Enzyme structure, part H, eds.: Hirs and Timasheff), Aca-
demic Press (1979) 125-142 kézleményiikben leirtdk. Az inzulin
készitmények normdl képleteinél az egyensuly dgy alakul ki,
hogy a hexamer forma keriil tulsilyba. |

Az inzulin molekuldba kiildnbdzs szubsztituensek épithetbk
be azzal a céllal, hogy javuljon az inzulin aktivitdsdnak tar-

tomanya a Diabetes kezelése soran. A WO 86/05497 szami nemzet-



k6zi szabadalomban leirtdk, hogy az inzulin molekuldban levd
Glu egy vagy tobb neutrdlis aminosavval torténd helyettesitése
oly médon valtoztatja meg az inzulin kicsapdédddsat, hogy az in-
jekcid beaddsa utdn lassui felszivédas figyelhetd meg.

Tovabba, az EP 214 826 iajstromszémﬁ eurdpai szabadalom-—
ban kodzzétettek inzulin analdégokat, amelyek kiillinlisen gyorsan
abszorbedldéddnak az injekcid utdn. Ez a hatds azon a tényen
alapul, hogy bizonyos szubsztitudcidk, melyek az inzulin mo-
lekula B9-B12 és a B26-B28 régidiban torténnek, szupresszaljdk
az asszocidcid iranyat, igy az inzulin sziikségszerfien monomer
vagy dimer formdban van jelen. Szdmos ilyen inzulin analdg
azonban csokkent bioldgiai aktivitast mutat.

Az évek sordn nagy szdmban irtak le mesterségesen elbal-
litott humdn inzulin analdgokat, rendszerint azzal a céllal,
hogy tisztdzzdk a struktira aktivitdsra gyakorolt hatasat.
Ilyen kozlemény példdul Marke és munkatdrsai és Hoppe-Seyler's
Z. Physiol. Chem. 360. (1979), 1619-1632 altal irt cikkek. Az
inzulin (B22-B26) szekvencidjédban bekovetkezd szubsztiticidk-
nak a receptor kotbdésre gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata kilo-
nosen érdekes volt, mivel a nevezett szekvencidrdél feltételez-
ték, hogy esszencidlis az inzulin receptor kotbdése szempont-

jadbdl és mivel a természetben tobb mutdcidt taldltak ebben a
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régidban. Ldsd S. Shoelson és munkatdrsai. PNAS 80. (1983),
7390-7394 és M. Kobayashi és munkatdrsai, Biomed. Res. 5.
(1984), 267-272 kdzleményeket. Nagyon alacsony biolégiai ak-
tivitasokat kaptak azokkal az analdgokkal, amelyekben a B24-es
Phe vagy a B25-0s Phe aminosavakat helyettesitették, és ezek
alapjdn azt arra kovetkeztettek, hogy ennek a két aminosavnak
a jelenléte déntd fontossdgui a receptor kotbddése szempontja-
bél.

Jelen talalmdny azon a meglepd felismerésen alapul, hogy
bizonyos emberi inzulin analégok, amelyekben a Pheb? vagy a
Phe®® aminosav sz&rmazék nincs jelen, gyengén asszocialnak és
ugyanakkor a biolégiai aktivitdsuk nem valtozott, sét maga-
sabb, mint az emberi inzulin esetében. Ak&r a Phef? akar a
Phe®® deléciéjdnak a hatdsdra a Lys™ a B28-as helyzetbe keril.

Ez a pozitiv vAltozds az emberi inzulinnak ebben a pozicidéja-

ban jelentds a taldlmény szempontjabdl.

A taldlmidny Oszzefoglaldsa

A talalmdny legszélesebb értelemben vonatkozik az emberi
inzulin analdgokra, amelyekben pozitiv téltésfi aminosav, mint
pl. lizin (Lys) vagy arginin (Arg) taldlhaté a B28-as pozicid-

ban, vagyis a B-ldncban, a (Gly®")-tél szamitva a nyolcadik
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helyen.

Ezeknek az inzulin analdgoknak meglepben alacsony az
asszocidcidéra vald hajlamuk, ugyanakkor a fizikai stabilitdsuk
megnovekedett mds, alacsony asszocidcidés hajlami inzulin ana-
16égokhoz képest. Pozitiv toltés bevitele a B28-as helyzetbe
két dton toérténhet. Vagy ki kell ejteni az emberi inzulin B24,
B25, B26, B27 vagy a B28 helyeien taldlhaté aminosav szarma-
zékokat, ami egy olyan emberi inzulin analéghoz vezet, amely-
ben a B28 pozicidban lizin van, vagy a humdn inzulin B28 he-
lyén 1év6 prolint kell helyettesiteni lizinnel vagy arginin-
nel. Ha a B28-as helyen arginin beépitése a cél akkor a B24,
B25, B26, B27 és a B28 helyeken 1évd aminosavak kiejtését le-

het kombindlni az eredeti (Lys®

) aminosav argininnal torténd
helyettesitésével.

A jelen emberi inzulin analdgok tartalmazhatnak tovabba
egy vagy tobb médositdst is a B-ldnc C-termindlis végén. Igy a
B25 és B27 pozicidkban 1évd, valamint a Lys®® vagy Arg®?® ami-
nosavakat kovetben lehetnek tetszblegesen vdlasztott, a termé-
szetben eléforduld aminosavak, vagy akdr a B29 vagy B30, eset-
leg mindkettd hidnyozhat is.

A jelen taldlmdny egyik pontja szerint a Tyr®®® helyette-

sithet6 egy mdsik, toltéssel nem rendelkez®d aminosav szarma-



zékkal is, amelynek oldallancaban a masodik szenatom (Cy) sp

L7 T ?
A 4 *? t

hlbrldallapotban van (a kotesek sikban helyezkednek el).
Sz1nten azzal a céllal, hogy stablllzaljak‘a molekulat a
kémiai degraddcidval szemben, helyettesithetik az A21 és/vagy
B3 poziciéban 1évé Asn-t egy masik amlqosév szérmazékkal.
A 3elen emberi inzulin analégok a kovetke26 képlettel

jellemezhetbek (I-es képlet):

A-lanc o

| |

H-Gly—Ile—Val—Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys—Sér-
l

S

I

B-l4nc S

l
H-Phe-Val-Y2-Gln-His—Leu—Cys-Gly—Ser—His-Leusal

A-lanc (folyt.) | | , (1)

Leu-Tyr—Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr—Cys~Yl-OH
o
l

B-lanc (folyt.) S

l

Glu-Ala—Leu-Tyr—Leu-Val-Cys-Gly-Glu—Arg-Gly—Phe-

VB—lénc (folyt,)



ahol az X,, X,, X;, X, Y, és ¥, lehet barmely, a természetben

2

eléforduld aminosav szdrmazék, az X, Lys vagy Arg, X, barmely

természetben elbfordulé aminosav szdrmazék, amely C-terminalis

hidroxi csoportot vagy -OH-t tartalmaz vagy az X, €s az X

egyitt képezik a C-termindlis hidroxi csoportot.

A taldlmdny megvalésitdsakor az X, lehet barmilyen a ter-

mészetben eléforduld aminosav szdrmazék, kivéve a prolint.

A fenti képletben szerepl$ Y, és/vagy Y, egy megvaldsitds-

kor lehet bdrmilyen természetben el6forduld aminosavszarmazék,

kivéve az aszparagint.

A fenti (I) képlet esetében

az X' specifikusan lehet Phe, Ala, His, Thr, Ser, Asn vagy

az

az

az

az

az

Tyr,

specifikusan lehet Tyr, Thr, Glu, Asp, Ala, His, Ser
vagy Phe,

specifikusan lehet Pro, Glu,vAspl:Ser, Thr vagy His.

specifikusan lehet Lys, Thr, Sér, Ala, Asp vagy Glu,

specifikusan lehet Thr-OH, Ser-OH, Ala-OH, Asp-OH,
Glu-OH vagy -OH,

lehet Asn, Glu, Asp, His, Ser, Thr, Val, Leu, Ile,
Ala, Met, Trp, Tyr, Gln vagy Gly, de ajdnlato-

sabb Glu, Asp, Glu vagy Ala,
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az Y, lehet Asn, Glu, Asp, His, Ser, Thr, Val, Leu, Ile,
Ala, Met, Trp, Tyr, Gln vagy Gly, de ajanlato-
sabb Glu vagy Asp.

Az emberi inzulin analdgok egy csoportja jellemezhetd az-—
zal, hogy a B24 és B25 helyzetekben eltdvolitott aminosav
szdrmazékokat kovetd, B26 aminosav szarmazékot helyettesitik
egy masik, semleges tdltési aminosavval, amelyben a y-hely-
zetben levd szénatom sp? hibriddllapotban van, valamint azzal,
hogy az A21, B3 és B30 helyeken 1év6 egy vagy tdbb aminosav
szdrmazék kiildnbdzik az emberi inzulin megfeleld helyein ta-
l4dlhaté aminosavaktél, tovdbbd azzal, hogy a B30 p§ziciéban
nincs aminosav szarmazék.

Egy egyszerQbb meghatdrozds alapjan, analégok azok a pep-—-
tidek, amelyekben az emberi inzulin Tyr®®® poziciéja hidnyzik,
amelyekben a Phe’”-ot tetszbleges semleges tdltésé aminosav
helyettesiti, amelyben a y-helyzetben 1év8 szénatom sp? hibrid-
dllapotban van, amelyekben a A21, B3 és B30 helyeken levd ami-
nosav szarmazékok kozil egy vagy tObb kildnbdzik az emberi in-—
zulin aminosav szdrmazékaitél és amelyekben a B30 pozicidban
nincs aminosav szarmazék.

A semleges toltés@ aminosav, amelyben a CY sp? hibriddlla-

potban van lehet Tyr, Phe, His, Trp és Asn.
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A fent emlitett emberi inzulin analégok esetében lehetsé-—
ges tovabbi helyettesitéseket és médositdsokat is végrehajta-
ni, amennyiben a tulajdonsdgok nem valtoznak meg lényegesen.
Ilyen tovabbi médositdsok lehetnek példdul a karboxil csopor-—
tok észterezése vagy amidélésa, az amino vagy hidfoXil csopor-—
tok alkilezése vagy a karboxamid csoportok deaminalasa.
Tovabbi szubsztitucié lehet a Thr*® His-re végy a His®® Asp-ra
téorténd kicserélése. Lehetséges még hozzéadhi Qagy eltévolita¥
ni egy vagy néhdny aminosav szdrmazékot elsésorban.é B-lanc C-
és/vagy N-termindlis végéhez.

