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본 발명은 단백질의 폴리사카라이드 유도체 집단을 포함하는 조성물에 관한 것이고, 상기 단백질은 인슐린 또는

인슐린-유사 단백질이고, 폴리사카라이드는 음이온성이며 2 내지 125개의 사카라이드 단위를 포함하고, 그리고

상기 집단은 실질적으로 단백질의 N-말단 유도체로만 이루어진다. 통상적으로 폴리사카라이드는 PSA이다. 본 발

명은 또한 신규한 화합물을 포함하는 약제학적 조성물, 및 신규한 화합물의 제조 방법에 관한 것이다. 

대 표 도
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특허청구의 범위

청구항 1 

단백질의 폴리사카라이드 유도체 집단을 포함하는 조성물로서, 상기 단백질은 인슐린 또는 인슐린-유사 단백질

이고, 폴리사카라이드는 음이온성이며 2 내지 125개의 사카라이드 단위를 포함하고, 그리고 상기 집단은 실질적

으로 단백질의 N-말단 유도체로만 이루어지는 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 폴리사카라이드가 폴리시알산, 헤파린, 히알루론산 또는 콘드로이틴 황산으로부터 선택되

는 조성물.

청구항 3 

제2항에 있어서, 상기 폴리사카라이드가 바람직하기는 실질적으로 시알산 단위로만 이루어지는, 폴리시알산인

조성물.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 인슐린 또는 인슐린-유사 단백질은 폴리사카라이드의 환원성

말단 단위에서 폴리사카라이드에 의해 유도되는 조성물.

청구항 5 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 폴리사카라이드 유도체가 일반식 (1)을 갖는 것인 조성물:

여기서, m은 일 이상이고;

HNB은 N-말단 인슐린 또는 인슐린-유사 단백질인 B-NH2로부터 유도되고;

L은 결합, 연결기이며, 또는 폴리펩티드 또는 합성 다이고머를 포함하고;

GlyO은 음이온성 사카라이드 단위이고; 

여기서, 연결기가 존재하는 경우 일반식 -Y-C(O)-R
1
-C(O)-을 가지는 것이고;

여기서, Y는 NR
2
 또는 NR

2
-NR

2
이고, R

1
은 카보닐, 에스테르, 설피드, 에테르, 아미드 및/또는 아민 연결에 의해

치환되거나 그리고/또는 방해될 수 있는, 알칸디일, 아릴렌, 알카릴렌, 헤테로아릴렌 및 알킬헤테로아릴렌으로

이루어진 군으로부터 선택되는 이관능성 유기 라디칼이고; 그리고

R
2
는 H 또는 C1-6 알킬이다.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 L이 결합이거나 기인 조성물.
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청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 폴리사카라이드는 10-80의 시알산 단위, 더 바람직하기는 20-

60 시알산 단위, 가장 바람직하기는 40-50 시알산 단위를 포함하는 조성물.

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 음이온성 폴리사카라이드의 다분산성이 1.3 미만, 바람직하기

는 1.2 미만, 가장 바람직하기는 1.1 미만인 조성물.

청구항 9 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 조성물이 약제학적 조성물이고 하나 이상의 약제학적으로 허용

가능한 부형물을 포함하는 조성물.

청구항 10 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 조성물은 치료시 사용하기 위한 조성물.

청구항 11 

인슐린 또는 인슐린-유사 단백질의 폴리사카라이드 유도체의 제조방법으로서, 2-125 사카라이드 단위를 포함하

는 음이온성 폴라사카라이드는 실질적으로 인슐린 또는 인슐린-유사 단백질의 N-말단 아민에서만 화학 반응하는

제조방법.

청구항 12 

제11항에 있어서, 상기 음이온성 폴리사카라이드는 인슐린 또는 인슐린-유사 단백질과 반응하는 반응성 알데히

드기를 가지고, 유도체화 반응은 환원 조건에서 수행되는 제조방법.

청구항 13 

제12항에 있어서, 상기 반응성 알데히드기가 폴리사카라이드의 비-환원성 말단에 있는 제조방법.

청구항 14 

제12항에 있어서, 상기 반응성 알데히드가 폴리사카라이드의 환원성 말단에 있고, 비-환원성 말단은 그것이 인

슐린 또는 인슐린-유사 단백질과 반응하지 않도록 무반응화되는 제조방법.

청구항 15 

제11항 내지 제14항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 폴리사카라이드는 인슐린 또는 인슐린-유사 단백질의 아민기

와 반응하는 제조방법.

청구항 16 

제15항에 있어서, 상기 아민이 말단 아민기인 제조방법.

청구항 17 

제15항에 있어서, 상기 아민이 인슐린 또는 인슐린-유사 단백질의 리신 아미노산으로부터 유도되는 제조방법.

청구항 18 

제11항에 있어서, 상기 음이온성 폴리사카라이드는 예비 반응 단계에서 아민으로 전환한 후, N-말레이미드, 비

닐술폰, N-요오드아세트아미드 또는 오르토피리딜기 또는 N-히드록시숙신이미드로부터 선택된 하나 이상의 관능

기를 포함하는 이관능성 시약과 반응하여 반응 중간체(여기서, 반응 중간체는 인슐린 또는 인슐린-유사 단백질

과 반응한다)를 형성하는 반응성 알데히드기를 가지는 제조방법.

청구항 19 
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제11항 내지 제18항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 음이온성 폴리사카라이드 또는 반응 중간체는 산성 pH의 제1

수용액에서 인슐린 또는 인슐린-유사 단백질의 말단 아민기와 반응하고; 그리고 생성된 폴리사카라이드 유도체

는 제1수용액 보다 높은 pH의 제2수용액에서 정제되는 제조방법.

청구항 20 

제19항에 있어서, 상기 제1수용액의 pH는 4.0-6.0 범위이고, 제2수용액의 pH는 6.5-8.5인 제조방법.

청구항 21 

제11항 내지 제20항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 제조방법은 제형 첨가물의 존재하에 수행되는 제조방법.

청구항 22 

제21항에 있어서, 상기 제형 첨가물이 하나 이상의 완충제, 안정화제, 계면활성제, 염, 중합체, 금속 이온, 당,

폴리올 또는 아미노산으로부터 선택되는 제조방법.

청구항 23 

제22항에 있어서, 상기 제형 첨가물이 솔비톨, 트레할로스 또는 수크로즈인 제조방법.

청구항 24 

제22항에 있어서, 상기 제형 첨가물이 비-이온성 계면활성제인 제조방법.

청구항 25 

제22항에 있어서, 상기 제형 첨가물이 PSA, PEG 또는 히드록시-베타-시클로덱스트린으로부터 선택되는 중합체인

제조방법.

청구항 26 

제22항에 있어서, 상기 제형 첨가물이 2가 금속 이온, 바람직하기는 Zn
2+
, Ni

2+
, Co

2+
, Sr

2+
, Fe

2+
, Ca

2+ 
또는 Mg

2+

인 제조방법.

청구항 27 

제22항에 있어서, 상기 제형 첨가물은 완충제이고, 완충제는 인산 나트륨인 제조방법.

청구항 28 

제11항 내지 제27항 중 어느 한 항에 따른 제조방법에 의해 얻을 수 있는 인슐린 또는 인슐린-유사 단백질의 폴

리사카라이드 유도체.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 인슐린의 신규한 폴리사카라이드 유도체 및 상기 유도체의 제조 방법에 관한 것이다. 유도체는 인슐<1>

린의 안정성, 약물동태학 및 약물동역학을 개선시키는데 유용하다. 

배 경 기 술

당뇨병은 탄수화물 대사 장애로서 인슐린의 불충분한 생산 또는 인슐린에 대한 감소된 감수성에 의한 것이다.<2>

인슐린은 췌장에 있는 랑게르한스섬의 베타 세포에서 합성되고 인체내 대부분의 세포에 의한 포도당의 정상적

이용에 필요하다. 당뇨병에 걸리 사람의 경우, 포도당의 정상적 사용 능력이 억제됨으로써, 혈당 수치가 증가한

다(고혈당).

당뇨병에는 두가지 종류가 있다. 타입I은 인슐린-의존성 당뇨병 또는 IDDM이다. IDDM는 이전에 소아 당뇨병이라<3>

불리었다. IDDM의 경우, 인슐린은 췌장에 의해 분비되지 않고 외부원으로부터 제공받아야 한다. 타입II 성인 당
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뇨병은 보통 식이요법에 의해 조절될 수 있으나, 몇몇 특수한 사례의 경우 인슐린이 요구된다. 

1920년 인슐린을 단리하기 전에, 대부분의 환자는 질병의 개시 이후 짧은 시간 내에 사망하였다. 치료되지 않은<4>

당뇨병은 혈중 케논(지방 분해 산물)을 축적하는, 케톤증을 초래한다; 이것은 메스꺼움과 구토를 동반한 산증

(혈중 산의 축적)을 수반한다. 탄수화물 및 지방 대사 장애의 독성 산물이 계속 축적되면, 환자는 당뇨성 혼수

상태가 된다.

당뇨병의 치료는 통상적으로 인슐린의 정기적인 주입을 요구한다. 이것은 극적인, 생명-구조 임상적 개선을 초<5>

래한다. 그러나, 인슐린 주입이 불편하기 때문에, 인슐린의 투여 및 생체동화를 개선시키기 위한 엄청난 노력에

초점을 맞추어 왔다. 

인슐린 분자는 이황화 결합으로 연결된 아미노산의 두 사슬로 이루어진다(mw 5804).  췌장 소도(islet)의 [베<6>

타]-세포는 프로인슐린으로 알려진, 인슐린의 외사슬 전구체를 분비한다. 프로인슐린의 단백질 가수분해는 4개

의 염기성 아미노산(프로인슐린 사슬의 번호 31, 32, 64 및 65: 각각 Arg, Arg, Lys, Arg) 및 연결("C") 폴리

펩티드의 제거를 초래한다. 생성된 2-사슬 인슐린 분자의 경우, A 사슬은 아미노 말단에 글리신을 가지며, B 사

슬은 아미노 말단에 페닐알라닌을 가진다. 

