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54y  Eljaras uj human inzulinszarmazékok, valamint az ezeket tartalmazé
gyogyaszati készitmények eléallitasara

(57) KIVONAT

Az eljards sordn megnovelt stabilitdsu, j6 hatdsprofild
(IT) 4ltaldnos képletd, a diabetes mellitus kezeléséhez
alkalmas \j szarmazékokat hoznak létre oly mdédon,
hogy az Asn??'-t més, genetikusan kédolhaté amino-
savakkal helyettesitik. A (II) dltaldnos képletben

R' jelentése H-Phe,

R jelentése Thr,
R jelentése Arg-OH vagy Arg-Arg-OH,
X jelentése Asp, Asn vagy His.

A taldlmédny korébe tartozik a (II) dltaldnos képletd
tij human inzulinszdrmazékokat — kivént esetben cink-

s6 kiséretében — tartalmazé gyogydszati készitmények

A2d

R? jelentése Asp, Gly vagy Ser, eldéllitasa is.
At 5 5
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A taldlmény tirgya eljards diabetes mellitus kezelésé-
hez alkalmas inzulinszarmazékok, valamint az ezeket
tartalmazé gydgydszati készitmények elGéllitasira.

Ismeretes, hogy a diabetikus mellitus kezeléséhez
nagy mennyiségi inzulinra és inzulinszarmazékokra
van sziikség, ezeket részben nagyiparilag is el6allitjak.
Annak ellenére, hogy jelentSs szdmban allnak mar in-
zulinkészitmények és -véltozatok rendelkezésre kiilon-
féle hatdsprofilokkal, a szervezetek kiilonbozisége és
egyéni ingadozdsal miatt még mindig fenndll az igény
mds sajatossdgokkal és hatds-jellegzetességekkel ren-
delkezd tovdbbi inzulinkészitményekre.

Késleltetett hatdsd inzulin-készitményeket ismer-
tetnek példdul az EP-B 0 132 769 és EP-B 0 132 770
sz. szabadalmi leirdsban: az (I) dltalanos képletd, az
inzulin-B-ldnc B31-es pozicidjaban badzikusan modifi-
kélt szarmazékrdl van sz6. A képletben
R! jelentése hidrogénatom vagy H-Phe,

R¥ jelentése valamely neutrélis, genetikusan kédolha-
té L-aminosav maradéka,

R¥ jelentése fiziolégiai szempontbdl kzombos, bazi-
kus karakterd, legfeljebb 50 szénatomos szerves
csoport, melynek létrehozasdban 0-3 o-aminosav
részes, és amelynek adott esetben megiévd, vég-
helyzetd  karboxilcsoportja  észterfunkcidként,
amidfunkcidként, laktonként vagy CH,OH-va re-
dukdlva lehet jelen.

Ezekre az inzulinszdrmazékokra 5, 8 €s 8,5 kozotti
izoelektromos pont (az izoelektromos fokuszdldsban
mérve) jellemzs. Az izoelektromos pont — mely a mo-
difikalatlan természetes inzulinnal vagy proinzulinnal
(pH 5,4-n€él) szemben a semleges tartdtomanyba tol6-
dott — a jarulékos, a bazikus modifikélds kovetkeztében
a molekula feliiletén talalhatd pozitiv toltések fiiggvé-
nye. Igy ezek a bazikusan modifikélt inzulinszdrmazé-
kok a semleges tartomanyban kevésbé oldhaték mint a
természetes inzulin vagy proinzulin, melyek semleges
kozegben rendszerint oldott dllapotban taldlhaték.

Az (I) dltaldnos képletd modifikalt inzulin-szarmazé-
kok késleltetd vagy retard hatdsa az izoelektromos pon-
ton mutatkozé gyenge oldhatdsagra vezethet§ vissza. Az
eldbb emlitett két leiras értelmében az inzulinszarmazé-
kok fizioldgiai feltételek kozott djra oldhatva lesznek a
Jjarulékos bézisos csoportok lehasitdsa révén, ami a szér-
mazéktdl fiiggden triptikus vagy tripszinhez hasonlé
és/vagy karboxipeptidaz B, vagy a karboxipeptiddz B-
hez hasonlé és/vagy észterdz aktivitds hatdsdra megy
végbe. A lehasitott csoportok vagy tiszta fiziol6giai meta-
bolitok, vagy pedig konnyen metabolizalhatd, fizioldgiai
szempontbdl k6z0mbds anyagok.