A taldlmdny tdrgydt képezd emberi inzulin'analégok egyik
csoportjdnak az aldbbi (II) képletben bemutatott szerkezete
van, ahol az X jelentése Tyr, His, Phe vagy Asn, az Y pedig
Thr, Ser, Ala, Asp vagy Glu vagy egyrdelécié és ahol tetszble-
gesen egyik vagy mindkét aldhdizott Asn-t szubsztitﬁciéval,

deaminadlassal Asp-ra valtoztatjadk, illetve az A-lancban az

alahizott Asn lehet Gly.

A-1lanc S S
I [
H-Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile—Cys-Ser-
I

S
|
B-lanc S
l

H—Phe-Val—Asn—Gln-His—Leu—Cys-Gly—Ser—His—Leu—Val
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A;lénc (folyt.)

: (I1)

Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn-OH
F

—S
I

B-lanc (folyt.) S .
I

Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-

B-lanc (folyt.)

X-Thr-Pro-Lys-Y-OH

A talalmany szerint leginkdbb preferdlt emberi inzulin
analdgok a kodvetkez&8k:

des[Phe’®)-emberi inzulin

vdes[Tyrué]—emberi inzulin

‘des[Thr”7]~emberi inzulin

des[Pro®]-emberi inzulin

des[Phe®®]-sertés inzulin

des[Pro®®)-sertés inzulin

des[Prof®)-nyidl inzulin

des{Phe®®], des[Thr®]-emberi inzulin

des[Tyr®¢], des[Thr®]-emberi inzulin
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[Ser*?')-des[Pro®®®)-emberi inzulin
[Gly*']-des[Pro®?®)-emberi inzulin
[Gly*®']-des[Phe®®®]-emberi inzulin
[Asp*')-des[Phef?*]-emberi inzulin
[His®®]-des[Tyr®), des[Thr®’]|-emberi inzulin
[Asn®®)-des[Tyr®*], des[Thr®®]-emberi inzulin
[Asp*®'}-des[Phe®®], des[Thr®*’)-emberi inzulin

828) ~des[Phe®®]-emberi inzulin

[Asp
[Asp®®]-des[Phe’?’)-emberi inzulin
[Lys®?®)-emberi inzulin

[Lys®®, Thr®®)-emberi inzulin

[Arg®®)-des[Lys®®)-emberi inzulin

A taldlmany tdrgyat képezd emberi inzulin analégok el&-
nydsen haszndlhatdék a Diabetes kezelésére, mivel csdkkent asz-
szociéciés képességlik révén gyorsabban szivédnak fel a véra-
ramba,.mint a kozodnséges inzulin, nemcsak az altaldnosan hasz-—
nalt bdr ald adott injekcid esetében, hanem non-parenteralis
haszndlat esetén is, amint azt a Nemzetkdzi Szabadalmi Kdz-—
lonyben a WO87/06137 szami szbadalomban is leirjék} Megnoveke-
dett fizikai stabilitdsuk is eldnydsebbé teszi Bket a cukorbe-

tegség kezelésében.
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A taldlmdny targyat képezd inzulin analdbgok a proinzulin
gén &atalakitédsdval dllithatdk eld, mégpedig oly mdédon, hogy az
eredeti humdn proinzulin génben a megfeleld helyen kicserélik
a kodon(oka)t a kivant aminosav szdrmazékot kédold bazis trip-
let(ek)re és/vagy kiejtik a kivant ko6dold rész(eke)t. Alterna-
tiv megoldasként, a kivant inzulin analégot k6dold egész DNS
szekvencidt lehet szintetizdlni. A kivdnt inzulin analédgot ké-
dold gént azutdn egy megfeleld expresszids vektorba kldnozzdk,

amelyet egy alkalmas gazddba, baktériumba, pl. E. coli-ba, Ba-

cillus-ba vagy élesztbdbe transzformdljdk, ami termeli a vart
terméket. A megtermelt peptidet ezutdn a sejtekbdl vagy a fer-—
mentdcidés tdptalajbdél nyerik ki, attdl fliggben, hogy az ex-—
presszalt géntermék kijut-e a sejtekbdl vagy sem.

Inzulin analdégok kémiai szintézissel is elba&llithatdk a
Marki és munkatdrsai (Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem., 360
(1979), 1619-1632) altal leirt médszerrel analdg eljdrdsokkal.
A megfeleld aminosav szubsztitdicidkat és delécidkat tartalmazd
A- és B-lancok kildn is szintetizalhatdék, ami utdn a médosi-
tott A- és B-ldncok diszulfid hidak létrejdttével kapcsolhatdk
Ossze az ismert médszer alapjan, melyet Chance és munkatdrsai

tettek ko6zzé (Rick DH, Gross E (eds) Peptides: Synthesis -

Structure - Function. Proceedings of seventh American peptide
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symposium, Illionis, pp. 721—728).

Az inzulin analdgok elbadllithatdk tovabbd a 01635229A
lajstromszédmi Eurépai Szabadalmi leirdsban kdzzétett médszer
szerint. Ilyen médszerrel a B28 vagy B29 helyzetben bazikus a-
minosavat (amennyiben a végtermékben is bazikus aminosav van
ezen a helyen) tartalmazé humdn inzulin analdg prekurzora a
Gly*'-hez kapcsolt és az élesztd expresszalja és valasztja ki.
Ezt peptid kotést vagy a kiilonbozd hosszisdgui peptidldncot a
megfeleld helyzetl diszulfid hidakkal, azutdn Morihara méd-
szerrel vagy az ugynevezett transzpeptiddldsi reakcidval (ldasd
a 4, 343, 898. lajstromszdmi Amerikai szabadalmat) 4talakitjak
a kivant emberi inzulin analdgga.

A taladlmény targydt képezd inzulin analdgok elbdallithatdk
oly médon, hogy a kérdéses inzulin analdg prekurzort kddold
DNS szekvencidt kldénozzdk egy megfeleld élesztd expresszids
vektorba, amely miutdn betranszformdltdk az éleszt8be, megfe-
leld tdptalajban tenyésztve a transzformansokat, képes ex-
presszdlni és kivalasztani az inzulin analdég prekurzorat, a-

"], [Lys*’] vagy [Arg®®”] van a Gly*-hez

melyben [Lys®?®), [Arg
kapcsolva egy peptid kOtéssel vagy a III-as képlettel jellem-—
zett peptidlanccal,

-R_ -R'- (III)
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ahol az R egy n szdmi aminosav szarmazékot tartalmazé peptid-
lénc, amikor az n egy 0-tél 33-ig terjedd egész szdm, az R' pe-
dig Lys vagy Arg. A prekurzot ezutén kinyerik a fermentdcids
tdptalajbél és a IV-es képlettel jellemzett
Q -OR’* (IV)

amino vegylilettel reagaltatjak, ahol a.Q egy aminosav szarma-
zék, leginkdbb Thr, vagy egy dipeptid, az R‘* pedig véds, kar-
boxi csoport (4ltaldban metil vagy tercier-butil szdrmazék). A
reakcidét a 4, 343, 898 lajstromszami Amerikai szabadalomban
leirt médszerrel analdg mddon végzik szerves olddszer és viz
keverékében tripszint vagy tripszin szer enzimet hasznalva
katalizatorként, midltal a védé kardoxi csoportot eltdvolitjak
és az inzulin analdégot a reakcid elegybdbl izoldljak.

Amennyiben az inzulin analdgok Lys-t8l vagy Arg-t&l1 kii—
16nb6z6 aminosav szdrmazékot tartalmaznak a B-ldnc C-termin4-
lis végén, szintén elddllithatdk az EP195 691 lajstromszémon
kdzzétett Eurdpai Szabadalomban leirt médszerrel analdg elja-
rédssal. Ennél a médszernél, az A- és B-lancok ko6zdtt egy par
bazikus aminosavbél (Lys, Arg) al16 hidat tartalmazé inzulin
analdég prekurzorokat éleszté&8ben allitjadk eld és azutdn enzimes
konverzidéval alakitjdk &t inzulin analdgga.

Ha a B-léncban a C-termindlis aminosv szarmazék Lys vagy
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Arg akkor az inzulin analdégok elballithatdk a fenti
bioszintetikus prekurzorbdl, tripszinnel végzett enzimatikus
hasitassal.

A talalmdny targyadt képez®d emberi inzulin analdégok, ame-
lyekben a csak a B-lanc C-termindlis végéhez legkdzelebb esb
utolsdé néhdny aminosav ézérmazék tartalmaz szubsztitucidkat
ber se is elb6dllithatdk mégpedig sertés inzulinbdél, mivel a
sertés inzulin, amint azt Inoye, K. és munkatrasai JACS 101.
(3), 1978, 751-752 kézleménylikben leirjdk, tripszinnel hasit-
haté des-(B23-30)- emberi inzulinra, amely azutdn szintén en-
zimatikusan, pdrosithaté a kivadnt aminosav szekvencidji szin-
tetikus peptiddel.

Az inzulin analdgok felhaszndalhatdk Uj inzulin készitmé-
nyek elballitdsdra, amelyekben az inzulin aktivitdst a szakte-
rileten ismert inzulin készitési médokon emberi vagy sertés
inzulinnal helyettesitik. Az ilyen, dj inzulin készitmények a
talalmdny tdrgydt képezd inzulin analégokat vagy a gyégyszer-
gydrtdsban elfogadott sdékat tartalmaznak vizes oldatban vagy
szuszpenzidban, legink&bb semleges PH értéken. A vizes kdzeget
izotdénidsra készitik natrium klorid, nédtrium acetéat vagy gli-

cerin hozzdad4sdval. A vizes kbézeg tartalmazhat tovabba cink

ionokat, puffereket pl. acetat és citrat, valamint tartdésité-
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szereket mint az m-krezol, metil-paraben vagy fenol. Az inzu-
lin készitmény pH-jat a kivant értékre 4llitjdk és szlréssel
sterilezik.

Az inzulin analdgokat keverhetik egyéb megvédett inzulin
aktivitdssal rendelkez®d analdgokkal is annak érdekében, hogy
gyorsan hatd és megvédett inzulint tart;lmazé készitményeket
kapjanak.

A taldlmény inzulin készitményei a mar ismert inzulin ké-

szitmények alkalmzdsdhoz hasonld médon haszndlhatdk fel.

SZAKKIFEJEZESEK

Az aminosavak esetében haszndlt roviditések a J. Biol.
Chem. 243 (1968), 3558 szamidban megdllapitottak. Az aminosavak
L-konfigurdcidéban vannak. Ha kilén nem jelezziik, akkor minden

esetben az emberi inzulinrdél van szé.

A RAJZOK ROVID LEIRASA

A taldlmany leirdsdban illusztrdcidként mellékellink
dbrdkat, amelyekben bemutatjuk

1. dbrdn a pYGABA 14276 expresszids plazmidot,

2. &brén a pAB24 élesztd vektort

3. 4bran a pKFN-864 plazmidbdl szdrmazé 0.4kb méretf
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EcoRI-XbaI fragmentum DNS szekvencidajat és

4. &bran a pKFN-866 expresszids plazmid készitését.