인슐린은 단량체, 2량체 또는 2량체 3개로 형성된 6량체로 존재할 수 있다. 6량체는 Zn
2+
 원자와 배위결합한다.<7>

생물학적 활성은 단량체에 있다. 최근까지, 소와 돼지 인슐린이 인간의 당뇨병을 치료하는데 거의 독점적으로

사용되었지만, 종간 인슐린의 수많은 변이가 알려져 있다. 돼지 인슐린은 B-사슬의 C-말단에 트레오닌 잔기 대

신에 알라닌을 가진다는 점만 다를 뿐, 인간 인슐린과 거의 유사하다. 이러한 차이에도 불구하고, 대부분의 포

유류 인슐린은 동등한 특이적 활성을 가진다. 최근까지, 동물 추출물은 질병의 치료를 위해 사용된 모든 인슐린

에 제공되었다. 재조합 기술의 발전은 인간 인슐린의 상업적 규모의 제조를 가능하게 한다(예를 들면, 휴물린

(humulin, TM), Eli Lilly 및 Company, Indianapolis, Ind. 제품). 

인슐린의  약물동태학적  특성을  개선하기  위하여,  인슐린을  유도하기  위한  시도가  이루어져  왔다.  시판중인<8>

제품,  PEG-인슐린(Nektar  Therapeutics)이  있다.  PEG는  수많은  반복  단위의  에틸렌  옥사이드를  포함하는

중성의, 수용성 비독성 중합체이다. PEG화(PEGylation)는 활성 분자의 크기를 증가시켜, 궁극적으로 약물동태학

을 최적화하고, 생체이용율을 증가시키고, 면역원성을 감소시키고 자주 투여함으로써 약물 효율을 개선시키기

위하여 고안되었다. PEG-인슐린의 고안 및 개발은 WO2004091494에 추가로 기재되어 있다. 

PEG화된 인슐린 유도체의 다양한 제조 방법이 공지되어 있다. Davis 등 (미국 특허 제4,179,337호)은 PEG와 단<9>

백질 사이의 연결체로서 트리클로로-s-트리아진 (시아누릭 클로라이드)를 사용하여 구성된 PEG-인슐린의 합성을

개시하였다. 그들은 시아누릭 클로라이드 활성화된 PEG(2000Da)의 다량의 과량(50X)을 2시간 동안 붕산염 완충

제(pH 9.2)에서 인슐린과 반응시키는 합성 도식에 따른다. 발명자들은 비-면역원성 및 비-항원성인, 부분 활성

(약 50%) PEG-인슐린 컨쥬게이트(conjugate)을 제조할 수 있었다. Obermeier 등 (캐나다 특허 제1,156,217호)

은 상기 참고된 Davis 특허에 따른 PEG-인슐린 컨쥬게이트 제제가 약 50% 트리-PEG 인슐린을 함유하는 불-균일

컨쥬게이트 혼합물을 제조하고, 다른 가능한 PEG-인슐린 유도체 조합(모노- 및 디-PEG-인슐린)이 잔기 PheB1에

서 치환되지 않는다는 것을 발견하였다. 

Obermeier 등 (캐나다 특허 제1,156,217호)은 잔기 PheB1에서 특이적으로 변형된 PEG-인슐린 컨쥬게이션의 합성<10>

을 개시한다. 상기 발명의 원리는 알칼리 조건하에 유기 용매(예를 들면, DMF, DMSO, 피리딘 등)에서, tert-부

틸옥시카보닐(t-boc) 또는 메틸술포닐에틸옥시카보닐(Msc)기로 잔기 GlyA1 및 LysB29에 있는 반응성 아민을 보

호하는 것을 포함한다. 보호된 인슐린의 복합 혼합물(모노-, 디- 및 트리-)로부터, N.sup..알파.A1, N.sup..입

실론.B29-bis-보호-인슐린 종은 통상적 크로마토그래피 기술에 의해 단리된다. 단리 이후에, 순수한 N.sup..알

파.A1, N.sup..입실론.B29-bis-보호-인슐린은 펩티드 화학에 공통된 기술을 사용하여 보호기의 사후 제거로 활

성(예를 들면, 산 클로라이드 또는 이소시아네이트) PEG 유도체와 반응하였다. 발명자들은 GlyA1와 LysB29의 아

미노기가 알칼리 반응 조건하에서 PheB1의 아미노기 보다 더 반응성이 있다는 것을 관찰하였다. 그것들은 그들

의 부위-특이적 mPEG(1500)-B1-인슐린 컨쥬게이트가 토끼의 혈당 수치 감소에 영향을 미치는 100% 인슐린 효과

(몰을 기준으로 계산)를 가진다고 측정되었다. 

Geiger 등 (1980) 및 Ehrat 등 (1983)은 Obermeier 등, Geiger 등 및 Ehrat 등에 의해 개시된 다중-단계 방법<11>

과 유사한 보호/컨쥬게이션/탈보호를 이용하여 제조된 잔기 PheB1에서 특이적으로 변형된 PEG-인슐린 부가물을

개시하고, PEG(1500)-B1-인슐린 컨쥬게이트가 천연 인슐린 보다 (간 효소에)훨씬 덜 항원성이 있고 더 안정하다

는 것을 관찰하였다. 다른 PEG-인슐린 제제 (Caliceti 등, 1999; Uchio 등, 1999; Hinds 등, 2002)는 1) 상기
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설명된 기본 3-단계 보호/컨쥬게이션/탈보호 도식을 중심으로, 2) 인슐린 분자의 비-특이적 변형을 초래하거나

또는 3) 가장 유효한 컨쥬게이트 즉, PEG-B1-인슐린을 제조하지 않는다. 

Liu  등 (미국 특허 제6,323,311  B1호)는 PEG-B1-컨쥬세이트의 합성에 유용한 방법을 개시한다. 상기 방법은<12>

Obermeier 3-단계 보호/컨쥬게이션/탈보호 도식의 연장이지만, 단계 사이에 반응 중간체의 단리를 요구하지 않

는다(즉, 단일 합성). 따라서, 인슐린은 잔기 GlyA1 및 LysB29에서 보호되고, 즉시 PEG와 반응한 후, 어느 종을

단리하기 전에 탈보호된다. 상기 발명자들은 그들의 단일 반응이 다음의 유도화에서 재사용될 수 있는 정확한

위치의 이성질체(즉, PEG-B1-인슐린)의 50%와 미반응된 인슐린의 30%까지 제조할 수 있다고 주장한다. 상기 구

성체의 제조가 신속하게 수행된다고 가정하면, 완성까지는 최소한 5일이 걸릴것이다. 게다가, 만족스러운 결과

를  달성하기  위하여,  상기  발명은  많은  과량의  PEG  시약을  요구한다.  상기  발명의  생산물이  유효할  수는

있지만, 그들의 제제는 여전히 연장된 기간 동안 단백질-유해 환경(고 및 저 pH)에서 단백질을 3개의 반응 단계

에 제공하는 것을 요구한다. 

US2007083006 발명은 인슐린의 B-사슬(PheB1)의 N-말단에서 특이적으로 PEG화된 고순도 인슐린 유도체을 단순하<13>

게 제조하기 위한 방법을 한 단계로 제공함으로써 인슐린을 PEG화 하기 위한 종래 방법의 단점을 설명한다.

PheB1에서 PEG화가 최소한의 가능한 반응 생산물이라는 것을 나타내는 종래 경험(예를 들면, 상기 Caliceti 등,

1999)과 달리, 본 방법은 PEG화의 우세한 부위가 되는 곳에서의 PheB1 아미노 말단의 상대적 반응성을 증가시키

기 위하여, 특정 조건의 pH 조절, 금속 이온 킬레이터의 사용 및 유기 용매의 첨가를 사용한다. 잔기 PheB1에서

부위-특이적 PEG화를 통해 인슐린에 부여된 많은 유리한 특성(예를 들면, 면역원성/항원성 감소; 단백질 분해,

화학적 및 물리적 안정성 증가; 순환 반감기 증가; 수성/유기 가용성 증가; 충분한 생물학적 활성)을 고려하면,

이 결과를 달성하기 위하여, 단순하고, 비용-효율적이고 용이하게 측정할 수 있는 공정이 당업계에서 발전할 것

이다. 

종래 기술을 고려하면, 인간과 동물 치료에 유용하고 최적 안정성, 반감기 및 낮은 독성을 가질 수 있는 개선된<14>

인슐린 유도체를 제공하는 것이 요구된다. 본 발명자들은 인슐린에 PSA를 결합하면 상기 특성이 부여되는 것을

발견하였다. 

발명의 상세한 설명

폴리시알산(PSA)은 특정 세균성 균주와 포유동물의 특정 세포로 제조된 천연적으로 발생하는 시알산의 비분지된<15>

중합체이다. 그들은 제한된 산 가수분해에 의해 또는 뉴라미니다아제에 의한 소화에 의해, 또는 천연적으로, 세

균적으로 유도된 형태의 중합체의 분획화에 의해 n = 약 80 이상의 시알산 잔기에서부터 n = 2까지의 다양한 중

합도로 제조될 수 있다. 

최근, 시알산의 생물학적 특성, 특히 알파-2,8-연결된 호모중합성 폴리시알산의 생물학적 특성들이 단백질 및<16>

저분자량 약물 분자들의 약물동태학적 특성을 변경하기 위해 개발되어왔다. 폴리시알산 유도화는 카탈라아제와

아스파라기나아제를 포함하는 수많은 치료학적 단백질의 순환 반감기에 극적인 개선을 가져왔고, 또한 상기 단

백질이 치료학적 단백질에 노출되기 전에 원하지 않는(그리고 때때로 필연적인) 결과로서 발생되는 선-존재 항

체에도 불구하고 사용되도록 한다[Fernandes 및 Gregoriadis, 1996, 1997]. 알파-2,8 연결된 폴리시알산은 PEG

에 대한 매력적인 대체물을 제공하고, 인체의 천연 일부인 면역학적으로 눈에 띄지 않는 생분해성 중합체이며,

이것은 조직 뉴라미니다아제를 거쳐, 시알산, 비-독성 사카라이드로 분해된다. 