Az elébbiekben emlitett, az inzulin bazikus modifi-
kécidja kovetkeztében fenndllé retardelvet még tovabb
hasznositjdk mds ~ fGleg az A- és B-lancon belil -
bézikusan modifikalt inzulinszarmazékok megfeleld
alkalmazasdval, 1. pl. EP-A 0 194 864 és EP-A
0254 516 sz. eurépai kozrebocsdtdsi iratot.

Az EP-A 0 194 864 sz. eurépai kozrebocsétdsi irat
szerinti inzulin-szdrmazékok B27-pozicidjaba egy bd-
zikus aminosav van beépitve és/vagy az A4, A17, B13
és/vagy B21 poziciékban egy semleges aminosav van;
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ezenfeliil a B-lanc C-termindlis karboxilcsoportjat egy
amid- vagy észtermaradék blokkolja.

Az EP-A 0 254 516 sz. eurépai kozrebocsatdsi irat
szerinti inzulinszdrmazékok az elébb emlitett EP-A
lefrasban ismertetettekhez nagyon hasonlitanak; annak
érdekében, hogy a megfelel§ gyogyszerészeti készit-
mények stabilitdsit gyengén savas pH-€rtéknél megnd-
veljék, az A21 poziciéban 1évé Asn aminosavakat még
més, savas kézegben stabil aminosavakkal, mint pl.
Asp-vel helyettesitették. Asn (aszparagin) ismert mo-
don abban kiilénbozik az Asp-tl (aszparaginsav),
hogy a két karboxil-csoport egyike amidcsoporttal van
helyettesitve. [(1°) képletd vegyiilet: aszparagin, (2)
képletd vegyiilet: aszparaginsav].

Az inzulinmolekuldt az A- és B-ldncban méskép-
pen is modifikdltdk, kiilénosen gy, hogy a cinkkel
torténd komplexképzésért — és ezzel bizonyos késlelte-
t6 hatdsért — felelSs, a B10 pozicidban 1év6 His-amino-
savat mds, megfeleld aminosavakkal cserélték ki, ily
médon gyorsan haté inzulin-szdrmazékokat kaptak; 1.:
az EP-A 0 214 826 sz. eurépai kozrebocsatdsi iratot.

Az utoljdra emlitett hdrom leirdsban szerepld vala-
mennyi inzulin-szdrmazékot féleg az A- és B-ldncon
beliil modifikaltak; elGdllitasukra géntechnoldgiai dton
keriilt sor.

Kutatdsaink sordn azt a célt tdztiik ki, hogy a beve-
zetSben emlitett EP-B 0 132 769 és EP-B 0 132 770
sz. szabadalmi leirdsok szerinti, a B-ldncban a C-termi-
ndlis végcsoportnél bazikusan modifikalt inzulin-szdr-
mazékok stabilitdsdt savas kozegben megnoveljik €és
adott esetben hatdsprofiljat is megvéltoztassuk. Azt ta-
pasztaltuk, hogy ezt a célt el6nyds médon Ggy €rjiik el,
hogy az Asn”2'-t mds, genetikusan kédolhat6, amid-
csoportot nem tartalmaz$ aminosavakkal helyettesitjiik
és adott esetben a HisB'%-t m4s, genetikusan kédolhaté
aminosavakkal szubsztitudljuk.

Taldlmédnyunk tdrgya tehdt eljards a (I) 4ltaldnos
képletd humdn inzulinszdrmazékok, valamint fiziol6-
giai szempontbd] elfogadhaté séik elddllitisdra — a
képletben
R! jelentése H-Phe,

R? jelentése Asp, Gly vagy Ser,

R jelentése Thr,

R¥ jelentése Arg-OH vagy Arg-Arg-OH,
X jelentése Asp, Asn vagy His.