RESZLETES LEIRA

A médositott inzulin prekurzort kédold DNS szekvencidt
egy expresszids "kazettdban" készitettiik, amely az 1. &brén
bemutatott pYGABA expresszids plazmid BamHI helyén taldlhatd,
1103 bazispdr hosszi és tartalmazza a koévetkezbket (az 5'-vég-
r61l kiindulé sorrendben): A GAPDH promoter (Travis és munka-
tdrsai, J. Biol. Chem., 260. (1985), 4384-4389), utdna a kdédo-
16 régid, amely tartalmazza: a Kurjan és Herskovitz &ltal le-
irt vad tipusd élesztd DNS szekvencidja altal kédolt MF al-ve-
zér szekvencia N-termindlisdnak 83 aminosavat, majd a Lys-t és
Arg-t k6dold AAA és AGA tripleteket és az egy szdld des-
[Thr®®]-emberi inzulin (SCI) prekurzort kédold régiét, amely
az élesztd altal preferdlt kodonokat fdlhaszndld szintetikusan
elballitott gén. Két stop kodon utdn egy Sall restrikcids hely
talalhatdé és a maradék szekvencia a termindtor régidét tartal-
mazd MFal-szekvencia. A szekvencidt az &ltaldnosan hasznéalt

technikdk alkalmazdsdval készitettiik.

Az alkalmazott médszer az "oligonukleotid helyspecifikus
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mutagenezis" volt, amelyet Zoller és Smith irtak le a DNA,
Vol. 3, No. 6 (1984), 479-488 szamdaban. A kovetkezbkben rdévi-
den leirjuk a mddszert, az 1. Példadban azonban hosszab leirdsa
is megtaldlhaté. Az inzulin prekurzor szekvencidt az expresz-—
szids plazmidbdl izoldljuk és egy egyszald genomba épitjlik be,
a kor aalkd M13 bakteriofdg vektorba. Ezutdn a kémiailag szin-
tetizdlt komplementer DNS szdlat csatoljuk az egyszdld genom-—
hoz. A DNS szdl tartalmazza a kivant szekvencidt, kornyezeté-
ben pedig az inzulin szekvencidval teljesen homoldg részek ta-
ldlhatdk a kor alakd DNS-en. Ezt kovetden in vitro, Klenow po-
limerdzt haszndlva biokémiailag teljesen kiterjesztjiik a pri-
mert a kor alaki genom teljes hosszdban. Ez a szdl egyszdlud
fdgokat eredményez, amelyek E. coli-ban ndvesztve lehet&séget
adnak dupla sz&ld DNS izoldldsdra. EbbSl a dupla szald DNS~bd1
azutdn lehet restrikcids fragmentumot izoldlni és egy expresz-—-

szidés vektorba tUjra beépiteni.
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A TALALMANY MEGVALOSITASI MODJATI

A taldlémanyt az alabbi példékon keresztlil mutatjuk be.

I. Példa

A des[Phe®®®]-SCI inzulin analdg expressz&ldlasdra hasz-—
ndlhaté expresszids plazmid készitése.

A pYGABA (1. &bréan bemutatott) expresszids plazmidban 1é-
vd expresszids kazettdt egy BamHI restrikcidés fragmentumon i-
zoldltuk. Az expresszids vektort BamHI restrikcids endonukle-
dzzal inkubdltuk az aldbbi korlilmények kozodtt: 20 pg plazmid
DNS, 50 egység BamHI, 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH=7.5, 10
mM MgCl,, és 1 mM DTT 100 pl Ossz-térfogatban. A hémérséklet 37
°C, a reakcié idd6 2 o6ra volt. A két fragmentumot 1%-os agardz
gélen valasztottuk el, majd a kivant DNS darabot visszaizoldl-
tuk.

Ligqdlds az M13mpl8 vektorba

Az izoldalt restrikcids fragmentumot, az elbzbleg szintén
BamHI restrikcids endonukledzzal emésztett M13mpl8 fdgvektorba
ligaltuk a kovetkezd reakcidé elegyben: 0.2 pg fragmentum, 0.02

gg vektor, 50 mM Tris—-HCl, pH=7.4, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT és 1

mM ATP 20 pl Ossz-térfogatban. EbbOl az elegybdl 5 pl-t
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transz-formdltunk az E. coli JM101 torzsbe. A fragmentum meg-

1étét és orientdcidéjat a vektorban a transzformdnsokbdl izo-
141t dupla sz&ld M13 DNS restrikcids térképezésével ellendbriz-
tiik.

Egyszdll DNS (ss—DNS) izoldldsa (templédt)

~

A fenti transzformdnsokbdél Messing &ltal a Gene-ben (19.
(1982) 269-276) leirt médszer alapjdn izol&ltunk egysz&ldi DNS-
t.

A mutagenizdcids primer 5° foszforildlésa

Az 5'-TTGGAGTGTAGAAACCTCTT-3' szekvencidjd mutagenizdcids
primer 5 végét 30 pl reakcidé elegyben végeztiik, amely a kdvet-
kez6 komponenseket tartalmazta: 70 mM Tris-HCl, pH=7.0, 10 mM
MgCl,, 5 mM DTT, 1 mM ATP, 100 pmol oligonukleotid és 3.6 egy-
ség T4 polinukleotid kindz. A reakcié id& 30 perc, a hémérsék-
let 37 °C volt. Ezutdn inaktivaltuk az enzimet 65 °C-on, 10
percig tartdé inkubdléssal.

A templdt és a foszforildlt mutagenizdcids primer csato-

lasa

A templat és a primer cstoldsat 10 pl térfogatban hajtot-
tuk végre. A reakcidelegy tartalmazott 0.5 pmol templatot, 5
pmol primert, 20 mM Tris-HCl-t, pH=7.5, 10 mM MgCl,-ot, 50 mM

NaCl-ot és 1 mM DTT-t. 65 °C-on melegitettiik 10 percig, majd
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lehtottik 0 °C-ra.

Extenzid és ligdlés

A fenti reakcidelegyhez 10 pl-t adtunk a kdvetkez&8 keve-
rékb6l: 0.3 mM 4ATP, 0.3 mM 4CTP, 0.3 mMdGTP, 0.3 mM 4TTP, 1
mM ATP, 20 mM Tris-HCl, .pH=7.5, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 3 egy-
ség T4 ligdz és 2.5 egység Klenow polimerdz. A reakcidt ezutan
16 °C-on végeztik 16 O6rédn keresztiil.

A JM101 transzformdlédsa

A fenti reakcid elegyet kiilonbdzd higitdsokban transzfor-
maltuk CaCl,-dal kezelt E. coli JM101 tdérzsbe az altaldnos méd-
szerrel és 2 X YT lemezek felliletére kentlik ki 2 X YT topagar-
ban. (2 X ¥YT=16 g/l tripton, 10 g/l élesztd kivonat, 5 g/l
NaCl; 2 X YT topagar= 2 X YT kiegészitve 0.4% agardzzal és au-
toklavozva; 2 X YT agar lemez= 2 X YT kiegészitve 2% agarral
és autokldvozva) Ezutdn a lemezeket 37 °C-on inkubaltuk egy éj-
szakan at.

A pozitiv k16nok azonositdsa

A plakk hibridizdcidét haszndltuk, amelyet az aldbbiakban
ismertetiink: Nitrocelluldz filtert helyeztiink a lemezek felii-
letére, dgy, hogy a plakkok jél l&tszédjanak, tehdt a filtert
elézbleg megnedvesittiik. Ezutdn a filtert a kdvetkez®& oldatok-

ba tettlik: 1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH 30 masodpercre, 1.5 M NaCl,
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0.5 M Tris-HCl, pH=8.0 1 percre, 2X SSC (0.3 M NaCl, 0.03 M
ndtrium-citrdt) a felhaszndldsig. A filtert 3MM sz@irépapiron
szdritottuk és 80 °C-on, 2 d6rdig siitdttiik vdkum siit&8ben.

Az 5'-TTGGAGTGTAGAAACCTCTT-3 szekvencidjui mutagenizdcids pri-
mert radioaktivan jeldltdk az 5'-végén 30 ul reakcidelegyben,
amely tartalmazott70 mM Tris-HCl-t pH=7.5, 10 mM MgCl,-ot, 5 mM
DTT-t, 10 pmol oligonukleotidot, 20 pmol y-3P-ATP-t és 3.5
egység T4 polinukleotidkindzt. Az elegyet 37 °C-on inkub&ltuk
30 percig, majd 100 °C-ra tettiik 5 percre.

A szdraz filtert 2 Srdn keresztiil 65°C-on el8hibridizaltuk 6 X
SSC, 0.2% bovin-szérum albumin (BSA), 0.2% Ficoll, 0.2% poli-
vinil-pirrolidin, 0.2% ndtrium-lauril-szulf&t (SDS) és 50
pg/ml hering sperma DNS tartalmi hibridizdciés pufferben. Ezu-
tdn a jeldlt prébat tartalmazé reakcidelegyet hozzdadtuk 15 ml
friss hibridizdcids pufferhez és ebben inkubdltuk a filtert 28
°C-on egy éjszakdn keresztiil rdzatva. A hibridizacidé utén a
filtert 3 X 15 percig mostuk 2 X SSC-t + 0.1% SDS-t tartalmazd
oldatban, majd autoradiografdltuk. A mosas utan ugyanabban az
oldatban, de most 52 °C-on és mdsik autoradiografidval a muta-
genizacids primerrel komplementer DNS szekvencidkat tartalmazé

plakkokat azonositottuk.
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A pozitiv klénok isméfelt vizsgdlata

Mivel az azonositott klén heteroduplex eredménye, a plak-
kot djra kiszélesztettilk lemezre, majd megismételtiik a hibri-
dizdcidét és az azonositast.

Duplasz4dlyd M13-fdg DNS tisztitdsa

Az Ujra ellendrzott klént haszndltuk az E. coli JM101
torzs fertbzésére. Egy megkdzelitbleg 10® fagot és 5 IM101
telepet tartalmazé tenyészet 5 ml-ét ndvesztettik 5 6ran ke-
resztil 37 °C-on 2 x YT téaptalajban. Ezutédn duplasz&ld, cirku-
ladris DNS-t tisztitottunk a csapadékbdl a Birnboim és Doly &l-
tal a Nucleic Acids Res.-ben (2 (1979), 1513.) leirt médszer
szerint.

A médositott inzulin prekurzort tartalmazd restrikcids

fragmentum izoldlasa

A fenti mdédon izoldlt izoldlt (korilbelil 5 pg) DNS ké-
szitményt 10 égység BamHI restrikcids endonukledzzal emésztet-—
tik 60 pl, 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH=7.5, 10 mM MgCl, és
1 mM DTT tartalmi oldatban 2 6érdn keresztiil 37 °C-on. A DNS
termékeket agardz gélen kiildonitettilk el majd a fragmentumot
gélbbl tisztitottuk.