본 출원인은 단백질과 같은 치료제에 폴리사카라이드(특히, PSA)를 부착하는 방법을 이전에 개시하였다[US-A-<17>

5846,951; WO-A-0187922]. 몇몇 상기 방법은 1차 아미노산에 반응하는 단백질-반응성 알데히드 모이어티를 제조

하기 위한 중합체의 '비-환원성' 말단의 화학적 유도화에 의존한다. 비-환원성 시알산 말단 단위는, 그것이 근

접한 디올을 함유하므로, 쉽게(그리고 선택적으로) 과요오드산염과 산화되어 모노-알데히드 형태를 제조하여,

단백질에 대해 훨씬 반응성이고, 환원성 아민화와 다른 화학적 성질을 통한 단백질의 결합에 적합한 반응성 구

성요소를 포함한다. 반응은 도 1 및 도 2에서 설명되고, 여기서

도 1은 비-환원성 말단에서 단백질-반응성 알데히드를 형성하기 위한 과요오드산 나트륨을 사용한 콜로민산(E.<18>

coli로부터 알파-2,8-연결된 폴리시알산)의 산화를 나타내고; 그리고

도 2는 단백질 아미노기와의 안정한 비가역 공유결합을 형성하기 위한 시프염기를 사용한 소듐 시아노보로하이<19>

드리드의 선택적 환원반응을 나타낸다.

본  발명자들은  폴리시알화된  인슐린의  합성을  이전의  출판물,  예를  들면,  Biochimica  et  Biophysica  Acta<20>
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(2003)에서 개시하였다. 이것을 참고하면, 22kDa 및 39kDa 콜로민산은 산화되고 재조합 인간 인슐린의 아미노기

와 반응한다. 사용된 CA의 다분산성은 1.33 및 1.40로, 치료학적 용도에는 꽤 컸다.

본 출원인들은 또한 인슐린-콜로민산 컨쥬게이트의 합성을 WO 2005/016974로 발행된, 이전의 특허 출원에서 개<21>

시하였다. 그러나, 본 출원의 경우, 컨쥬게이트는 전부 특이적인 N-말단이 아니고, 다양한 컨쥬게이트가 제조된

다. 

의도하지 않는 부산물이 예를 들면, 아미노산의 측쇄와 콜로민산의 반응에 의해 상기 기술된 종래 컨쥬게이션<22>

반응시 발생될 수 있다. 그들은 인간과 동물에서 치료학적 사용을 위한 규정 당국에 의해 요구되는 화학적으로

정의된 컨쥬게이트의 제조시 충분히 문제가 될 수 있다. 

대부분의 반응 생산물의 물리화학적 특징이 유사하기 때문에, 여러 의도되지 않은 생산물이 없는 의도된 반응<23>

생산물(예를 들면, 모노폴리시알화 생산물)을 정제하는 것이 수월하지 않다. 이것은 이온-교환 크로마토그래피

및 겔-투과성 크로마토그래피(각각 전하 및 크기를 기초로 하여 분리)와 같은 기술이 열악한 정제 프로파일을

제조한다는 것을 의미한다.

본 발명의 첫번째 관점에 따르면, 단백질의 폴리사카라이드 유도체 집단을 포함하는 조성물이 제공되고, 상기<24>

단백질은 인슐린 또는 인슐린-유사 단백질이고 폴라사카라이드는 음이온성이며 2 내지 125 사카라이드 단위를

포함하고, 그리고 상기 집단은 실질적으로 단백질의 N-말단 유도체로만 이루어진다. 

이하, 용어 인슐린을 사용하는 경우, 본 출원인은 또한 인슐린-유사 단백질 포함하기 위한 의도이다. 인슐린-유<25>

사 단백질이란 인슐린의 활성과 동등한 활성을 가지는 단백질을 의미한다. 인슐린은 통상적으로 혈당 농도를 감

소시킨다. 그것은 또한 모노사카라이드, 아미노산 및 지방산의 세포 투과성을 증가시키고, 간에서의 해당작용,

펜토스 인산 순환 및 글리코겐 합성을 촉진시킨다. 바람직하기는, 인슐린-유사 단백질은 Swissprot 기탁 번호

P01308로부터 유도된 인간 인슐린 활성의 35% 이상, 더 바람직하기는 50% 이상을 가진다. 

상기 설명한 바와 같이, 필요한 활성을 가진 인슐린 변이체가 또한 사용될 수 있다. "인슐린-유사" 단백질은 또<26>

한 "인슐린-유사체"로 언급될 수 있다. 두 염기서열이 상동성이든 아니든, 당업계에서 잘 알려진 용어인, 백분

율 유사성 또는 동종성을 사용하여 관례대로 계산하였다. 염기서열은 인간 인슐린의 비가공 전구체인 SEQ ID.

No. 1과 유사하여야 한다. 잔기 25-54는 인슐린 B 사슬에 해당하고 잔기 90-110는 인슐린 A 사슬에 해당한다.

유사체 염기서열은 또한 인간 인슐린의 활성형태와 유사할 수 있다.

유사체는 바람직하기는 핵산 또는 아미노산 수준에서 50% 이상의 유사성 또는 동등성, 더 바람직하기는 60%,<27>

70%, 80% 이상, 핵산 또는 아미노산 수준에서 95% 또는 99% 동등성 또는 유사성과 같이, 더 바람직하기는 90%

이상을 가진다. 많은 프로그램이 유사성 또는 동일성을 계산하기 위해 사용될 수 있다; 바람직한 프로그램으로

는 www.ncbi.nlm.nih.gov에서 구입가능한, 기본 매개변수(default  parameter)로 작동하는 BLASTn,  BLASTp  및

BLASTx 프로그램이 있다. 예를 들면, 2 아미노산 염기서열은 BLASTn 프로그램을 기본 매개변수(점수 = 100, 단

어 길이 = 11 , 기대 치 = 11 , 저 복잡도 필터링 = 켜짐)를 사용하여 비교될 수 있다. 상기의 상동성 수준은

이러한 기본 매개변수를 사용하여 계산된다. 

인슐린은 천연 즉, 인간 또는 동물로부터 유도된 것이거나 또는 합성, 예를 들면, 재조합 방법에 의해 만들어지<28>

는 것일 수 있다. 

당업계에서 잘 알려진 바와 같이, 인슐린은 두 펩티드 사슬을 포함한다. 바람직하기는, 본 발명에서, 인슐린은<29>

그의 B 사슬 N-말단에 폴리사카라이드를 가지고 유도된다. 

"집단"이란 조성물내 하나 이상의 폴리사카라이드 유도체가 있는 것을 의미한다. 유도체는 동일하거나 상이한<30>

수의 사카라이드 단위를 포함할 수 있다. 바람직하기는, 조성물내 폴리사카라이드의 다분산성(polydispersity)

은 1.3 미만, 더 바람직하기는 1.1 미만이다. 

집단에서, 실질적으로 모든 단백질은 N-말단에서만 유도된다. 인슐린에는 두개의 펩티드 사슬이 있기 때문에,<31>

두개의 N 말단 단위가 존재한다. 집단내 B 사슬의 바람직하기는 85% 이상, 더 바람직하기는 90% 이상, 가장 바

람직하기는 95% 이상이 음이온성 폴리사카라이드로 N-말단에서 유도된다. A 사슬의 N-말단은 유도될 필요가 없

다. 

N-말단에서의 유도화도는 펩티드 맵핑(peptide mapping)과 Edman Degradation와 같은 당업계의 표준 기술을 사<32>

용하여 측정될 수 있다. 
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폴리사카라이드는 바람직하기는 2 이상, 더 바람직하기는 5 이상, 가장 바람직하기는 10 이상, 예를 들면, 50<33>

이상의 사카라이드 단위를 가진다. 

음이온성 폴라사카라이드는 폴리시알산, 헤파린, 히알루론산 및 콘드로이틴 황산으로부터 선택되는 것이 바람직<34>

하다. 바람직하기는, 폴라사카라이드는 폴리시알산이고, 실질적으로 시알산 단위로만 이루어진다. 그러나, 폴리

사카라이드는 분자내 시알산 이외의 단위를 가질 수 있다. 예를 들면, 시알산 단위는 다른 사카라이드 단위와

치환될 수 있다. 그러나, 폴리사카라이드는 실질적으로 시알산 단위로 이루어지는 것이 바람직하다. 

폴리사카라이드는 말단 시알산기를 가지는 것이 바람직하며, 상기 설명한 바와 같이, 폴리시알산이 더 바람직한<35>

바, 그것은 α-2-8 또는 α-2-9 연결을 통해 서로 결합된 2개 이상의 시알산 단위를 포함하는 폴리사카라이드이

다.  적합한  폴리시알산은  2  내지  100kDa  범위,  바람직기하기는  1  내지  35kDa  범위의  질량  평균  분자량을

가진다. 가장 바람직한 폴리시알산은 10-2OkDa 범위, 통상적으로는 약 14kDa의 분자량을 가진다. 가장 바람직하

기는,  폴리시알산은  세균원,  예를  들면,  E.  coli  Kl,  N.  meningitidis,  Maraxella  liquefaciens  또는

Pasteurella  aeruginosa의 폴리사카라이드 B, 또는 E. coli K92 균주의 K92 폴리사카라이드로부터 유도된다.

E. coli K1으로부터 유도된 콜로민산이 가장 바람직하다. 

음이온성 폴리사카라이드, 바람직하기는 폴리시알산은 염 또는 유리산 형태일 수 있다. 분자량이 세균원으로부<36>

터 회수됨에 따라 감소되는, 가수분해된 형태일 수 있다. 폴리사카라이드, 바람직하기는 폴리시알산은 1.3 보다

큰 다분산성, 예를 들면, 2 보다 큰 다분산성을 가지는 바와 같이, 넓은 범위의 분자량을 가지는 물질일 수 있

다.  바람직하기는,  분자량의  다분산성은  1.3  또는  1.2  미만,  바람직하기는  1.1  미만,  예를  들면,  1.01

미만이다. 

통상적으로, 본 발명의 화합물은 인슐린의 폴리시알산 유도체이고, 2-125 개의 시알산 단위를 포함한다. 더 통<37>

상적으로, 화합물은 10-80 시알산 단위, 바람직하기는 20-60 시알산 단위, 가장 바람직하기는 40-50 시알산 단

위를 포함한다. 