Az 4j inzulinszdrmazékok és fizioldgiai szempont-
bél elfogadhaté sGik hosszabb idén 4t is stabilak a
gyengén savas pH-értékeknek megfelel6 gyogydszati
készitményeknél és — kiilonosen ha a HisP! is még
Asp csoportra van helyettesitve — az ismert, véltozat-
lan, (I) 4ltaldnos képletd, bazikusan modifikalt inzulin-
szarmazékokkal szemben megvéltozott (rovidebb) ha-
tasprofillal rendelkeznek.

A (II) 4ltaldnos képletd humén inzulinszdrmazéko-
kat f6leg géntechnoldgiai tton, helyspecifikus mutage-
nezis révén, standard médszerekkel allitjuk eld.

A kivant, (II) altaldnos képletd inzulinszarmazék el6-
allitasahoz kédold génstruktiarat alakitunk ki, és egy gaz-
dasejtben — elénydsen egy baktériumban, mint az E. coli-
ban vagy egy éleszt6gombaban, kiilondsen a Saccha-
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romyces cerevisiae-ben — expresszidra késztetjiik és
amennyiben a génstruktira fiiziés proteint kédol — a fizi-
6s proteinbdl felszabaditjuk a (II) dltaldnos képletd inzu-
linszdrmazékot; anal6g mddszereket imak le példdul a
kovetkezS eurépai kozrebocsatdsi iratokban: EP-A
0 211 299, EP-A 0 227 938, EP-A 0 229, EP-A
0227 938, EP-A 0 229 998, EP-A 0 286 956.

A sejt feltdrdsa utdn a fuzids protein-részt kémiai
uton, halogén-cianiddal — az EP-A 0 180 920 szerint —,
vagy enzimatikusan, lizosztafin alkalmazisival — a
DE-A 3 739 347 szerint - hasitjuk le.

Ezutdn az el6-inzulint oxidativ szulfitolizisnek vet-
jik ald pl. az R. C. Marshall és A. S. Inglis ,,Practical
Protein Chemistry—A. Handbook” (kiadé A. Darbre)
1986, c. kiadvdny 49-53. oldalain lefrt médszerrel, és
végiil egy tiol jelenlétében a szabdlyos diszulfid-hidak
kiképzése mellett denaturaljuk, pl. G. H. Dixon és A.
C. Warldow részérél a Nature-ben (1960), 721-724.
old., leirt médszerrel.

A C-peptidet triptikus hasités ttjan tdvolitjuk el, pl.
Kemmler és tsai mddszerét alkalmazva; 1.: J. B. C.
(1971), 6786-6791. old., és a (II) 4ltaldnos képletl
inzulinszdrmazékot ismert technikai eljarasokkal, mint
kromatogréfidval — L.: pl. EP-A 0 305 760 — és kris-
talyositdssal tisztitjuk.

A (II) dltaldnos képletii inzulin-szdrmazékot, melynél
R?=Asp és X =His célszerGen ugy is elddllithatjuk,
hogy egy (1) 4ltaldnos képletd ismert, bazikusan modifi-
kdlt inzulinszdrmazékot vizes-savas kozegben hidrolizil-
Jjuk (mivel itt csak az aszparagin amidcsoportjat az A21-
poziciéban kell hidrolizélni), el6nyésen kb. 2 és kb. 4 ko-
zott, kiilonosen kb. 2,5 pH-értéknél, és kb. 040 °C ko-
zotti hdmérsékleten, elénydsen szobahSmérsékleten.

Ataldlmény szerinti (IT) dltaldnos képletd inzulinszar-
mazékokat és/vagy ezek fiziolGgiai szempontbdl elfogad-
hat6 séit f6leg gydgyszerészeti készitmények hatGanyaga-
iként, a diabetes mellitus kezeléséhez lehet alkalmazni.

A gyGgyszerészeti készitmény elGnydsen injekcids
c€lokra szolgal6 oldat vagy szuszpenzid; a készitmény
legaldbb egy (II) éltaldnos képletdd inzulinszdrmazékot
és/vagy ennek legaldbb egy, fiziolégiai szempontbdl
elfogadhaté séjat tartalmazza oldott, amorf és/vagy
kristdlyos — el&nyosen oldott — formdban.