Ligdlas a pAB24 élesztd vektorba (2. &bra)

Az izolalt restrikciés fragmentumot az elbzbleg BamHI
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restrikcidés endonukledzzal emésztett PAB24 élesztd vektorba
ligdltuk a kdvetkez6 reakcidelegyben: 0.2 ug fragmentum, 0.02
Lg vektor, 50 mM Tris-HC1l,pH=7.4, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT és 1
mM ATP 20 pl Ossz-térfogatban. Ennek a reakcidéelegynek az 5
pl-ét haszndltuk az MC1061 E. coli tdérzs transzformdldsara, a-
melyben a médositott expresszids plazmidot azonositottuk és
szaporitottuk. A kiejtett kodon kivételével a plazmid megegye-
zett pYGABA plazmiddal.

Az élesztd transzformilasa

Az expresszids plazmid transzformdldsit a Saccharomyces
cerevisiae JC482ApepALeu2cir: (a, his4, pep4, ura3, leu2,cir-)
torzsébe az Ito és munkatarsai &ltal a J. Bacteriol.-ban (153,
No.1 (1983), 163-168) leirt médszer szerint végeztik. A
transzformdlt sejteket SC-ura tdptalajra (0.7% Yeast Nitrogen
Base, 2.0% glikdéz, 0.5% casamino sav, 2.0% agar) kentik ki a

plazmidot tartalmazé sejtek szelektdldsdra.

Py

II. példa

A des([Tyr®%)-5CI termelésére hasznilhatd expresszids
plazmid készitése.
Az alkalmazott eljdrds megegyezik az I.példaban leirtak-

kal, azzal a kiildnbséggel hogy, a mutagenizacidés primer szek-
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venciaja: 5'—ACCCTTTGGAGTGAAGAAACCTCT—B', a hibridizdcid h6-
mérséklete 36 °C és a hibridizdcidé utdni mosas 60 °C-on t&r—
tént. A kiejtett kodon kivételével a médositott plazmid szek-
vencidja azonos a pYGABA plazmidéval.

“IITI. példa

A [His®),des[Tyr®%)-SCI termelésére hasznilhatd
expresszidés plazmid készitése.

Az alkalmazott eljadrds megegyezik az I. példaban leirtak-
kal azzal a klilonbséggel hogy, a mutagenizacids primer szek-
vencidija: 5'~AATACCCTTTGGAGTGTTGAAACCTCTTTCACC~3, a hibridiza-
cié hémérséklete 42 °C volt és a hibridizécidé utani mosds 65
°C-on tortént. A médositott és kiejtett kodonok kivételével a
médositott plazmid szekvencidja megegyezik a pYGABA plazmidé-
val.

IV. példa

A [Asn®”),des[Tyr®¢]-SCI termelésére hasznilhaté exp—
resszids plazmid készitése.

Az alkalmazott eljdrds megegyezik az I. példéban leirtak-
kal azzal a klildnbséggel hogy, a mutagenizédcids plazmid szek-
vencidja: 5'—AATACCCTTTGGAGTGTTGAAACCTCTTTCACC—3', a hibridizé-
Cié hdémérséklete 42 °C volt és a hibridizalds utdn a mosas 65

°C-on toértént. A médositott és kiejtett kodonok kivételével a
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médositott plazmid szekvencidja megegyezik a pYGABA plazmidé-

val.

P

V. példa

A prekurzor expresszidéja és izolalds a taptalajbodl.

Az TI.-IV. példdkban leirt mdédon transzformdlt élesztd
sejteket Petri-csészében, minimdl tdptalajon, uracil nélkil
novesztettilk 48 6ran keresztiil, 30 °C-on. A Petri-csészébbdl
szdrmazé egy teleppel inokuldltunk 100 ml-es palckokat, ame-
lyekben uracil nélkiili, 5 g/l casamidosavat + 10 g/l szukci-
nilt + 30 g/1 glikézt tartalmazdé, pH=5.0 minimdl taptalaj
volt. A palackokat 30 °C-on rédzattuk 72 6ran keresztiil.

Centrifugdlds utdn az Osszegyfijtott 1 liter feliliszét
szliréssel sterileztiink és 5 M ﬁCl és viz hozzdadasadval bedlli-
tottuk a pH=4 - 4.5, valamint vezetbdképesség 10 mS-nél kisebb
értékét. Ezt a felliliszét azutdn egy elbz6leg 50 mM ecetsav,
50% (tf) pH=4.0 (NaOH-val bedllitva) eleggyel telitett, 1.6 x
6 cm S/Sepharose FF toltet( oszlopra vittlik 120 ml/6ra &ram-
ladsi sebességgel. Az oszlopot 60 ml pufferrel mostuk, majd a
prekurzort eludltuk 360 ml NaCl puffer 0 — 0.35 M linedris
gradiensével, 10 ml/éra térfogatdrammal. Az eludtumot 4 ml-es
frakcidkra osztottuk és UV abszorbancidt mértiink. A prekurzort

tartalmazé frakcidkat RP-HPLC analizissel azonositottuk és
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OszszegyGjtottlik. Sephadex G25 oszlopon, 1 M ecetsavval vég-
zett sétalanitds utdn liofilezéssel izoldltuk a prekurzort.
VI. példa

A des[Phe®®],des[Thr®’]-emberi inzulin el&&llitasa

Az I. és V. példékban leirt médokon készitett 400 mg
des[Phe®)-t felodottunk 40 ml 50 mM tris-hidroximetil-ami-
nometdn és 20% (tf) etanol, pH=9.0 (HCl) tartalmi oldatban és
hozzdadtunk 40 ml, 32 mg immobilizdlt tripszint tartalmazéd
Sepharose ugyanabban a pufferben késziilt keverékét. A szusz-—
penziét 8 -10 °C-on hagytuk 24 6rdig, gyengén rdzatva, majd
lesz@irtiik. A gélt 40 ml pufferrrel mostuk és az dsszegy(ijtott
szfirleteket el6z6leg 50 mM tris-hidroximetil-aminometdn, 50%
(tf) etanol, pH=8.0 (HCl) tartalmi oldattal telitett, 2.6 x
7.5 cm méretl Q-Sepharose FF oszlopra vittik. Ezutdn eludltuk
az oszlopot NaCl puffer 0 - 0.15 M gradiensével, 6 6ran ke-
resztiil 225 ml/6ra térfogatdrammal. A frakcidkat UV abszorban-
cidval vizsgdltuk és a f6 proteint tartalmazd csicsot dssze-
gyGjtottiik. Az alkohol vakuumos eltdvolitdsa utdn a fehérjét
pH=5.4-en kicsaptuk. 250 mg des[Phe®®),des[Thr®?]-emberi
inzulin izol&ltunk liofilezéssel.
A termék azonossdgat megerdsitettik aminosav analizissel, PD-

tomegspektrometridval és az elvalasztott, vinilpiridildlt A-
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és B-ldncok Edman degraddléaséaval.

z

VII. példa

A des[Phef?®]-emberi inzulin el&&llitdsa.

A VI. példadban leirt mdédszerekkel készitett 200 mg
des[Phef?),des[Thr®’]-emberi inzulint f;loldottunk 400 mg tre-
onin metil észter, 2.0 ml etanol és 0.8 ml viz keverékében. A
pH-t ecetsavval bedllitottuk 6.3-ra és 4 ml 3.2 mg
immobilizdlt tripszint tartalmazé Sepharose keveréket adtunk
hozza. 2 déra 20 °C-on végzett gyenge rdzatds utédn a gélt sz(G-
réssel eltdvolitottuk és a fehérjét 10 térfogat 2-propanol
hozzdadadsdval kicsaptuk. A légszdraz csapadékot udjraoldottuk
20 mM tris-hidroximetil-aminometdn/HCl, 60% (tf) etanol,
pH=8.25 oldatban és 2.6 x 20 cm méretl Q-Sepharose FF oszlopra
vittik, amelyet elézbleg a fenti pufferrel telitettnk, majd
NaCl ugyanezen pufferben készilt linedris graddiensével eludl-
tuk 15 6rdn keresztil, 125 ml/déra térfogatdrammal. A des-
[Phe®®]~humdn inzulin-B30-metil észterét tartalmazé dsszegyfj-
tott frakcidkrodl vdkumban eltdvolitottuk az alkoholt és a fe-
hérjét pH=6.1 mellett kicsaptuk. A szuszpenzidt lecentrifugdl-
tuk és a csapadékot liofileztik. A metil észtert ezutdn 10
mg/ml fehérje koncentrdcidéndl 10 percig hidrolizdltuk 0.1 M

hideg NaOH oldatban. A reakcidét pH=8.5 bedllitdsdval és 2 tér-
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fogat 20 mM tris-hidroximetil-aminometdn/HCl pH=8.5 hozzdad&a-
sdval &llitottuk le. Az oldatot ezutdn 2.6 x 20 cm méretl Q-
Sepharose FF toltetl oszlopra vittik és a fentebb leirt mdédon
eludltuk. Az etanol vakumos eltdvolitdsa utdn a fehérjét
pH=5.5 bedllitdsdval kicsaptuk.

80 mg des[Phe’®®] human inzulint kaptunk liofilezés utén.

A termék azonossdgat aminosav analizissel, PD-tOmegspekt-
rometridval és a szétvalasztott, vinilpiridlalt A- és B-lancok
Edman degraddléasaval erdsitettiik meg.

VIII. példa

A des[Tyr®4]),des[Thr®*’)~humdn inzulin el&allitédsa

A II és V. példdkban leirt mdédokon késziilt 250 mg des-
[Tyr®?¢)-sCI-t felodottunk 25 ml 50 mM tris-hidroximetil-amino-
metdn, 20% (tf) etanol, pH=9.0 /HCl oldatban és hozzdaadtunk 25
ml, 20 mg immobilizdlt tripszint tartalmazé Sepharose ugyane-
zen pufferben készlilt szuszpenzidéjat. A szuszpenzidt 24 Sréan
keresztiil gyengén rdzattuk 8 - 10 °C-on és utdna leszfirtik. A
gélt 25 ml pufferrel mostuk és az Osszegyljtott szfirletet 2.6
x 7.5 cm méret@ Q-Sepharose tdltetQ oszlopra vittik, amelyet
elbzbleg telitettiink, 50 mM tris-hidroximetil-aminometdn és
50% (tf) etanol pH=8.0 (HCl) tartalmi oldattal. Ezutdn eludl-

tuk az oszlopot NaCl ugyanezen pufferben késziilt 0 - 0.15 M

-
-ew
'.: M



31

linedris gradiensével 6 S6rdn keresztiil 225 ml/éra térfogata-
rammal. Az eludtumot UV-abszorbancidval vizsgdltuk és a f6
protein csidcsot tartalmazé frakcidkat Osszegyijtottiik. Az al-
kohol vakumos eltdvolitdsa utan a fehérjét pH=5.4 bedllitasa-
val kicsaptuk. )

130 mg des[Tyr®],des[Thr®**]-humdn inzulint izolaltunk
liofilezés utan.