본 발명의 첫번째 관점에서, 폴리사카라이드 유도체는 인슐린의 N-말단과 음이온성 폴리사카라이드 사이에서 공<38>

유-결합된 컨쥬게이트일 수 있다. 폴리사카라이드와 인슐린 사이의 다른 결합 방법은 정전 흡착을 포함한다. 그

러나, 공유 결합이 바람직하다. 공유 연결은 카르복실기와 아민기 사이의 아마이드 연결일 수 있다. 인슐린이

폴리사카라이드에 공유 결합할 수 있는 다른 연결은 시프 염기(Schiff base)에 의하는 것이다. 아민에 컨쥬게이

트하기에 적합한 기는 WO 2006/016168에 추가로 기재되어 있다.  

본 발명에서, 폴리사카라이드는 천연적으로 발생하는 폴리사카라이드 또는 천연적으로 발생하는 폴리사카라이드<39>

의 유도체, 예를 들면, 사카라이드 잔기에서 하나 이상의 활성기 반응에 의해 유도되는, 또는 폴리사카라이드

사슬 말단에서 유도되는 기와 공유결합하는 폴리사카라이드일 수 있다. 

폴리사카라이드는 인슐린의 환원성 또는 비-환원성 말단 단위를 통해 인슐린에 결합될 수 있다. <40>

폴리사카라이드를 단백질에 결합시키는 방법은 당업계에 잘 알려져 있고, WO 92/22331 및 WO-A-0187922에 상세<41>

히 기재되어 있다. 본 발명에서 바람직한 방법은 하기에 더 상세히 기재되어 있다. 방법은 또한 본 명세서의 도

1 및 2에 기재되어 있다. 

폴리사카라이드는 인슐린의 환원성 및 비-환원성 말단 단위를 통해 인슐린에 연결될 수 있다. 이것은 한 폴리사<42>

카라이드 사슬이 두 인슐린 단백질, 즉 환원성 뿐 아니라 비-환원성 말단에서 유도된 인슐린 단백질에 연결될

수 있다. 

폴리사카라이드는 즉, 도 1 및 도2에 나타낸 바와 같이 인슐린 펩티드에 직접 또는 연결체를 통해 연결될 수 있<43>

다. 적합한 연결체는 N-말레이미드, 비닐술폰, N-요오드아세트아미드 또는 오르토피리딜 또는 N-히드록시숙신이

미드-함유 시약으로부터 유도될 수 있다. 연결체는 또한 생체안정성 또는 생분해성이고, 예를 들면, 폴리펩티드

또는 합성 올리고머를 포함한다. 연결체는 WO 2005/016973에 추가 기재된 바와 같이, 이관능성 모이어티로부터

유도될 수 있다. 적합한 이관능성 시약은 예를 들면, Bis-NHS이다. 시약은 일반식 Z-R
1
-Z를 가질 수 있고 여기

서, 각 Z는 관능기이며 동일하거나 상이할 수 있고, R
1
은 이관능성 유기 라디칼이다. R

1
은 카보닐, 에스테르, 설

피드, 에테르, 아미드 및/또는 아민 연결에 의해 치환되거나 그리고/또는 방해될 수 있는, 알칸디일, 아릴렌,

알카릴렌, 헤테로아릴렌 및 알킬헤테로아릴렌으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것이 바람직하다. C3-C6 알칸디

일이 특히 바람직하다. 가장 바라직하기는, R
1
은 적합한 이관능성 시약의 적절한 부위에 해당한다. 
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일반식 (I)의 폴리사카라이드 유도체가 바람직하다.<44>

<45>

여기서, m은 일 이상이고; <46>

HNB은 인슐린 또는 인슐린-유사 펩티드의 N-말단인, B-NH2로부터 유도되고;<47>

L은 결합, 연결기이며, 또는 폴리펩티드 또는 합성 올리고머를 포함하고;<48>

GlyO은 음이온성 사카라이드 단위이고; <49>

여기서, 연결기가 존재하는 경우 일반식 -Y-C(O)-R
1
-C(O)-에 대한 것이고;<50>

여기서, Y는 NR
2
 또는 NR

2
-NR

2
이고, R

1
은 상기 정의된 바와 같이 이관능성 유기 라디칼이고; 그리고 R

2
는 H 또는<51>

C1-6 알킬이다.

본 발명의 이 관점에서, 인슐린은 폴리사카라이드의 비-환원성 말단에 연결된다. 말단 폴리사카라이드 단위는<52>

시알산 단위이다. 폴리사카라이드내 다른 사카라이드 단위는 GlyO에 의해 나타내어지고 동일하거나 상이할 수

있다. 적합한 사카라이드 단위는 헤파린, 히알루론산 또는 콘드로이틴 황산을 포함한다. 

인슐린이 폴리사카라이드에 직접 결합하는 경우, L기는 결합이다. 그러나, L기는 선택적으로 N-말레이미드, 비<53>

닐술폰, N-아이오도아세트아미드, 오르토피리딜 또는 N-히드록시숙신이미드 함유 시약으로부터 유도될 수 있다.

시약은 상기 정의된 바와 같이 일반식 Z-R
1
-Z를 가질 수 있다. 이 구체예에서, L은 통상적으로 

기일 수 있다. 

본 발명의 다른 관점은 약제학적 조성물인 상기 정의된 바와 같은 조성물이고 추가적으로 하나 이상의 약제학적<54>

으로 허용가능한 부형제를 포함한다. 

약제학적 조성물은 수성 현탁액 형태일 수 있다. 수성 현탁액은 수성 현탁액의 제조에 적합한 부형제와 혼합된<55>

신규한 화합물을 함유한다. 약제학적 조성물은 멸균 주사용 수성 또는 균질 현탁액 형태일 수 있다. 이 현탁액

은 적합한 분산제 또는 습윤제 및 현탁제를 사용하는 공지된 기술에 따라 제형화될 수 있다. 

약제학적 조성물은 인간 또는 수의학적 용도로 경구, 정맥, 복막내, 근육내, 피하내, 비강내, 피부내, 국소적<56>

또는 기관내에 투여될 수 있다. 

조성물은 제형 첨가물을 추가적으로 포함할 수 있다. 제형 첨가물의 경우, Wang 등 (1999)에 기재된 바와 같이,<57>

내부적으로 또는 외부적으로 인슐린을 안정화시킬 수 있는 부형제를 의미한다. 부형제는 안정화제, 가용화제 또

는 금속 이온일 수 있다. 제형 첨가물의 적합한 예는 하나 이상의 완충제, 안정화제, 계면활성제, 염, 중합체,

금속 이온, 당, 폴리올 또는 아미노산을 포함한다. 이들은 단독 또는 함께 사용될 수 있다. 

안정화제는 통상적으로 단백질을 풀기 위하여 증가된 경우 깁스 자유 에너지(Gibbs free energy) 변화를 초래하<58>

는, 단백질의 변성 상태의 비안정화에 의해 작용한다. 안정화제는 당 또는 폴리올, 예를 들면, 수크로오스, 솔

비톨, 트레할로스, 글리세롤, 만니톨, 락토즈 및 에틸렌 글리콜이 바람직하다. 안정화 완충제는 소듐 포스페이

트이다. 

안정화제는 바람직하기는 계면활성제, 바람직하기는 비-이온성 계면 활성제이다. 적합한 예는 Tween 80, Tween<59>

20, Tween 40, Pluoronic F68, Brij 35 및 Triton X 100를 포함한다. 
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금속 이온은 2가가 바람직하다. 적합한 금속 이온은 Zn
2+
, Ni

2+
, Co

2+
, Sr

2+
, Cu

2+
, Ca

2+
, Mg

2+
 및 Fe

2+
를 포함한다. <60>

제형 첨가물은 또한 PSA, PEG 또는 히드록시-베타-시클로덱스크린으로부터 선택된 중합체일 수 있다. <61>

m-Cresol과 같은 보존제가 또한 사용될 수 있다. <62>

제형 첨가물로서 사용되기에 적합한 아미노산 및 아미노산 유도체는 히스티딘, 글리신, 다른 유사 아미노산 및<63>

소듐 아스팔테이트를 포함한다. 

본 발명의 다른 관점은 치료시 사용하기 위한 상기 기재한 바와 같은 화합물이다. <64>

본 발명의 다른 관점에 따르면, 본 출원인은 인슐린 또는 인슐린-유사 단백질의 폴리사카라이드 유도체를 제조<65>

하는 방법을 제공하고 여기서, 2-125개의 사카라이드 단위를 포함하는 음이온성 폴리사카라이드는 실질적으로

인슐린 또는 인슐린-유사 단백질의 N-말단 아민에서만 화학 반응한다.

용어 "실질적으로 N-말단 아민에서만 화학 반응함"이란 단백질의 85% 이상, 더 바람직하기는 90% 이상, 가장 바<66>

람직하기는 95% 이상의 유도체 집단이 그것의 N-말단 아민에서만 유도된다는 것을 의미한다. 

본 방법과 하기 설명된 바와 같이 바람직한 구체예 중 하나에 의해 얻어질 수 있는 폴리사카라이드 유도체는 또<67>

한 본 발명의 일부를 형성한다. 

본 출원인은 폴리사카라이드를 단백질에 컨쥬게이션하는 새로운 방법을 개발함으로써, 단백질 N-말단의 높은 반<68>

응성을 이용하여, 과요오드산 산화된 천연 콜로민산을 갖는 단백질의 환원성 아민화에 대한 확립된 방법(도 1

및 도2)를 사용하여 얻어진 생산물 복합체를 피할 수 있었다. 

폴리사카라이드는 또한 인슐린의 변형된 형태와 반응할 수 있다. 예를 들면, 인슐린상의 하나 이상의 기는 예를<69>

들면, 환원 또는 산화와 같은 화학적 변형을 겪을 수 있다. 환원성 카보닐은 예를 들면, 산화 조건을 사용하여

인슐린의 말단 아미노기 위치에서 발생될 수 있다. 

본 발명의 방법에 사용하기에 적합한 폴리사카라이드는 신규한 조성물에 상기 기재된 바와 같다. <70>

본 발명의 화합물은 종래 기술에서 기재된 적합한 방법 중 어느 것에 의하여 제조될 수 있다. 예를 들면, 통상<71>

적인 방법은 본 출원인의 이전 특허 출원 WO 92/22331에 기재되어 있다. 