A készitmény pH-ja el6nydsen kb. 2,5 és 8,5 ko-
z6tt, kiilondsen kb. 4,0 és 8,5 kozétt van,

megfelel izotonizal$ szert, konzervélészert és adott
esetben megfeleld puffert, valamint el6nyssen egy meg-
hatérozott koncentrdciGban cink-ionokat tartalmaz,
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valamennyit természetesen steril, vizes oldatban. A
készitmény alkotdinak Gsszessége — a hatéanyagon ki-
viil — képezi a hordozét a készitményben.

Megfelel6 izotonizal6 szerek pl. a glicerin, gliikéz,
mannit, NaCl, kalcium- vagy magnéziumvegyiiletek,
mint CaCl,, MgCl, stb.

Az izotonizalé szer és/vagy a konzervdldszerek
megvilasztdsdval befolydsolni lehet az inzulinszdrma-
zék illetve fiziolGgiai szempontbdl elfogadhaté sGjanak
oldhatésdgat enyhén savas pH-értéknél.

Alkalmas konzervaldszerek pl. a fenol, m-krezol,
benzilalkohol és/vagy p-hidroxi-benzoesavészter.

Pufferként, kiilonésen a kb. 4,0 és 8,5 kozotti pH
ériékek bedllitdsdhoz, pl. ndtrium-acetatot, natrium-cit-
ratot, ndtrium-foszfatot stb. lehet alkalmazni. A pH-ér-
€k bedllitdsdhoz egyébként fizioldgiai szempontbol
ko6zombos savak (kiilontsen a HCI) illetve ligok (kii-
Iondsen a NaOH) is megfelelnek.

Ha a készitmény cinket is tartalmaz, 1 pg és 2 mg,
kiilonosen 5 ug €s 200 pg kozotti Zn/ml mennyiségek
részesiilnek elényben.

El6nyos hatdanyag-koncentrdciék a kovetkezdk:
mintegy 1-1500, még el6nyosebb a kb. 5-1000 és
kiilongsen elényos a 40—400 nemzetkdzi egység/ml.

A taldlmany szerinti (II) altaldnos képletd 4j inzulin-
szdrmazékok géntechnoldgiai eléllitési eljarasaban kules-
fontossagd kozbensd termék a pPSW3 plazmid [(22) képlet],
amelyet el6szor egy kordbbi, mini-proinzulin elGallitdsdra
vonatkoz6 szabadalmi bejelentésiinkben frtunk le; elGallita-
si eljdrasat a jelen bejelentésiink példdiban is ismertetjiik.

1. példa

A pSW3 plazmid elddllitdsa

a) A pIK1 és pIK2 plazmidok elddllitdsa

A kereskedelemben beszerezhetd pUCI19 plazmidot a
Kpnl és Pstl restrikci6s enzimekkel felnyitjuk és a nagy
fragmentumot (1) 0,8%-os ,,Seaplaque”-gélen elvélaszt-
Jjuk. Ezt a fragmentumot az 1. tdblazat szerinti szintetikus
2. DNS-sel (2) és T4 DNS-ligdzzal elegyitjiik, és a ligaci-
6s elegyet kompetens Escherichia coli 79/02 sejtekkel in-
kubdljuk. A transzforméacids keveréket 20 mg/l ampicil-
lint tartalmazé IPTG/Xgal lemezeken szélesztjiik. A fe-
hér telepekbdl izoldljuk a plazmid-DNS-t, és restrikcids-
és DNS-szekvenciaanalizis révén jellemezziik. A kivant
plazmidokat a tovdbbiakban pIK1-nel (3) nevezziik. Ha-
sonléképpen ligaljuk a 2. tablazat szerinti DNS-t (5) is
eldzbleg Pstl-gyel és HindlIll-mal felnyitott pUC19-cel
(4). Igy a pIK2 plazmidot (6) kapjuk.