A termék azonossdgdt aminosav analizissel &s a szétvdlasztott,
vinil-piridildlt A- és B-lancok Edman degraddlasaval erbsitet-
tik meg.

IX. példa

A des[His®®],des[Tyr®],des[Thr*®|-human inzulin el&&l-

litasa.

A III. és V. példédkban leirt médszerekkel készitett
[His®®],des[Tyr®]-SCI 450 mg-j&t feloldottuk 45 ml 50 mM tris-
hidroximetil-aminometdn és 20% (tf) etanol, pH=9 (HCl) oldata-
ban majd hozzdadtunk ugyanezen pufferben késziilt, 36 mg immo-
biliz4lt tripszint tartalmazé Sepharose-t. A szuszpenzidét las-
san razatva &llni hagytuk 24 6ran keresztﬁ; 8 -10 °C-on, majd
leszirtik. A gélt 40 ml pufferrel mostuk és az 6sszegyjtott

szlrletet 2.6 x 7.5 cm méret( Q-Sepharose FF oszlopra vittiik,

amelyet elbzbleg 50 mM tris-(hidroximetil)~-aminometdn és 50%
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etanol tartalmi, pH=8.0 (HCl) pufferrel telitettiink. Ezutan
eludltuk az oszlopot NaCl uganezen pufferben készilt inedris
gradiens oldataval (0 - 0.15 M) 6 6ran keresztiil, 225 ml/éra
térfogatdrammal. Az eludtumot UV-abszorbancidval vizsgdltuk és
a f6 protein csudcsot tartalmazd frakcidkat Osszegyfijtottik. Az
alkohol vadkuumos eltdvolitdsa utdn a pH=5.4 bedllitdsdval ki-
csaptuk a fehérjét.

200 mg [His®?®),des[Tyr®4),des[Thr®®*®]-humdn inzulint
izoldltunk liofilezéssel.

A termék azonossdgdt aminosav analizissel és a szétva-
lasztott, vinil-piridildlt A- és B-lancok Edman degraddlasaval
erb6sitettiik meg.

X. példa

Az [Asn®®®],des[Tyr®®),des[Thr*®]-emberi inzulin el&alli-

téasa

A IV. és V. példdkban leirt médszerek szerint készitett
[Asn®®),des[Tyr®*])-SCI-b61l 150 mg-ot feloldottunk 15 ml 50 mM
tris-(hidroximetil)-aminometdn, 20% (tf) etanol, pH=9 (HCl)
cldataban és hozzdadtunk 12 mg immobilizdlt tripszint tartal-
mazé Sepharose, ugyanezen pufferben késziilt szuszpenzidjabdl
15 ml-t. A szuszpenzidét 24 6rdn &t gyengén razattuk 8 - 10 °C-

on, majd leszfirtik. A gélt 40 ml pufferrel mostuk, majd az
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Osszegyijtott szfirleteket 1.6 x 10 cm méretl Q-Sepharose FF-
b8l késziilt oszlopre vittiik, amelyet elbzbleg 50 mM tris-(hid-
roximetil)-aminometdn, 50% (tf) etanol, pH=8.0 (HCl) oldattal
telitettliink. Az oszlopot ezutdn NaCl ugyanezen pufferben ké-
szitett linedris grddiens oldatdval (0 ~ 0.15 M) eludltuk 6 6-
rédn keresztil 90 ml/6ra térfogatdrammal. Az eludtumot UV-ab-
szorbancidval vizsgdltuk és a f6 protein csudcsot tartalmazd
frakcidkat Osszegyijtottik. Az alkohol vdkuumos eltdvolitdsa
utdn a pH=5.4 bedllitdsdval kicsaptuk a fehérjét.

80 mg [Ans®?®],des[Tyr®?],des[Thr®®)-humdn inzulint
izoldltunk liofilezés utan.

A termék azonossdgdt aminosav analizissel és a szétva-
lasztott, vinil-piridildlt A- és B-lancok Edman degraddldasaval
erbsitettik meg.

XI. példa

Az [Asp*®'),des[Tyr®®],des[Thr®*)-humén inzulin el8allitéasa

A VI. példaban leirt mdédszerek szerint készitett des-
[Phef?®],des[Thr®*®]-humdn inzulinbél 50 mg-ot feloldottunk 10
ml, 1 M HCl-lel 2-re &llitott pH-jui vizben. Az oldatot 30 °C-on
hagytuk 16 6rdn keresztlil. Leh@ilés (20 °C?ra) utdn 7.5 g karba-
midot adtunk hozzd és a pH=8.1 értéket &llitottuk be 1 M NaOH-

dal. Az oldatot ezutdn egy 1.6 x 20 cm méretll Q-Sepharose FF
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oszlopra vittik, amelyet elbzbleg 20 mM tris-(hidroximetil)-a-
minometdn/HCl, 7 M karbamid, pH=8.1 oldattal telitettiink 4 °C-
on, majd NaCl, ugyanezen pufferben készilt linedris gradiens
oldataval (0 - 0.05 M) eluéltuk 24 6ran keresztiil 40 ml/ 6ra
térfogatdrammal. Az utolsd eludldédd csicsbdl dsszegyljtdttik a
proteint tartalmazé frakcidkat és Sephadex G25 oszlopon 1 M
ecetsavval sétalanitottuk, majd liofileztiik.

30 mg [Asp*®'],des[Phe’®®),des[Thr®®*®]-humén inzulinhoz
jutottunk.

A termék azonossdgadt aminosav analizissel, 5 lépéses
Edman degraddldssal és karboxipeptiddz-A-val végzett C-ter-
mindlis analizissel er&sitettiik meg.

XITI. példa

A [Ser*'),des[Pro®?®)-humdn inzulin el6allitasa

A [Ser®'),des[Pro®®®)-humdn inzulin el8allitdsara hasznal-
haté expressziés plazmid készitése és a [Ser**'],des[Prof?®]-hu-
man inzulin készitése.

Az analdgot kédold, pUC19 eredetfi, pKFN - 864 plazmidot a
PKFN =734 plazmidbdl, a Morinaga és munkatdrsai &ltal leirt
(Biotechniology 2 (1984), 636-639), "gapped duplex mutagene-
zis"-nek nevezett médszerrel készitettiik két mutagén primer, a

NOR-648 CTAGAGCCTGCGGGCTGCGTCTAGCTGCAGTAG és a NOR-745 ATTGTT-



e oo LX) e
.

.
ses o8 ses oo
e e . . .

35

CGACAATACCCTTAGCAGCCTTGGTGTAGAAGAAACCTCTTTCACC felhaszndlédsa-
val. A pKFN-734 plazmidot uUgy készitettik, hogy a pUC-19 2.7
kb méret@ EcoRI-Xbal fragmentumdba ligdltunk egy 0.4 kb nagy-
sdgi EcoRI-Xbal fragmentumot, amely a pLaC212spx3 plazmidbdl
szdrmazé szintetikus inzulin prekurzor [B(1-29)-AlaAlaLys-A(1l-
21)) génhez "frame-ben" kapcsolt éleszté vezetd szigndlt ko-
dolt.

A pLaC212spx3 plazmid megtaldlhatd a III. példa leirdséa-
ban és a 6. &bran, valamint a nemzetkdzi szabadalmi leirdsban
a WO 89/02463 lajstromszam alatt.

A szigndal-vezér-inzulin B(1-29),des28Pro)-ALaALaLys—-A(1~-
21,21Ser), pKFN-864 plazmidbdl szdrmazd 0.4 kb méreti EcoRI-
XbaI fragmentum DNS szekvencidjdt a 3. adbradn adjuk meg.

Az EcoRI és XbaIl enzimekkel hasitott pKFN-864 plazmid 0.5
kb nagysdgi fragmentumdt Osszeligdltuk a pMT636 plazmidbdl
szdrmazd 9.5kb NcoI-Xbal és 1.4kb NcoI-EcoRI fragmentumokkal,
midltal a pKFN-866 plazmidhoz jutottunk (lasd 4. &bra). A
pMT636 plazmidot a pMT608-bdl (a LEU-2 gén eltdvolitdsa utén)
és a pMT479-b61 készitettik (lédsd 4. &bra). A pMT608 az EP 195
691, a pMT479 az EP163 529 lajstromszami szabadalmi leirdsban
taldlhaté. A pMT479 tartalmazza a Schizosaccaharomyces pombe

TPI (POT) génjét, a S. cerevisiae tridzfoszfdt izomerdz promo-
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terét és termindtorat, (TPIP és TPI,) (Alber, T. és Kawasaki,
G. J. Mol. Appl. Gen. 1 (1982), 419-434) A pKFN-866 plazmid a
kovetkezd szekvencidt tartalmazza:
TPI,-vezér-szigndl-inzulin B(1-29, des28 Pro)-AlaAlaLys-A(1-21,
21 Ser)-TPI,

Az MT663 (E2-7B XE11-36 a/a, AtpiAtpi, pep4-3/pep4-3) S.
cerevisiae torzset YPGaL taptalajban (1% Bacto élesztd kivo-
nat, 2% Bacto pepton, 2% galaktéz, 1% laktdat) novesztettik

oD 0.6 értékig.

600
A kapott tenyészet 100 ml-ét lecentrifugdltuk, 10 ml viz-
zel mostuk és Ujra szuszpendaltuk 10 ml 1.2 M szorbitolt, 25
mM Na,EDTA-t, pH=8.0 és 6.7 mg/ml ditiotreitolt tartalmazé ol-
datban. A szuszpenzidt 15 percig inkubdltuk 30 °C-on, lecent-
rifugdltuk és a sejteket Ujra szuszpenddltuk 10 ml 1.2 M szor-
bitolt, 10 mM Na,EDTA-t, 0.1 M natrium-citrdtot, pH=5.8 és 2 mg
Novozym 234-et tartalmazdé oldatban. A szuszpenzidt 30 percig
inkubdltuk, 30 °C-on, a sejteket centrifugdldssal Osszegyfij-
tottik, mostuk 10 ml 1.2 M-os szorbitollal és 10 ml CAS-sal
(1.2 M szorbitol, 10 mM CaCl,, 10 mM Tris/HCl (Tris= Tris (hid-
roximetil)aminometdn) pH=7.5) és Ujra szuszpenddltuk 2 ml CAS-

ban. Transzformdcidéhoz 0.1 ml CAS-ban szuszpenddlt sejtet ke-

vertink Ossze, kb. 1 ug pKFN-866 plazmid DNS-sel és szobah®6-
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mérsékleten hagytuk 15 percig. 1 ml, 20% polietilénglikol
4000, 10 mM CaCl,, 10 mM Tris/HCl, pH=7.5 tartalmi oldatot ad—
tunk hozzd, majd a keveréket tovabbi 30 percig hagytuk szoba-
hémérsékleten. Ezutdan lecentrifugdltuk, majd a csapadékot djra
szuszpendaltuk 0.1 ml SOS pufferben (1.2 M szorbitol, 33% (tf)
YPD, 6.7 mMCaCl,, 14 pug/ml leucin), és ;O °C-on inkubdltuk 2 6-
rdig. A szuszpenzidt lecentrifugiltuk és a csapadékot ismét
folszuszpenddltuk 0.5 ml 1.2 M szorbitol oldatban. Ezutédn hoz-
zdadtunk 6 ml, 52 °C-os top-agart, (1.2 M szorbitolt plusz 2.5%
agart tartalmazdé SC-tdptalaj, Sherman és munkatdrsai, Methods
in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, 1981) és a
szuszpenzidt szildrd, szorbitol tartalmi agar lemezre 6ntot-
tik. 3 nap, 30 °C-os inkubdlds utdn a transzformans telepeket
folszedtlik és folyékony tenyészet inditaséra haszndltuk &ket.
Egy ilyen transzformdnst, a KFN-883-at valasztottuk ki tovébbi
jellemzésre.