통상적으로, 음이온성 폴리사카라이드는 인슐린으로 유도되기 전에 활성화된다. 그것은 예를 들면, 반응성 알데<72>

히드기를 가질 수 있고 유도화 반응은 환원 조건하에 수행될 수 있다. 반응성 알데히드기는 폴리사카라이드의

히드록실기의 산화를 조절함으로서 제조될 수 있다. 이 반응성 알데히드는 수용액에서 폴리사카라이드가 조절된

산화 조건하에, 예를 들면, 과요오드산 나트륨을 사용하여 반응하는, 이전 단계에 발생되는 것이 가장 바람직하

다. 산화는 화학적 산화가 바람직하지만, 이 단계를 수행할 수 있는 효소가 또한 사용될 수 있다. 반응성 알데

히드기는 폴리사카라이드의 비-환원 말단 또는 환원 말단에 있을 수 있다. 환원시 인슐린의 N-말단 유도체를 제

조하는 부가물을 제조하기 위하여, 인슐린, 통상적으로 N-말단은 그 다음 반응성 알데히드기와 반응할 수 있다. 

폴리사카라이드의 활성은 바람직하기는 실질적으로 분자량 감소가 없는, 폴리사카라이드 백본(backbone)의 중간<73>

-사슬 분열이 실질적으로 존재하지 않는 조건 하에서 수행되어야 한다. 산화제는 perrhuthenate가 적합하고, 과

요오드산이 바람직하다. 산화는 1mM 내지 1M 범위의 농도, 3 내지 10 범위의 pH, 0 내지 60℃ 범위의 온도, 1

내지 48시간 범위의 시간에서 과요오드산으로 수행될 수 있다. 

유도화 반응에 적합한 환원 조건은 촉매 또는 바람직하기는 보로하이드리드와 같은 하이드리드와 수소를 사용할<74>

수 있다. 이들은 Amberlite (상표명)-담지된 보로하이드리드와 같이 부동태화될 수 있다. 소듐 보로하이드리드

와 같은 알칼리 금속 하이드리드는 1㎛ 내지 0.1 M 범위의 농도, 4 내지 10 범위의 pH, 0 내지 60℃ 범위의 온

도 및 1분 내지 72시간의 기간에서 환원제로서 사용되는 것이 바람직하다. 반응 조건은 출발 물질상의 펜던트

(pendant) 카복실기가 환원되지 않는 것이 선택된다. 다른 적합한 환원제는 산성 조건, 예를 들면, 중합체 지지

된 시아노보로하이드리드 또는 알칼리 금속 시아노보로하이드리드, L-아스코르빈산, 소듐 메타비설피트, L-실렉

트리드, 트리아세톡시보로하이드리드 등과 같은 시아노보로하이드리드이다. 

폴리사카라이드의  다른  활성화된  유도체가  본  발명에서  이용될  수  있고,  본  출원인의  이전  특허  출원  WO<75>

06/00540에 기재된 바와 같이, NHS와 같은 팬던트 관능기를 갖는 것들을 포함한다.

한 구체예에서, 반응성 알데히드는 폴리사카라이드의 환원성 말단에 있고, 비-환원성 말단은 인슐린의 팬던트기<76>
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와 반응하지 않게 무반응화되어 있다. 

비록 단백질 표적 쪽은 약하지만, 콜로민산의 환원성 말단의 반응성은 화학적으로 정의된 컨쥬게이트의 제조시<77>

곤란하게 되기에 충분하다. 

폴리사카라이드의 환원성 말단에 반응성 알데히드를 갖는 폴리사카라이드의 제조에 적합한 화학은 본 출원인의<78>

이전 출원 WO 05/016974에 기재되어 있다. 공정은 환원성 말단과 무반응화된 비-환원성 말단에 알데히드를 갖는

화합물을 제조하기 위하여 환원시킨 후 다시 추가 산화시키는 예비 선택적 산화 단계를 포함한다. 

WO 2005/016973는 단백질에 컨쥬게이션하기에 유용한 폴리시알산 유도체 특히, 유리 설프히드릴 약물을 가지는<79>

것들을 기재하고 있다. 폴리시알산 화합물은 헤테로이관능성 시약과 반응하여 설프히드릴기에 부위-특이적 컨쥬

게이션을 위한 팬던트 관능기를 도입한다. 본 발명에서 사용된 음이온성 폴리사카라이드는 또한 상기 방법의 헤

테로이관능성 시약으로 유도될 수 있다. 

폴리사카라이드는 인슐린과 반응하기 전에 유도될 수 있다. 예를 들면, 폴리사카라이드는 이관능성 시약과 반응<80>

할 수 있다.  

폴리사카라이드는 예비 반응 단계에 제공될 수 있으며, 상기 1차 아미노기, 2차 아미노기 및 히드라진으로부터<81>

선택된 기는 말단 사카라이드상에 형성되며, 시알산이 바람직하고, 그 다음 반응 단계는 WO 2006/016168에 추가

로 기재된 바와 같이 이관능성 시약과 반응하여 반응-중간체를 형성한다. 그 다음, 중간체는 인슐린 또는 인슐

린-유사 펩티드와 반응할 수 있다. 이관능성 시약은 상기 정의된 바와 같이 일반식 Z-R
1
-Z를 가질 수 있다. 

본 출원인은 특정 반응 조건이 인슐린의 N-말단에서의 선택적 유도화를 향상시킨다는 것을 발견하였다. N-말단<82>

에서의 선택적 반응을 향상시키기 위하여, 유도화 반응은 산성 pH 제1수용액에서 수행되어야 하고, 그 다음 생

성된  폴리시카라이드  유도체는  제1수용액  보다  높은  pH를  갖는  제2수용액에서  정제되어야  한다.  산성  pH의

경우, 본 출원인은 7 이하의 pH를 의미한다. 통상적으로 제1수용액의 pH는 4.0-6.5, 바람직하기는 4.0-6.0 범위

이고, 제2수용액의 pH는 6.5-9.0, 바람직하기는 6.5-8.5 또는 6.5-8.0 범위이다. 유도화 반응의 낮은 pH는 어느

중간-사슬 위치보다는 단백질의 N-말단에서 선택적 유도화를 향상시킨다. 

또한, 본 출원인은 특정 제형 첨가물의 사용이 선택적, 안정한, 폴리사카라이드 인슐린-유도체의 형성을 향상시<83>

킨다는 것을 발견하였다. 제형 첨가물은 하나 이상의 완충제, 안정화제, 계면활성제, 염, 중합체, 금속 이온,

당, 폴리올 또는 아미노산로부터 선택될 수 있다. 이들은 반응 배지에 첨가되거나, 선택적으로 안정제로서 최종

제품 조성물에 첨가될 수 있다. 

본 발명의 한 구체예에서, 제형 첨가물은 솔비톨, 트레할로스 또는 수크로즈이다. 다른 구체예에서, 제형 첨가<84>

물은 비-이온성 계면활성제이다. 제형 첨가물은 선택적으로 PSA, PEG 또는 히드록시-베타-시클로덱스트린로부터

선택된 중합체일 수 있다. 다른 구체예에서, 제형 첨가물은 2가 금속 이온이다. 바람직한 2가 금속 이온은 Zn
2+
,

Ni
2+
, Co

2+
, Sr

2+
 또는 Fe

2+
를 포함한다.

제형 첨가물은 완충제일 수 있다. 제형 첨가물이 완충제인 경우, 인산 나트륨 또는 아세트산 나트륨이 바람직하<85>

다

본 발명의 방법에 따르면, 폴리사카라이드 유도체의 정제는 당업계에 공지된 다양한 방법을 사용하여 수행될 수<86>

있다. 적합한 정제 방법의 예는 HIC (소수성 상호작용 크로마토그래피), SEC (크기 배제 크로마토그래피), HPLC

(고 성능 액체크로마토그래피) 및 IEC (이온 교환 크로마토그래피)를 포함한다.

넓은 분자량 분포를 갖는 폴리시알산 집단은 낮은 다분산성을 갖는 분획물 즉, 평균 분자량을 다르게 가지는 분<87>

획물으로 분획될 수 있다. 분획화는 본 출원인의 이전 특허 출원 WO 2005/016794 및 WO 2005/03149에 기재된 바

와 같이, 적합한 염기 완충제를 용출하기 위해 사용하는, 음이온 교환 크로마토그래피에 의해 수행되는 것이 바

람직하다. 분획화는 폴리사카라이드 출발 물질뿐 아니라 유도체에도 적합하다. 또한, 기술은 본 발명의 필수 공

정 단계 전에 또는 후에 적용될 수 있다. 생성된 인슐린의 폴리사카라이드 유도체는 1.1 이하의 다분산성을 가

지는 것이 바람직하다. 

본 발명에 따르면, 인슐린의 유도화는 반감기를 증가시키고, 안정성을 개선시키며, 면역원성을 감소시키고 및/<88>

또는 용해성을 조절하여, 인슐린의 용해성 및 생체이용성 및 약물동태학을 조절한다. 신규한 방법은 모노폴리시

알산화-인슐린 컨쥬게이트의 특정 제조 수치에 대한 것이다. 
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본 발명은 실시예 1 내지 6과 하기의 도면을 참고로 하여 설명된다. <89>

실 시 예

1. 단백질 및 콜로민산 측정<105>

레조르시놀 시약을 사용하여 폴리시알산(시알산)의 정량적 측정을 다른 문헌에 기재된 바와 같이[Gregoriadis<106>

등, 1993; Fernandes and Gregoriadis, 1996, 1997] 레조르시놀법으로 수행하였다[Svennerholm 1957]. 단백질

을 BCA 열량분석법 또는 280nm에서 UV 흡광도로 측정하였다.

2. 콜로민산의 활성<107>

새롭게 제조된 0.2M 메타과요오드산염(NalO4) 용액(8배 몰 과량)을 20℃에서 CA로 혼합하고 반응 혼합물을 암실<108>

에서 15분 동안 자기적으로 교반하였다. 그 다음, 2-배 부피의 에틸렌 글리콜을 반응 혼합물에 첨가하여 과량의

NalO4로 확장하고 혼합물을 추가 13분 동안 20℃에서 교반하였다. 산화된 콜로민산(CAO)을 4℃에서 0.01% 암모

늄 카보네이트 완충제(pH 7.4)에 대해 광범위하게 삼투시켰다(3.5KDa 분자량 컷 오프 삼투튜브). 삼투 튜브에서

CAO 용약을 농축시키기 위하여 외여과법(과분자량 컷 오프 3.5kDa)을 사용하였다. 필요한 부피로 농축시킨 후,

여과물을 냉동건조시키고 추가 사용시까지 -40℃에서 보관하였다. 선택적으로, CAO를 에탄올로 침전시켜(2회)

반응 혼합물에서 회수하였다. 