1. tabldzat
IK I génfragmentum

Phe

10 20

30

40

2

CT TTG GAC AAG AGA TTC GTT AAC CAA CAC TTG TGT GGT TCT CAC
CAT CGA AAC CTG TTC TCT AAG CAA TTG GTT GTG AAC ACA CCA AGA GTG

1

(KpnI) Hpal
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TTG GTG GAA GCG TTG TAC TTG GTT TGT GGT GAG CGT GGT TTC TTC
AAC CAC CTT CGC AAC ATG AAC CAA ACA CCA CCA CTC GCA AAG AAG

B30

3

Thr Arg Lys Gly Ser Leu

100 110 120

TAC ACT CCA AAG ACG CGT AAG GGT TCT CTG CA

ATG TGA GGT TTC TGC GCA TTC CCA AGA G

MluI (PstI)
2. tdbldzat
IK 11 génfragmentum
Al
Gln Lys Arg Gly
130 140 150 160

G AAG CGT GGT ATC GTT GAA

6

CAA TGT TGT ACT AGT ATC TGT TCT

AC GTC TTC GCA CCA TAG CAA CTT GTT ACA ACA TGA TCA TAG ACA AGA

(PstI)

Asn

170 180 190

200

5
SpelI

210

TTG TAC CAG CTG GAA AAC TAC TGT AAC TGA TAG TCG ACC CAT GGA
AAC ATG GTC GAC CTT TTG ATG ACA TTG ACT ATC AGC TGG GTA CCT TCG A

A pIK4 plazmid elddllitdsa

A pIK1 (3) és pIK2 (6) plazmidokbdl ismét izoldl-
Jjuk az 1. és 2. tdbldzat szerinti DNS-szekvencidkat [(2)
és (5)], és el6zbleg Kpnl-gyel és HindIll-mal felnyitott
puC19-cel (7) ligdljuk. Igy nyerjiik a pIK3 (8) plazmi-

B30
(Thr)

Al A2 A3 A4 A5 A6

(MlulI)

kapcsoljuk Gssze, amely a B-ldnc utolsé kodonjat
(B30) egy arginin-kodonnal kiegésziti, az A-lanc elsé 7
aminosavjat kédolé kivdgott kodonokat helyettesiti, és
az A-ldnc 8. és 9. aminosavjdt kédolé kodonokkal
kiegésziti. Igy a pIK4 plazmidhoz (11 ) jutunk.

c) A pIK10 expresszios vektor elddllitdsa
Az A 0229 999 szamii eurépai szabadalmi leirdsbdl

B B?
Met Ile Glu Gly Arg Phe Val

40

A7

(Arg) Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys
5 CG CGT GGT ATC GTT GAA CAA TGT TGT
3’ A CCA TAG CAA CTT GTT ACA ACA

50

55

5" CG CGT ATG ATT GAG GGC CGT TTC GTT 3’

4

(HindIII)

dot, amely egy mddositott human inzulin-szekvenciat
kédol.

A pIK3 (8) plazmidot Mlul-gyel és Spel-gyel fel-
nyitjuk és izoldljuk a nagy fragmentumot (9). Ezt az
alabbi DNS-szekvencidval (10)

A8 A9

(Thr) (Ser) (10)

A 3’

TGA TC 5’
(Spel)

ismert pK50 (12) plazmidot EcoRI-gyel és HindIII-mal
hasitjuk [ott a 3. példa: 3. dbra (33)]. Mindkét fragmen-
tumot [(13) és (14)] izolaljuk. Az IL-2 rész-szekvenci-
4ju kis fragmentumot (14) Mlul-gyel tovdbbhasitjuk és
izoléaljuk az I.-2 rész-szekvenciat (15).

A pIK4 plazmidot EcoRI-gyel és Hpal-gyel hasitjuk és a
nagyobbik fragmentumot (16) izoldljuk, majd az IL-2 rész-
szekvencidval (15) és az alabbi szintetikus DNS-sel (17)

(17)
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3’ A TAC TAA CTC CCG GCA AAG CAA 5

(M1ul) (Hpal)
ligdljuk, ezéltal nyerjiik a pIK8 (18) plazmidot. Ez egy
fuzids proteint kédol, amelyben az IL-2 elsG 38 amino-
savjit egy Met-Met-lle-Glu-Gly-Arg képletd 4thidalé
tag koveti, ezutdn pedig a mini-proinzulin aminosav-
szekvencidja kovetkezik.