A KFN-883 élesztd toérzset YPD tdptalajban (1% élesztd ki-
vonat, 2% pepton (é Difco Laboratories-t&1) és 2% glikdéz) no-
vesztettik fel. 10 ml tenyészetet 30 °-on rdzattunk ODgpe=20
denzitds eléréséig. Centrifugdlds utan a fellldszét HPLC-vel
analizaltuk, amint azt Snel, L. és munkatdrsai leirtdk a Chro-

matgraphia 24. (1987), 329-332 szamaban. A hozam korilbeliil 14
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mg/liter inzulin B(1-29, des 28 pro)-AlaAlaLys—-A(1-21, 21 Ser)
volt.

Az egyszalu inzulin prekurzort a fermentdcid feliluszéja-

bél izolaltuk egy ioncseréld oszlopon, alacsony pH értéken
végzett adszorpciéval. A levdlasztdst magas pH értéken, az
Osszegy(ijtott frakcidk kicsapasat cink ionokkal végeztik. A
prekurzor transzpeptiddlédsa [Ser*?'],des[Pro®®], [Thr®’-0OMe]-
emberi inzulinnd a kbvetkezéképpen tértént:
10 mmol (2.35 g) treonin metilésztert és jégecetet oldottunk 5
ml DMF-ben, hozzdadtunk 2.5 ml 76.5% (tf) vizes DMF oldatot és
a keverékben fdloldottunk 0.5 g prekurzort, majd 12 °C-on tar-
tottuk; ezutdn 50 mg tripszint adunk hozzd 1.25 ml 0.05 M kal-
cium acetdt oldatban és 24 dra, 12 °C-on tdrtént inkubalds utan
a reakcidelegyet 100 ml acetonba 4ntdttilk a peptidek kicsapéasa
végett, lecentrifugdltuk és vakumban megszdritottuk.

Az izoldlt inzulin analég észtert preparativ HPLC
oszlopon tisztitottuk szilika-C18 fazison, savas PH mellett. A
tisztitott észtert vizes kdzegben hidrolizdltuk, pH=10 mel-
lett, 25 °C-on 24 6rdn keresztiil. A képz6ddtt [Ser*?'},des-—
[Pro®®)-humdn inzulin-t cink ionokkal csaptuk ki semleges pH
értéken. A csapadékot anion cseréld kromatogrdfidval tiszti-

tottuk és azt kovetben gélszfiréssel sétalanitottuk. 102 mg
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volt a liofilizdlt [Ser*®],des[Pro®?®]-humdn inzulin kitermelés.
XIITI, példa

A des[Thr®”]-humdn inzulin készitése

1 g cinkmentes sertés inzulint fololdottunk 40 ml vizben
a pH=9 érték bedllitdsa mellett és hozz?adtunk 50 mg sertés
tripszint, fololdva 10 ml 0.25 M amménium-hidrogén karbondt,
pH=9 (ammdénidval allitva) oldatban. Az oldatot 4 °C-on hagytuk
48 6rédn keresztiil ami a HPLC anlizis alapjdn 65% terméket e-
redményezett. A reakcidelegyet ezutdn Sephadex G50 szuperfinom
gélbdl késziilt oszlopon szlrtik 0.05 M amménium-hidrogén kar-
bondt oldattal 90 ml/ éra térfogatdrammal. A f6 protein csi-
csot tartalmazd frakcidkat OsszegyGjtottik és liofileztiik. A
hozam 520 mg des(B23-B30) humdn inzulin volt.

A Gly-Phe-Phe-Tyr-Pro-Lys-Thr szekvencidjui peptidet PAM-
gyantdn szintetizdltuk az Applie Biosystems peptidszintetizdld
készilékével, védett aminosav anhidridekb6l. A végén a pepti-
det vizmentes hidrogén-fluoriddal vagtuk le a gyantdrdl 0 °C-
on, midltal a maradék véddbcsoportokat eltdvolitottuk.

200 mg des(B23-B30)-humdn inzulint és 400 mg peptidet
foéloldottunk 2.40 ml dimetil-formamid és 1.20 ml viz
keverékében, az elegy pH értékét trietil-aminnal &llitottuk be

6.5-re. Ezutdn hozzdadtunk 10 mg sertés tripszin 0.20 ml vizes
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oldatat, majd a reakcidelegyet 4 °C-on hagytuk 4 6ré&n keresz-
til. A reakcidét 25 ml 2~propanol hozzdadédsdval allitottuk le
és a kicsapott fehérjéket centrifugdldssal izoldltuk. A felidl-
uszd leszivatdsa utdn a csapadékot djra oldottuk 10 ml 1 M-os
ecetsavban és folvittik egy 2.6 x 20 cm méretl, Lichroprep
RP-18, elbzbleg 0.5 mM sésav, 0.1 M ndtrium-klorid 30% (tf)
etanolos oldattal telitett, toltetbdl késziilt oszlopra. Az
oszlopot azutdn 20 °C-on eludltuk ugyanazzal a pufferrel, de az
alkohol koncentrdciét linedrisan emeltiik 50%-ra, 20 ml/6ra
térfogatdrammal, 24 6rédn keresztil. Az eludtumot UV-abszorpci-
6val vizsgdltuk és a f6 protein csicsot tartalmazd frakcidkat
Osszegyijtottiik. A fehérjét ugyanakkora térfogatd viz hozziaa-
ddsdval és a pH=5.5 natrium-hidroxiddal torténd bedllitasdval
csaptuk ki. Allni hegytuk 4 °C-on, 1 6ran at, majd a csapadékot
centrifugdldssal és liofilezéssel izolaltuk.

A des[Thr®”]-humdn inzulin kitermelése 80 mg volt, az
azonositdst a vinil-piridildlt A- és B-lancok ismételt degra-
ddldsaval végeztik.

XIV. példa
Az injektdlhatd oldat készitése
A taldlmédny szerinti emberi inzulin analégbél 60 pmol-t

félodottunk 4 ml 0.1 M HCl-ben és hozzdadtunk 20 ml 1.5%-0S m-—
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krezol oldatot. Most az oldatot Osszekevertiik 40 ml 4%-os gli-
cerollal és 20 ml 65 mM-os dindtrium-foszfadttal és a pH érté-
ket 7.3-ra allitottuk be. Végquil az oldatot vizzel 100 ml-re
toltottik fel és szfiréssel sterileztiik.
XV. példa

Az asszocidcidé fok becslése

Egy 2.6 x 88 cm méretl Sephadex G-75 oszlopot 13 mM-os
ndtrium-foszfdt oldattal, pH=7.3, 22 ml/6ra térfogatdrammal
telitettiink. Des-(oktapeptid-B*73")-humdn inzulint, citokrém C-
t, ribonukledzt és a mioglobin monomerjét és dimerjét alkal-
mazva molekulasuly markerként elicids térfogattal kifejezett
molekulasuily gorbét vettiink fel.
1 ml 0.6 mM cinkmentes emberi inzulint vagy 0.6 mM inzulin a-
nalégot alkamazva és a XII.példdban leirt médon végrehejtva az
eludlast azt taldltuk, hogy a cinkmentes emberi inzulin elhi-
z6ddé csuccal jon le az oszloprdél kb. a 14 kD méretﬁ.molekula—
sily tartomdnyban, a VI.-X.példdkban leirt médokon készitett
analdgok pedig szimmetrikus csucsként eludlddnak az 5 kD kori-
1i molekulasuly tartomdnyban.

Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a taldlmany tdrgyat
képezb emberi inzulin analégok pH=7.3-as oldatban elsbdlegesen

monomereknek, mig a normdl emberi inzulin ugyanezen korilmé-
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nyek kozott dimerek és nagyobb tagszadmi oligomerek keverékének
tGnik.
XVI.példa

A bioldégiai aktivitds becslése

Az in vitro biolégiai aktivitds meghatdrozasat az izoldlt
patkany adipocitdk és hepatocitdk inzulin receptoraihoz valé
kotbdési képesség mérésével végeztiik J. Gliemann és S. Gammel-
toft: Diabetoldégia 10 (1974), 105-113. kdzleményében leirt
médon.
Az inzulin analégokat félszintetikus emberi inzulinhoz hason-
litottuk, amelyekhek a kotbdési képességét 100%-nak vettiik. Az

eredményeket az aldbbi tdbldzatban mutatjuk be.

Adipocitdk Hepatocitédk
des[Phe®],des[Thr®?)~
humdn inzulin 223% 201%
des[Phe®]~humdn inzulin 225% 249%

[Asp*®']-des[Phe’®],des[Thr®?)-

humdn inzulin 250% 242%
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zabadalmi igénypontok

1. Emberi inzulin analdgok, azzal jellemezve, hogy pozi-
tiv téltésﬁ aminosav, ugymint Lys vagy Arg taldlhaté a B-l&anc
[G1ly®2%)-t&]1 szamitott B28-as és 8-as helyzetében, és ezek to-
vabbi tetszbleges médositdst tartalmaznak a B-lanc C-termina-
lis végén, a [Phef®)-t81 a C—terminélis~aminosav szdrmazékig,
azzal a kikotéssel, hogy a B29 helyen nem Pro van_és az A21
és/vagy a B3 klildnbdzik az Asn—-t81.

2. Enberi inzulin analégok, azzal jellemezve, hogy a

képletiik a kdvetkezb
A-lanc S S
| |
H~Gly—Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys—Thr-Ser—Ile-Cys-Ser-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

B-lanc

—_— 0 — o -

H—Phe-Val-Y2—Gln-His-Leu-Cys—Gly-Ser-His-Leu-Val
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A-lanc (folyt.)