3. CA와 유도체들의 산화상태의 측정<109>

콜로민산 산화 정도의 정량적 평가를 2,4-디니트로페닐히드라진(2,4-DNPH)로 수행하여, 카보닐 화합물과의 상호<110>

작용으로 난용성(sparingly soluble) 2,4-디니트로페닐-히드라존을 생성하였다. 비-산화(CA)/산화(CAO)를 2,4-

DNPH  시약(1.0ml)에  첨가하고,  용액을  흔들고 난  후,  결정성 침전물이 관찰될 때까지 37℃에서 방치하였다

[Shriner 등, 1980]. CA 산화의 정도(정량적)를 알칼리 용액에서 페리시아나이드 이온의 페릭 페로시아나이드로

의 환원을 기초로 하는 방법[Park and Johnson, 1949]으로 측정한 후, 630nm에서 측정하였다. 이경우, 글루코스

를 표준으로 사용하였다.

4. 겔 투과성 크로마토그래피<111>

콜로민산 샘플(CA 및 CAO)을 NaNO3(0.2M), CH3CN(10%; 5mg/ml)에 용해시키고, 2x GMPWXL 컬럼에서 굴절률을 측<112>

정하여 색층분석하였다(GPC 시스템: VE1121 GPC 용매 펌프, VE3580 RI 검출기 및 Trisec 3 software (Viscotex

Europe  Ltd)에  의한  대조).  샘플(5mg/ml)을  0.45㎛  나일론  막상에  여과하고,  이동상으로서  0.2M  NaNO3  및

CH3CN(10%)으로 0.7cm/min에서 작동시켰다.

5. 콜로민산 안정성<113>

PEG화의 화학 법칙은 상기 분자들의 물리화학적 특성에서의 차이로 인하여 폴리시알화에 적용될 수 없다. PSA는<114>

산에 의해 분해가능한 물질이고 중성 pH 근처에서 수주일 동안 안정하다(도 3). 도 3의 결과는 pH 6.0 및 7.4

CAO가 천천히 분해하는 pH  5.0(48시간 후 초기 MW의 92%)  및 천천히 분해하는 pH  4.0(48시간 후 초기 MW의

70%)에서 8일 동안 안정하다는 것을 나타낸다. 폴리시알산은 고 친수성을 가지나, PEG는 자연에서 양쪽친화성

분자이다. 폴리시알화를 PEG화에 사용된 조건을 사용하여 수행하는 경우, 단백질의 응집 및 침전이 많이 나타난

다. 

6. 제형 첨가물로 N-말단 단백질-CA 컨쥬게이트의 제조<115>

6.1 인슐린-CA 컨쥬게이트의 제조(N-말단 방법) <116>

인슐린 (5804 Da)은 백색 고체가 제공되었다. 인슐린을 최소량의 100mM HCl로 용해시킨 후, 필요한 pH로 조절하<117>

고 얼음상에 넣었다. 컨쥬게이션시 첨가될 CAO의 양은 하기의 공식을 기준으로 계산되었다:

<118>

필요한 CAO의 양을 달았다. CAO를 10mM NaOAc, pH 6.0에서 용해시키고, CAO가 모두 용해될 때까지 혼합물을 살<119>

짝 볼텍스한 후, 새로운 용기에 여과시켜 모든 응집/침전 물질을 제거하였다. 필요한 양의 인슐린 단백질 용액
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을 CAO 용액에 첨가하여 CAO의 7.5 몰 과량 (소규모) 및 5 (대규모)를 제공하고, 4±1℃에서 반응 혼합물을 온

화한 교반기상에 놓고 살짝 혼합하였다. 최종 반응 혼합물내 8mg/ml를 갖기 위하여, 100mg/ml NaCNBH3 용액을

첨가하여 살짝 혼합하고, 최종 반응 혼합물의 pH를 확인하고, 필요한 경우 4±1℃에서 0.5M NaOH/HCl으로 6.0까

지  pH를  조절하였다.  마지막으로,  10mM  NaOAc,  pH  6.0를  사용하여  반응의  부피를  조절하여  반응  혼합물내

1mg/ml의 단백질 농도를 제공하였다. 튜브를 밀봉하고 24시간 동안 원하는 온도(4±1℃)에서 교반하였다. 적절

한 방법(tris(히드록시메틸)아미노메탄 완충제 pH  7.4  등)으로  반응을 정지시키고,  샘플을 꺼내어 SDS-PAGE

(18% Tris 글리신 겔 사용), SE-HPLC (수퍼로즈 12 컬럼)하여 반응 혼합물의 pH를 확인하였다. 반응 혼합물의

어느 침전물을 제거하기 위하여 SE-HPLC 분석 및 정제를 시행하기 전에 5분 동안 13000rpm에서 원심분리하였고,

SE-HPLC에 바람직한 완충제는 0.1M Na 포스페이트 (pH 6.9)였다.

6.2 최적화<120>

환원성 아민화는 N-말단 및 임의의 유도화를 위해 인슐린 상에 CAO (10-30kda) 분자량 범위로 수행되었다. 공정<121>

변수의 범위를 컨쥬게이션 반응을 위해 연구하였다: CAO 10-20 (소규모) 및 5-10 (대규모) 몰 과량; 시약 = 50-

10OmM NaCNBH3 반응 완충제 = 1OmM NaOAc pH 5.5-6.5, 온도 = 4±1℃, 시간 = 16-24 시간 등. 

최적화 반응 조건이 하기와 같이 될 때 발견되었다: CAO = 7.5 (소규모) 및 5 (대규모) 몰 과량, 시약 = 50mM<122>

NaCNBH3, 반응 완충제 = 1OmM NaOAc pH 5.5, 온도 = 4±1℃, 시간 = 24 시간.

6.3 인슐린-CA 컨쥬게이트의 정제 및 특징화 (N-말단 방법) <123>

혼합물에서 유리 CAO를 제거하기 위하여, HIC (HiTrap Butyl FF)를 사용하였다. 최소 부피를 갖는 인슐린 반응<124>

혼합물을 농축된 (NH4)2SO4 (예를 들면, 3 M), 2OmM Na2HPO4 (pH 7.4)를 사용하여 희석시켜 적재 용액을 제조하

여 적재 용액에 0.8M (NH4)2SO4 농도를 제공하였다. pH의 확인은 7.4에서 하거나 또는 0.5M HCl/NaOH로 조절되어

야 하고, 적재 용액은 0.2㎛ 막 필터로 여과될 필요가 있다. 

그 다음, 상기 용액을 HIC 완충제 B (20mM 인산 나트륨 + 0.8M (NH4)2SO4, pH 7.4)로 평형시키기 전에, HIC 컬<125>

럼 (비율 = 0.5ml/min)상에 적재하였다. 적재 분획물을 수거하고 (각 분획물 1.5 컬럼 부피) 컬럼을 HlC 완충제

B (5 컬럼 부피 이상; 비율 = 0.5 ml/min; 1.5 컬럼 부피 분획물)으로 세정한 다음 라벨 (L1-Lx)을 수거하여 라

벨하였다(W1-Wx). HlC 완충제 A (10mM 인산 나트륨 완충제, pH 7.4) (비율 = 5 ml/min)을 갖는 생산물을 용출

하고 분획물 (1 컬럼 부피 분획물; 6 컬럼 부피) 및 라벨 (E1-Ex)을 수거하였다. 두개의 연속 분획물이 단백질

내용물(UV280 nm)에 없는 경우, 다음 단계를 수행하였다, 샘플을 정제하는 동안 얼음상에 두었다. 단백질 농도

를 UV (280nm) (1mg/ml의 인슐린 흡광 계수는 280nm에서 약 1.043이었다). 샘플을 꺼내어 SDS-PAGE 및 SE-HPLC

을 수행하였다. 

단백질 분획물을 함유하는 HlC 분획물을 IEC 완충제 A (20mM 포스페이트 완충제, pH 7.4)로 세정하였다. 암모늄<126>

설페이트가 있으면 Vivaspin 20(MW: 5 Kd)에서 제거하였다. pH를 확인하고 필요한 경우 pH 7.4로 조절하였다.

IEC 완충제 A로 평형시키기 전에 IEC 컬럼에 적재하였다. 경사도 시스템을 하기의 방법으로 적용하였다. 

적재: IEC 완충제 A내 0.25ml/min의 주입된 샘플, 3CV 세정 <127>

세정: 경사도 시스템: IEC 완충제 A: 90%, AEX 완충제 B (20mM 포스페이트 완충제 + 1M NaCl, pH 7.4): 10%,<128>

5CV 경사도 & 3CV 세정, 유속: 0.25ml/min 

IEC 완충제 A: 68%, IEC 완충제 B: 32%, 5 CV 경사도 & 3 CV 세정, 유속: 0.25ml/min<129>

IEC 완충제 A: 35%, IEC 완충제 B: 65%, 5CV 경사도 & 3CV 세정, 유속: 0.25ml/min<130>

IEC 완충제 A: 0%, IEC 완충제 B: 100%, 5CV 경사도 & 3CV1 세정, 유속: 0.25ml/min<131>

정제된 컨쥬게이트를 함유하는 IEC 분획물을 모으고, 세정하여 PBS 완충제로 완충제를 바꾸어 염을 제거하였다.<132>

염을 제거한 후 pH를 7.4로 조절하였다.  그 다음,  용액을 4±1℃에서 농축시키고 단백질 농도를 UV  분광법

(280nm)으로 분석하였다. 컨쥬게이트를 멸균 여과하고 샘플을 꺼내여 SDS-PAGE 및 SE- HPLC로 활성 분석 및 특

징화하였다. 필요에 따라, 단백질 분석 및 CA 분석을 위해 분취물을 제거하였다. 잔여물을 추가 사용시까지 4±

1℃에서 저장하고 SE-HPLC로 물리적 안정성을 검토하였다.

용액내 인슐린의 안정성에 영향을 미치는 다양한 공정의 효과와 유도화도를 검토하였다.<133>

6.4 인슐린-14kDaCA 컨쥬게이트의 제조 (단분산) <134>
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인슐린 (5808Da)을 백색 고체로 공급하였다. 인슐린을 최소양의 100mM HCl을 첨가시키면서 용해한 후, 필요한<135>

pH로 조절하고 얼음에 넣었다. 컨쥬게이션시 첨가될 14kDa CA의 양은 하기의 공식을 기초로 계산하였다: 

<136>

필요한 14kDa CAO의 양을 달았다. 14kDa CAO를 10mM 포스페이트 완충제, pH 6.0 (최종 반응 부피의 20% 부피가<137>

본 반응에서 사용되었다)에 용해시키고, 14kDa CAO가 모두 용해될 때가지 약하게 볼텍스한 후, 새로운 용기로

여과하여 모든 응집/침전 물질을 제거하였다. 인슐린 단백질 용액의 필요한 양을 14kDa CAO 용액에 첨가하여

14kDa CAO 의 7.5 몰 과량 (소규모) 및 5 (대규모)를 제공하고 4±1℃에서 반응 혼합물을 온화한 교반기에 넣고

약하게 혼합하였다. 최종 반응 혼합물내 63.5mM 또는 4mg/ml를 갖기 위하여, 100mg/ml NaCNBH3 용액을 첨가하여

살짝 혼합하고, 최종 반응 혼합물의 pH를 확인하고, 필요에 따라, 4±1℃에서 0.5M NaOH/HCl으로 pH를 6.0까지

조절하였다. 마지막으로, 반응의 부피를 10mM NaOAc, pH 6.0를 사용하여 조절하고 반응 혼합물내 1mg/ml의 단백

질 농도를 제공하였다. 튜브를 밀봉하고 24시간 동안 원하는 온도(4±1℃)에서 교반하였다. 적절한 방법으로 반

응을 정지시키고, 샘플을 꺼내어 SDS-PAGE (18% Tris 글리신 겔 사용), SE-HPLC (수퍼로즈 12 컬럼)하여 반응

혼합물의 pH를 확인하였다. 모든 침전물을 제거하기 위하여 반응 혼합물을 SE-HPLC 분석 및 정제를 시행하기 전

에 5분 동안 13000rpm에서 원심분리 하고, SE-HPLC에 바람직한 완충제는 0.1M Na 포스페이트 (pH 6.9)였다.

6.5 최적화<138>

환원성 아민화를 N-말단 및 임의의 유도화를 위한 인슐린에 CA (10-30kda) 분자량 범위로 수행하였다. 공정 변<139>

수의 범위를 컨쥬게이션 반응을 위해 연구하였다: CAO 10-20 (소규모) 및 5-10 (대규모) 몰 과량; 시약 = 50-

100mM NaCNBH3 반응 완충제 = 10mM 포스페이트 완충제, pH = 5-7.4, 온도 = 4 -37±1℃, 시간 = 16-24 시간. 

최적화 반응 조건이 하기와 같이 될 때 발견되었다: CAO = 7.5 (소규모) 및 5 (대규모) 몰 과량, 시약 = 63.5<140>

mM NaCNBH3, 반응 완충제 = 10mM NaOAc pH 6.0, 온도 = 4±1℃, 시간 = 24 시간.

6.6 인슐린-CA 컨쥬게이트의 정제 및 특징화 (N-말단 방법) <141>

혼합물에서 유리 CAO를 제거하기 위하여, HIC를 사용하였다. 최소 부피를 갖는 인슐린 반응 혼합물을 농축된<142>

(NH4)2SO4 (예를 들면, 3 M), 2OmM Na2HPO4 (pH 7.4)를 사용하여 희석시켜 적재 용액을 제조하여 적재 용액에

0.8M (NH4)2SO4 농도를 제공하였다. pH의 확인은 7.4에서 하거나 또는 0.5M HCl/NaOH로 조절되어야 하고, 적재

용액은 0.2mm 막 필터로 여과될 필요가 있다. 

그 다음, 상기 용액을 HIC 완충제 B (20mM 인산 나트륨 + 0.8M (NH4)2SO4, pH 7.4)로 평형시키기 전에, HIC 컬<143>

럼 (비율 = 0.5ml/min)상에 적제하였다. 적재 분획물(각 분획물 1.5 컬럼 부피) 및 라벨 (L1-Lx)을 수거하였다.

컬럼을 HIC 완충제 B (5 컬럼 부피 이상; 비율 = 0.5 ml/min; 1.5 컬럼 부피 분획물)로 세정한 분획물과 라벨

(W1-Wx)  수거하였다.  HIC  완충제  A  (10mM  인산  나트륨  완충제,  pH  7.4)  (비율  =  5ml/min)로  생산물을

용출하고; 분획물 (1 컬럼 부피 분획물; 6 컬럼 부피) 및 라벨 (E1-Ex)을 수거하였다. 두개의 연속 분획물이 단

백질 내용물(UV280 nm)에 없는 경우, 다음 단계를 수행하였다, 정제하는 동안 샘플을 얼음에 두었다. 단백질 농

도를 UV (280nm) (1mg/ml의 인슐린 흡광 계수는 280nm에서 약 1.043이었다)로 분석하였다. 샘플을 꺼내어 SDS-

PAGE 및 SE-HPLC를 수행하였다. 

단백질 분획물을 함유하는 HIC 분획물을 IEC 완충제 A (20mM 포스페이트 완충제, pH 7.4)로 세정하였다. 암모늄<144>

셀페이트가 존재하는 경우 Vivaspin 20(MW: 5 Kd)에서 제거하였다. pH를 확인하고 필요한 경우 pH 7.4로 조절하

였다. IEC 완충제 A로 평형시키기 전에 IEC 컬럼에 적재하였다. 경사도 시스템을 하기의 방법으로 적용하였다: 

적재: IEC 완충제 A내 0.25ml/min의 주입 샘플, 3CV 세정 <145>

세정: 경사도 시스템: IEC 완충제 A: 90%, AEX 완충제 B (20mM 포스페이트 완충제 + 1M NaCI, pH 7.4): 10%,<146>

5CV 경사도 & 3CV 세정, 유속: 0.25ml/min IEC 

완충제 A: 68%, IEC 완충제 B: 32%, 5CV 경사도 & 3CV 세정, 유속: 0.25ml/min<147>

IEC 완충제 A: 35%, IEC 완충제 B: 65%, 5CV 경사도 & 3CV 세정, 유속: 0.25ml/min<148>

IEC 완충제 A: 0%, IEC 완충제 B: 100%, 5CV 경사도 & 3CV 세정, 유속: 0.25ml/min<149>
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정제된 컨쥬게이트를 함유하는 IEC 분획물을 모으고, 세정하여 PBS 완충제로 완충제를 바꾸어 염을 제거하였다.<150>

염을 제거한 후 pH를 7.4로 조절하였다.  그 다음,  용액을 4±1℃에서 농축시키고 단백질 농도를 UV  분광법

(280nm)으로 분석하였다. 컨쥬게이트를 멸균 여과하고 샘플을 꺼내여 SDS-PAGE 및 SE- HPLC로 활성 분석 및 특

징화하였다. 필요에 따라, 단백질 분석 및 CA 분석을 위해 분취물을 제거하였다. 잔여물을 추가 사용시까지 4±

1℃에서 저장하고 SE-HPLC로 물리적 안정성을 연구하였다.

용액내 인슐린의 안정성에 영향을 미치는 다양한 공정의 효과와 유도화도를 연구하였다.<151>

6.7 인슐린 제형의 SE-HPLC<152>

Jasco, AS-2057와 4℃에서 냉각되는 자동샘플러, 및 Jasco UV-975 UV/VIS 검출기를 갖춘 액체 크로마토그래피<153>

(JASCO)상에 HPLC를  수행하였다.  데이터는 IBM/PC상의 EZchrom  Elite  소프트웨어로 기록되었다.  SEC  샘플을

Superose 12 컬럼상에 0.1M Na 포스페이트, pH 6.9의 등용매조성(isocratic)인 이동상으로 분석하였다(도 8).

도 8은 인슐린의 속성인, RT = 75.408에서의 한 피크만을 나타낸다. 

6.8 SDS 폴리아실아미드 겔 전기영동 & 웨스턴 블롯팅 <154>

SDS-PAGE을  18%  트리글리신  겔을  사용하여  수행하였다.  샘플을 환원성 또는 비  환원성 완충제로 희석하고,<155>

5.0ug의 단백질을 각 웰에 적재하였다. 겔을 트리글리세린 완충제 시스템에 작동시키고 Coomasie Blue로 착색하

였다(도 5 & 7). 웨스턴 블롯팅을 항 PSA 항체를 사용하여 수행하였다. 도 4는 인슐린 제형의 SDS-PAGE를 나타

낸다(부위-특이성; N-말단).

6.9 27 및 13kDa CAO-인슐린의 등전점 전기영동 (IEF) 겔 <156>

Novex
® 

IEF 겔을 사용하여 인슐린과 CAO-인슐린 컨쥬게이트 등전점에서의 차이를 측정하였다. 샘플을 0.5mg/ml<157>

농도에 용해하였다. 5ul 샘플을 5ul Novex IEF 샘플 완충제 pH 3-10를 사용하여 희석한 후, 겔상에 단백질 샘플

을 적재하였다.  

6.10 안정성 검토<158>

멸균 인슐린 컨쥬게이트를 6주 동안 4℃에서 PBS 완충제에 저장하였다. 시료의 천연-PAGE를 매주 수행하였다<159>

6.11 인슐린 제형의 생채내 효율성<160>

인슐린 제형의 생체내 효율성을 7-8주령의 암컷 마우스 CD-1로 연구하였고, 0.3IU의 단백질 투여량(동일 활성)<161>

을 마우스로 피하내 주사하였다. 동물을 4마리씩 7군으로 나누었다. 인슐린 제형을 하기의 방법으로 각 군의 각

동물에게 제공하였다; 인슐린 (0.3IU/마우스), Lantus  (Aventis)  인슐린-PSA 컨쥬게이트 (14kDa),  PBS.  혈액

한 방울을 각 동물에서 채취하고 ACCU-CHEK Active (Roche Diagnostics)로 혈당을 측정하였다. 