13 14 15 16 17 18 19 20 21
Leu-Tyr-Gln~Leu—Glu—Asn~Tyr-Cys-Y1~OH
—s

|
B-lanc (folyt.) S

I
Glu-Ala-Leu—Tyr—Leu-Valnys-Gly-Glu—Arg—Gly-Phe-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
B-lanc (folyt.)
X1=X3-X3-X4-X5~Xg
25 26 27 28 29 30
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ahol az X,, X,, X;, X, ¥, és Y, természetben el6forduld aminosav
szarmazék; X, Lys vagy Arg; és X, bdrmely természetben el&for-
dulé aminosav szdrmazék, amely C-termindlis hidroxi-csoportot
vagy -OH-t hordoz vagy az X, és X, egylitt képez egy hidroxi
csoportot.

3. A 2. igénypont szerinti emberi inzulin analdégok, azzal
jellemezve, hogy az X, a prolin kivételével lehet barmely, a
természetben elbéforduld aminosav.

4. A 2. vagy 3. igénypont szerinti emberi inzulin analé-
gok azzal jellemezve, hogy az Y, és /vagy Y,, az Asn kivételé-
vel lehetnek barmely, a természetben el&8forduldé aminosavak.

5. A 2. igénypont szerinti emberi inzulin analdgok, azzal

jellemezve, hogy a

X, -lehet Phe, Ala, His, Thr, Ser, Asn vagy Tyr

X, -lehet Tyr, Thr, Glu, Asp,Ala, His, Ser vagy Phe
X -lehet Pro, Glu, Asp, Ser, Thr vagy His

X -lehet Lys, Thr, Ser, Ala, Asp vagy Glu

X -lehet Thr-OH, Ser-OH, Ala-OH, Asp-OH, Glu-OH,vagy

-OH vagy az X, és X, egyltt képezik a C-termindlis
hidroxi csoportot.
Y, —-lehet Asn, Asp, Gly, Ser, Glu vagy Ala

Y, —-lehet Asn, Gln, Glu vagy Asp
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6. A 2. igénypont szerinti emberi inzulin analdégok azzal,

jellemezve, hogy

X, -lehet Phe, Ala, His, Thr, Ser, Asn vagy Tyr

X, ~lehet Tyr, Thr, Glu,Asp, Ala, His, Ser vagy Phe
X5 -lehet Pro, Glu,Asp, Ser, Thr vagy His

X -lehet Lys, Thr,Ser, Ala, Asp~vagy Glu

X, -OH csoport

Y, -lehet Asp, Ala, Gly, Ser, Glu vagy Ala

Y, -lehet Asn, Gln, Glu vagy Asp.

7. A 2. igénypont szerinti emberi inzulin analdgok, azzal
jellemezve, hogy
X -lehet Phe, Ala, His, Thr, Ser, Asn vagy Tyr
-lehet Tyr, Thr, Glu, Asp, Ala, His, Ser vagy Phe
X -lehet Pro, Glu, Asp, Ser, Thr vagy His
X; €s X, egylitt képezik egy C-termindlis hidroxi-csoportot
Y -lehet Asn, Asp,Gly, Glu, Ser vagy Ala és

Y, —-lehet Asn, Gln, Glu vagy Asp.

8. A 2. igénypont szerinti emberi inzulin analdgok, azzal
jellemezve, hogy az X, Phe; az X, Tyr; Xy Thr, X, Lys; az X,
Thr-OH; az Y, lehet Asn, Asp, Ser vagy Gly és az Y, lehet Asn,
Gln, Asp vagy Glu.

9. A 2. igénypont szerinti emberi inzulin analdgok, azzal
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jellemezve, hogy az X, Tyr; az X, Thr; X, Pro; az X Thr; az X
—-OH csoport; Y, lehet Asn, Asp, Ser vagy Gly és az Y, lehet
Asn, Gln, Asp vagy Glu.

10. A 2. igénypont szerinti emberi inzulin analdégok, az-
zal jellemezve, hogy az"'X1 Phe; X, Thr; X; Pro; az X; Thr; az X,
-OH csoport; Y, lehet Asn, Asp, Ser vagy Gly és az Y, lehet
Asn, Gln, Asp vagy Glu.

11. A 2. igénypont szerinti emberi inzulin analdgok, az-—
zal jellemezve, hogy az X, Phe; X, Tyr; X; Pro; az X, Thr; X,
—-OH csoport; Y, lehet Asn, Asp, Ser vagy Gly és Y, lehet Asn,
Gln, Asp vagy Glu.

12. A 2. igénypont szerinti emberi inzulin analdg azzal
jellemezve, hogy az X, aminosav toltés nélkiili és gamma-hely-
zetben tartalmaz egy sp?-hibriddllapotd szénatomot és X, egy
—-OH csoport.

13. A 12. igénypont szerinti emberi inzulin analdgok, az-
zal jellemezve, hogy az Y, és Y, az Asn kivételével lehetnek
bdrmilyen természetben elbdforduld aminosav szdrmazékok és Xs a
Thr kivételével lehet barmelyik a természetben el&dforduld ami-
nosav szarmazék.

14. A 12. igénypont szerinti emberi inzulin analdgok, az-

zal jellemezve, hogy az X, és X, egyiitt képezik a -OH csopor-
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tot.
15. A kovetkezb képlettel jellemzett emberi inzulin ana-

légot tartalmazé gyégyszer Ssszetétel:
A-lanc S S
l I
H-Gly-Ile—Val-Glu-Gln-Cys-Cys—Thr-Ser-;le-Cys-Ser—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1
S
I
B-lanc S
|
H-Phe-Val—Y2-Gln-His—Leu—Cys-Gly—Ser-His-Leu-Val
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A-ldnc (folyt.)
13 14 15 16 17 18 19 20 21
Leu«Tyr—Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Yl-OH

|
S

l
B-lanc (folyt.) S

|
Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Valnys-Gly-Glu—Arg—Gly-Phe-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
B-lanc (folyt.)

Xl-X2-X3‘X4-X5-X6

25 26 27 28 29 30
ahol az Xy, X,, X5, X Y, és Y, természetben elé6forduld aminosav
szarmazék; X, Lys vagy Arg: és X, barmely természetben el&6for-
duld aminosav szdrmazék, amely C-termindlis hidroxi-csoportot
vagy -OH-t hordoz vagy az X, és X, egyilitt képezik a hidroxi-

csoportot vagy a gydgyszeriparilag elfogadhatd séik és a

gydgyszeriparilag elfogadhatdé hordozék.
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l16. A 15. igénypont szerinti gyégyszer Osszetétel, azzal
jellemezve, hogy a pH=7.3 értéken alacsony oldhatésiagot mutat.

17. A 16. igénypont szerinti gydgyszer Osszetétel, azzal

jellemezve, hogy a nevezett inzulin analég sziikségszerfien mo-
nomer.

18. A 15. igénypont szerinti gyégyszer Osszetétel, azzal
jellemezve, hogy vizes oldat formd&jaban késziil.

19. A 15. igénypont szerinti gydgyszer Osszetétel, azzal
jellemezve, hogy vizes szuszpenzid formajéban késziil.

20. A 15. igénypont szerinti gyégyszer Osszetétel, azzal
jellemezve, hogy a gyégyszeriparilag elfogadhaté hordozé egy
izotdénids vizes oldat.

21. A 18., 19. vagy 20. igénypont szerinti gydgyszer Osz-—-
szetétel, azzal jellemezve, hogy a vizes oldat, a vizes szusz-
penzidé vagy az izotdénids vizes oldat tartalmaz még cink iono-
kat és/vagy puffert (acetat vagy citrat) és/vagy tartésité-
szert, mint m-krezol, metil-paraben vagy fenol.

22. A 15. igénypont szerinti gydgyszer Osszetétel, azzal
jellemezve, hogy a tdbb mint egy inzulin analdgot tartalmaz.

23. A 15. igénypont szerinti gydgyszer Osszetétel, azzal

jellemezve, hogy szdjon &t adhaté vagy bdr ald torténd injek-
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ciéra alkalmas formaban készitik.

24. A 15. igénypont szerinti gydgyszer Osszetétel, azzal
jellemezve, hogy parenterdlis alkalmazdsra megfeleld formaban
készitik.

25. A 15. igénypont szerinti gyégyszer Osszetétel, azzal
jellemezve, hogy az X5, a prolin kivételével lehet barmely, a
természetben elb6forduld aminosav.

26. A 15. vagy 25. igénypont szerinti gyégyszer Osszeté-
tel, azzal jellemezve, hogy az Y, és /vagy Y,, az Asn kivételé-
vel lehetnek bdrmely, a természetben el&8fordulé aminosavak.

27. A 15. igénypont szerinti gyégyszer Osszetétel, azzal

jellemezve, hogy az

X, -lehet Phe, Ala, His, Thr, Ser, Asn vagy Tyr

X, -lehet Tyr, Thr, Glu, Asp,Ala, His, Ser vagy Phe

Xy -lehet Pro, Glu, Asp, Ser, Thr vagy His

Xs -lehet Lys, Thr, Ser, Ala, Asp vagy Glu

X -lehet Thr-OH, Ser-OH, Ala-OH, Asp-OH, Glu-OH,
vagy -OH illetve az X és X, egyitt képezik a C-
termindlis hidroxi csoportot.

Y, -lehet Asn, Asp, Gly, Ser, Glu vagy Ala

Y, -lehet Asn, Gln, Glu vagy Asp

28. A 15. igénypont szerinti gyégyszer Osszetétel, azzal
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jellemezve, hogy

X, -lehet Phe, Ala, His, Thr, Ser, Asn vagy Tyr

X, -lehet Tyr, Thr, Glu,Asp, Ala, His, Ser vagy Phe
Xy -lehet Pro, Glu,Asp, Ser, Thr vagy Hi§

X -lehet Lys, Thr,Ser, Ala, Asp vagy Glu

X, -0OH csoport

Y, -lehet Asn, Asp, Ala, Gly, Ser, Glu vagy Ala

Y, -lehet Asn, Gln, Glu vagy Asp.

29. A 15. igénypont szerinti gydgyszer dsszetétel, azzal

jellemezve, hogy

X, ~lehet Phe, Ala, His, Thr, Ser, Asn vagy Tyr
X, -lehet Tyr, Thr, Glu, Asp, Ala, His, Ser vagy Phe
X ~lehet Pro, Glu, Asp, Ser, Thr vagy His

X, és X, egylitt képezik a C-termindlis hidroxi-csoportot

Y, -lehet Asn, Asp,Gly, Glu, Ser vagy Ala és

Y, -lehet Asn, Gln, Glu vagy Asp.

30. A 15. igénypont szerinti gyégyszer Osszetétel, azzal
jellemezve, hogy az X, Phe; az X, Tyr; X; Thr, X, Lys; az X,
Thr-OH; az Y, lehet Asn, Asp, Ser vagy Gly és az Y, lehet Asn,
Gln, Asp vagy Glu.