결과<162>

CA의 활성 및 산화도의 측정<163>

콜로민산(CA)은 N-아세틸뉴라민산(Neu5Ac)의 선형 알파-2,8-연결된 호모폴리머이고, 잔기를 사용하였다. 산화에<164>

콜로민산의 노출은 실온에서 20mM 과요오드산을 사용하여 1분 동안 수행되었다. 과요오드산을 처리한 후에 내부

알파-2,8-연결된 Neu5Ac의 완전성을 겔 투과성 크로마토그래피로 분석하고, 산화된(CAO) 물질의 크로마토그래피

를 천연 CA 물질의 크로마토그래피와 비교하였다. 산화된 및 천연 CA는 거의 동일한 용출 프로파일을 나타내고,

연속적 산화 단계가 중합체 사슬의 상당한 분획화를 발생시킨다는 증거가 없다는 것을 발견하였다. 

CA 산화의 정량적 측정을 글루코스를 표준으로 사용하여, 알칼리 용액에서 페리시아나이드 이온을 페릭 페로시<165>

아나이드로(Prussian Blue) 환원시켜 수행하였다[Park and Johnson, 1949]. 그것은 산화된 콜로민산이 환원제

의 화학양론적 양(>100%)보다 큰, 즉 환원 말단 헤미케탈과 (다른 말단에)도입된 알데히드의 결합된 환원력을

포함하는 외관 알데히드 함량의 112 몰%을 가진다는 것을 나타낸다.

폴리시알화 반응의 최적화<166>

폴리시알화 조건은 다양한 온도 및 반응물 몰 비, 및 사슬 길이하에서 CAO를 갖는 1mg rh-인슐린을 사용하여 최<167>

적화되었다. 결과를 도 5-12에 나타내었다. 4℃는 반응시 CAO와 인슐린 안정성에 대한 최적 온도로 나타내었다.

그러나, 고온에서, 인슐린이 더 유효하도록, 더 많은 컨쥬게이션이 CAO와 인슐린의 7.5:1의 몰비로 달성되었다. 
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표 1: 몰 비가 폴리시알화에 미치는 효과<168>

<169>

PBS 조절의 영향 하에, 21.5 kd CAO-인슐린은 표 9에서 사용된 컨쥬게이트 중 마우스에서 혈당을 감소시키는 가<170>

장 중요한 효과를 가진다.

표 2: 다른 사슬 CAO-인슐린 컨쥬게이트 생체내 효율성의 T-시험(통계 분석, 대응-시험) <171>

<172>

별표들은 Tris  완충제에 대한 그룹간의 차이의 가능성 정도를 나타낸다:  *P  <  0.05,  **P<  0.01  ,  ***P  <<173>

0.001. 

<174>

별표들은 PBS  완충제에 대한 그룹 사이의 차이의 가능성 수준을 나타낸다:  *P  <  0.05,  **P<  0.01,  ***P  <<175>

0.001.

15kDa CAO-인슐린의 생체내 효율성에 미치는 pH의 효과는 또한 pH 6.0이 7.4보다 더 우수하다는 것을 나타낸다.<176>

따라서, 하기의 실험을 pH 6.0에서 수행하였다. 펩티드 맵핑 및 Edman 분해의 데이타는 pH 6.0 폴리시알화 조건

에서의 컨쥬게이션이 인슐린의 B 사슬에서 N-말단부를 특이적으로 방해된다는 것을 추가로 확인하였다. 

인슐린 컨쥬게이트의 제조, 정제 및 특징화 <177>
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단분산 CAO-인슐린을 연속적으로 컨쥬게이트 고 순도 컨쥬게이트를 스케일-업 HIC 및 IEC로 정제하였다. 정제<178>

효율성을 도 10에 나타낸 바와 같이 분취용 HPLC로 설정된 IEC와 HIC 조합으로 개선하였다. 

감소된 pH (pH 6.0)와 4±1℃에서 반응을 수행하여 N-말단 선택적 방법으로 인슐린의 콜로민산CA) 컨쥬게이트를<179>

제조하고 정제하는 과정은 상기에 설명되었다. 이것은 소듐 시아노보로하이드리드가 존재하는 컨쥬게이션을 포

함하고, 소수성 상호작용 크로마토그래피(HIC)를 사용하여 정제된 후 유리 CA(도 11)을 제거하여 이온-교환 크

로마토그래피(IEC)로  인슐린을  제거한다.  인슐린의  B-사슬(PheB1)의  N-말단에서  선택적  유도화를  용이하게

하고, 또한 반응시 인슐린의 응집을 최소화하기 위하여 낮은 pH가 사용된다. 최종 반응 완충제의 조성물은 pH

6.0에서 10mM NaOAc 중 1mg/ml 인슐린, 8mg/ml NaCNBH3 및 5 몰 과량 CAO이다.

도 13의 13kDa 및 27kDa CAO-인슐린 컨쥬게이트에 대한 등전점 전기영동(IEF) 겔은 폴리시알화된 인슐린의 컨쥬<180>

게이트가 일정한 등전점(pl)을 가지지 않는다는 것을 나타낸다.

인슐린-CA 컨쥬게이트의 형성 및 안정성을 SE-HPLC (인슐린에 비해 인슐린-PSA의 보유 시간 변화; 또한 두 모이<181>

어티의 동시-용출); 이온 교환 크로마토그래피 (IEC 컬럼상에 컨쥬게이트의 결합) 및 폴리아크릴아미트 겔 전기

영동 (고 m.w. 종을 갖는 밴드의 이동)로 확인하였다.

생체내 효율성에 사용된 인슐린 컨쥬게이트 (CD-1  마우스, 평균 25g)은 인슐린에 비해 우수한 생체내 효율성<182>

(증가) 및 블런트(프로파일보다 낮은 피크)를 나타내었다. 컨쥬게이트의 혈당 환원력의 증가는 도 14에 나타낸

바와 같이 제형에 사용된 중합체의 사슬 길이에 비례하였다. 

27kDa CAO-인슐린 컨쥬게이트의 안정성 연구는 천연-PAGE에서 관찰을 기초로 4℃에서 40일 간의 저장 동안 어느<183>

분해도 없었다는 것을 나타낸다. 

스케일-업 제조 및 정제로부터 14kDa -인슐린 컨쥬게이트의 특성화<184>

700mg 출발 반응물로서 인슐린의 예에서, 230mg 14kDa CAO-인슐린 (단백질 질량 무게)을 스케일 업 컬럼 정제를<185>

사용하여 생산하였다. 

크로마토그래피와 비교하면, 도 15에서 이마노산 양의 변화는 N-말단으로부터 아미노산을 나타낸다. PBS내 수성<186>

샘플 1mg/mL pH 7.4를 물로 100배 희석하였다. 2㎕의 상기 희석액을 꺼내어 분석하였다. 결론적으로, 염기서열

G-I-V-E는 인슐린의 A 사슬과 동일하다. 아미노산 Phe/Val/Asn/Gln의 부재는 인슐린 B 사슬이 N-말단 차단되었

다는 것을 나타낸다.

PSA 컨쥬게이트는 실험실 활성 분석에서 활성이 발견되었다. 생체내 활성 연구는 PSA-인슐린 컨쥬게이트가 인슐<187>

린보다 많이 우수하다는 것을 나타낸다. 
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참고문헌<188>

<189>

<190>

도면의 간단한 설명

도 1은 과요오드산 나트륨을 사용한 콜로민산(E. coli로부터 유도한 알파-2,8 결합 폴리시알산)의 산화를 나타<90>

낸다;

도 2는 단백질 아미노기로 안정한 비가역적 공유결합을 형성하기 위하여 소듐 시아노보로하이드리드를 사용한<91>

시프 염기의 선택적 환원을 나타낸다;

도 3은 다른 온도에서 22kDa CAO-rh-인슐린 컨쥬게이트의 SDS-PAGE이다;<92>

- 18 -

공개특허 10-2009-0057370



도 4는 유도화도에 미치는 온도의 효과를 나타낸다;<93>

도 5는 다른 몰 비에서 27kDa CAO-rh-인슐린 컨쥬게이트의 SDS-PAGE이다;<94>

도 6은 유도화도에 미치는 몰 비의 효과를 나타낸다;<95>

도 7은 8 및 11kDa CAO-rh-인슐린 컨쥬게이트의 SDS-PAGE이다;<96>

도 8은 8kDa CAO-rh-인슐린 제형 및 인슐린의 SE-HPLC이다;<97>

도 9는 10, 15 및 21.5kDa CAO-인슐린 제형의 체내 효능을 나타낸다;<98>

도 10은 컨쥬게이트를 정제하기 위한 IEC 또는 HIC를 갖는 분취용 HPLC의 실험 설정을 나타낸다;<99>

도 11은 HiTrap Butyl FF 칼럼 상의 소수성 상호작용 크로마토그래피에 의한 CAO-인슐린 컨쥬게이트의 정제를<100>

나타낸다;

도 12는 Hitrap Q FF 컬럼상의 음이온 교환 크로마토그래피에 의한, 예를 들면, 13kDa CAO를 갖는, HIC 피크 2<101>

로부터 CAO-인슐린 컨쥬게이트의 정제를 나타낸다;

도 13은 13kDa 및 27kDa CAO-인슐린 컨쥬게이트의 등전 포커싱(isoelectric focusing) 겔이다;<102>

도 14는 마우스의 생체내 CAO-인슐린 컨쥬게이트를 나타낸다;<103>

도 15는 Edman 아미노산 분해 결과를 나타낸다.<104>
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<160>  1     

<170>  PatentIn version 3.3

<210>  1

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  1

Met Ala Leu Trp Met Arg Leu Leu Pro Leu Leu Ala Leu Leu Ala Leu 

1               5                   10                  15      

Trp Gly Pro Asp Pro Ala Ala Ala Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly 

            20                  25                  30          

Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe 

        35                  40                  45              

Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gln Val Gly 

    50                  55                  60                  

Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gln Pro Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys 

                85                  90                  95      

Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys Asn 

            100                 105                 110 
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