31. A 15. igénypont szerinti gyégyszer Osszetétel, azzal

jellemezve, hogy az X, Tyr; az X, Thr; X; Pro; az X, Thr; az X



51

-OH csoport; Y, lehet Asn, Asp, Ser vagy Gly és az Y, lehet
Asn, Gln, Asp vagy Glu.

32. A 15. igénypont szerinti gydgyszer Osszetétel, azzal
jellemezve, hogy az X, az Phe; X, az Thr; X; az Pro; az X; az
Thr; az X, az -OH csoport; Y, lehet Asn,‘Asp, Ser vagy Gly és
az Y, lehet Asn, Gln, Asp vagy Glu.

33. A 15. igénypont szerinti gydégyszer Osszetétel, azzal
jellemezve, hogy az X, az Phe; X, az Tyr; X; az Pro; az X; az
Thr; X, az -OH csoport; Y, lehet Asn, Asp, Ser vagy Gly és Y,
lehet Asn, Gln, Asp vagyGlu.

34. A 15. igénypont szerinti gydégyszer Osszetétel, azzal
jellemezve, hogy az X, aminosav téltés nélkili és gamma;hely—
zetben tartalmaz egy sp?-hibriddllapotd szén atomot és az X
egy —-OH csoport.

35. A 34. igénypont szerinti gydgyszer Osszetétel, azzal
jellemezve, hogy az Y, és Y, az Asn kivételével lehetnek
bdrmilyen természetben el6forduld aminosav szarmazékok és X, a
Thr kivételével lehet barmelyik a természetben elbforduld
aminosav szdrmazék.

36. A 34. igénypont szerinti gydgyszer Osszetétel, azzal
jellemezve, hogy az X, és X, egyiltt képezik az -OH csoportot.

37. Eljdrds a cukorbetegség (Diabetes mellitus) kezelésé-
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re az aldbbi képlettel jellemzett emberi inzulin analdgot tar-

talmazdé gydgyszer Osszetétel alkalmazdsdval:

A-lanc S S
I | |
H-Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-
1l 2. 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

!
S
|
B-lanc S
|
H-Phe-Val-Y,-Gln-His~Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A-ldnc (folyt.)
13 14 15 16 17 18 19 20 21
Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr~-Cys-Y,-OH
I
—S

I
B-lanc (folyt.) S

I
Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
B-lanc (folyt.)
X1-X=X3-X4-X5-Xg
25 26 27 28 29 30

~ahol az X,, X,, X, X, Y, és Y, természetben eléforduld aminosav

27
szarmazék; X, Lys vagy Arg; és X, barmely természetben elbfor-
dulé aminosav szdrmazék, amely C-termindlis hidroxi-csoportot
vagy -OH-t hordoz vagy az X; €s X, egylitt képezik a hidroxi-

csoportot vagy a gydégyszeriparilag elfogadhatd séik és a

gydgyszeriparilag elfogadhaté hordozdk.
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38. A 37. igénypont szerinti ejdrds, azzal jellemezve,
hogy a nevezett inzulin analdég a pH=7.3 értéken alacsony
oldhatdésagot mutat.

39. A 38. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve,
hogy a nevezett inzulin analég szikségszerfien monomer.

40. A 37. igénypont szerinti eljér;g, azzal jellemezve,
hogy a nevezétt gybgyszer Osszetétel vizes oldat formdjaban
készil.

41. A 37. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve,
hogy a gydégyszer Osszetétel vizes szuszpenzié formajdban ké-
szil.

42. A 37. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a gydgyszeriparilag elfogadhaté hordozé egy izotdnids
vizes oldat.

43. A 40., 41. vagy 42. igénypont szerinti elijdrds, azzal
jellemezve, hogy vizes oldat, vizes szuszpenzid vagy az izotd-
nids vizes oldat tartalmaz még cink.ionokat és/vagy puffert
(acetdt vagy citrat) és/vagy tartésitdszert, mint m-krezol,
metil-paraben vagy fenol.

44, A 37. igénypont szerinti gydégyszer Osszetétel, azzal
jellemezve, hogy tobb mint egy inzulin analdgot tartalmaz.

45. A 37. igénypont szerinti gydgyszer Osszetétel, azzal
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jellemezve, hogy szajon &t adhatd vagy bbr ald tdrténd injek-
cidéra alkalmas formdban készitik.
46. A 37. igénypont szerinti eijérés, azzal;jellemezve,
hogy parenterdlis alkalmazdsra megfeleld formébgn készitik.
47..A kdovetkezb képlettel jellemzett emberi inéulin

analdég készitésének folyamata:

A-lédnc S - S..
o |
H—Gly—Ile-Val-Glu-Gln—Cys-Cys-ThrfSer—Ile-Cys-Ser-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0w —w0n -

B-lanc
I
H-Phe-Val-Y,-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu~Val
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A-lanc (folyt.)
13 14 15 16 17 18 19 20 21
Leu-TYr—Gln—Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys—YI-OH

|
—S

I
B-ldnc (folyt.) S

I
Glu-Ala-Leu—Tyr—Leu—Val-Cys-Gly-Glu-Arg—Gly%Phe-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 54
B-lanc (folyt.)

X1=X3=X3-X4-X5~Xg
25 26 27 28 29 3¢

ahol az X, X, X5, X, Y, és Y, természetben eléforduld aminosav
szdrmazék; X, Lys vagy Arg; és X, badrmely természetben el&6for-
dulé aminosav szdrmazék, amely C-termindlis hidroxi-csoportot

vagy -OH-t hordoz vagy az X; és X, egytlitt képezik a hidroxi
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csoportot, azzal jellemezve, hogy a kérdéses inzulin analég
prekurzort kédold DNS szekvenciat egy megfeleld élesztd ex-
presszids vektorba kldénozzdk, amely miutan betranszformdltak
az élesztbbe, képes expresszdlni é&s kivalasztani az inzulin
analdég prekurzordt, amelyben [Lys®?], [Arg®?®], [Lys®’] vagy
[Arg®”’] van a Gly*-hez kapcsolva egy peptid kdtéssel vagy a
III-as képlettel jellemzett peptidlanccal,

-R(n) -R(1)- (III)
ahol az R egy n tagszdmi aminosav szarmazékot tartalmazé pep-
tidldnc, amikor az n egy 0-tél 33-ig terjedd egész szam, az
R(1) pedig Lys vagy Arg, a transzformalt éleszté torzset
megfeleld taptaljban fermentdlva, a prekurzor a fermentdcids
taptalajbdl kinyerve, a IV-es képlettel jellemzett

Q -OR' (IV)
amino vegyllettel reagdl, ahol a Q egy aminosav szdrmazék, az
R'* pedig védd, karboxi-csoport Ugymint metil vagy tercier-
butil szdrmazék, tripszin vagy tripszin szerfi enzimet hasz-
nadlva katalizdtorként viz és szerves oldészer keverékében,
midltal a védé kardoxi-csoport eltivozik és az inzulin ana-
1égot a reakcid elegybbl izoldljak vagy
€9y inzulin analdg, amelyben a C-termindlis aminosav Lys-td1l
vagy Arg-t6l kiilénbdzik és a prekurzor tartalmaz egy par ba-

zikus aminosavbél (Lys, Arg) &116 hidat a C-termindlis vég és
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a GlyM kozdtt, izoldlhats ég tripszin és karboxipeptidéz B
félhaszndldsaval enzimes kezeléssel alakitjdk at inzulin ana-
16gg4.

48. Az alabbi képlettel rendelkez& emberi inzulin analég

készitésének folyamata:

A-l&nc S = —S
I l
H-Gly—Ile-Val-Glu~Gln-Cys-Cys—ThrfSer~Ile—Cys-Ser-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0w — tn -

B-ldnc
l
H-Phe-Val-Y2—Gln-His~Leu-Cys-G1y-Ser~His-LeuPVal

12 3 4 5 6 9 g 4 10 11 12
A-lanc (folyt.) '

13 14 15 16 17 18 19 20 221
Leu—Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-cys-Yl~OH

!
S

l

B-lanc (folyt.) S
|
Glu-Ala-Leu-Tyr—Leu-Val~Cys-Gly—G1u~Arg—Cly-Phe~

13 14 15 16 17 g 19 20 21 22 33 3,
B-ldnc (folyt.) )

X17X3=X3-X4=X5-X¢
25 26 27 28 29 3q

ahol az X, X,, Xs, X Y, és Y, természetben eléfordulé aminosav

szdrmazék; X, Lys vagy Arg; és Xs bdrmely természetben eléfor-
dulé aminosav Szdrmazék, amely C-termindlis hidroxi-csoportot
vagy -OH-t hordoz vagy az X, és Xs egyltt képezik a hidroxi

Csoportot, ahol a des(B23—B30)—emberi inzulin analdégot gy
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411itjék eld, hogy a (B23-B30) aminosavak lehasitasdhoz egy
inzulint tripszinnel kezelnek, a kivdnt 6t-hét aminosavbdol al-
16 peptidet szintetiz&ljék, és a kapott pepetidet parositjék a
des(B23-B30)-humén inzulinnal majd a kapott inzulin analdgot
visszaizoldljdk a reakcidé elegybbl.
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3/5
10 20 30 40 50 60

| | | |
GAATTCCATTCAAGAATAGTTCAAACAAGAAGATTACAAACTATCAATTTCATACACAAT

70 80 %0 100 11? 120
ATAAACGACCAAAAGAATGAAGGCTGTTTTCTTGGTTTTGTCCTTGATCGGATTCTGCTG

METLysAlaValPhelLeuValleuSerLeulleGlyPheCysTrp

130 140 150 160 170 180
GGCCCAACCAGTCACTGGCGATGAATCATCTGTTGAGATTCCGGAAGAGTCTCTGATCAT

AlaGlnProValThrGlyAspGluSerSerValGluIleProGluGluSerleulleIle

190 200 210 220 230 240
|
CGCTGAAAACACCACTTTGGCTAACGTCGCCATGGCTAAGAGATTCGTTAACCAACACTT

AlaGluAsnThrThrleuAlaAsnValAlaMETAlaLysArgPheValAsnGlnHisleu
250 260 270 28? 280 300
| I o
GTGCGGTTCCCACTTGGTTGAAGCTTTGTACTTGGTTTGCGGTGAAAGAGGTTTCTTCTA

CysGlySerHisLeuValGluAlaLeuTereuValesGlyGluArgGlyPhePheTyr

310 320 330 340 350 360
l
CACCAAGGCTGCTAAGGGTATTGTCGAACAATGCTGTACCTCCATCTGCTCCTTGTACCA

ThrLysAlaAlaLysGlyIleValGluGlnCysCysThrSerIleCysSerLeuTyrGln

370 380 380 400
ATTGGAAAACTACTGCAGCTAGACGCAGCCCGCAGGCTCTAGA

LeuGluAsnTyrCysSer
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