A pIK8 (18) plazmidbél kihasitjuk a fenti fiziés
proteint kédolé EcoRI-HindIII-fragmentumot (19). Ezt
a fragmentumot a pK50 hasitdsdval kapott nagy frag-
mentummal (13) ligdljuk. Igy nyerjiik a pIK10 (20)
expresszids vektort, amely a fentebb jellemzett fiizids
proteint kddolja.

d) A pSW3 plazmid elddllitdsa

Ha eltavolitjuk a pIK10 (20) vektorbdl az Ndel-
BstEIl-szegmentumot, amely az gynevezett ,.bom si-
te”-ot tartalmazza, olyan vektort kapunk, amely tobb
példdnyban van jelen a sejtben és a ,,bom site” hidnya
miatt nem mobilizdlhaté tobbé konjugativ plazmidok
altal.

A fenti célra a pIK10 (20) vektort BstEIl-vel és
Ndel-gyel hasitjuk, a DNS-t etanollal kicsapjuk, DNS-
polimerdzt tartalmazé pufferbe vissziik és Klenow-féle
polimerdz-reakcidnak vetjilk ald. Az igy keletkezett
csonka végili DNS-fragmentumokat gél-elektroforézis-
sel szétvdlasztjuk, és a nagyobbik fragmentumot (21)
izoldljuk. Ligdldssal kapjuk a pSW3 (22) vektort. A
vektorral kompetens Escherichia coli Mc1061 sejteket
transzformédlunk, és a sejteket szaporitjuk, majd a
pSW3 (22) plazmidot izol4ljuk és jellemezziik.

2. példa

Plazmid létrehozdsa GlyA?' -humdn-inzulin-ArgB3'-

OH eldallitdsdhoz

A plazmid-DNS-t a Pvu2 €s Sall restrikcids-enzi-
mekkel dtalakitjuk és utdna alkalikus marhafoszfatdz-
zal (a Boehringer Mannheim NSZK-beli cég készitmé-
nye) kezeljiik az el§dllit6 véllalat haszndlati utasitdsa-
ban elirt médon.

A keletkezd két fragmentumot gél-elektroforetiku-
san szétvdlasztjuk és a nagy fragmentumot elkiilonit-
juk. Ezt a fragmentumot T4-DNS-kapcsoldsi reakcié
sordn a kovetkez§ szintetikus DNS-szekvencidval kap-
csoljuk ossze:

5" - CTG GAA AAC TAC TGT GGT TGA TAG
GAC CTT TTG ATG ACA CCA ACT
ATC AGCT - 5’

A kapcsoldsi eleggyel E. coli W-3110 (ATCC
27 325) sejteket transzformdlunk. A transzformécids
elegyet 20 pg/ml ampicilint tartalmazé NA-lemezekre
szélesztjiik és éjjelen 4t 37 "C-on inkubdljuk. (Az NA-
lemezeket oly médon allitjuk eld, hogy 8 g Bacto tép-
anyagot (a Difco cég készitménye), 15 g Bacto-agart
(Difco) és 5 g ndtrium-kloridot 1 liter vizben oldunk,
az oldatot autokldvban sterilizaljuk, azutdn hozzaadjuk
a kivant mennyiségd (20-25 mg/1) ampicillint, majd az
igy készitett agar-oldatot lemezekké hagyjuk szilardul-
ni.) Az egyes képz4dott telepekbdl éjjelen 4t kultirat
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készitiink és ezekbdl plazmid-DNS-t nyeriink. A meg-
feleld plazmidok, amelyek a megviltozott A-lancot ké-
doljdk, a pIK100 megjelolést kapjak.

A transzformalt E. coli sejtekkel €jjelen at készitett
kultirat, amely a pIK100 plazmidot tartalmazza,
50 ug/ml ampicillint tartalmazé LB tdpkozeggel (J. H.
Miller, Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring
Harbor Laboratory, 1972) higitjuk 1:100 tf. ardnyban, és
a kultdra fejlédését OD-méréssel kovetjilk. OD = 0,5 ér-
ték eléresekor a kulturdt 1 mM 1PTG-re éllitjuk be és a
baktériumokat 3 6ra milva lecentrifugaljuk. Az elkiiloni-
tett baktériumokat 7 M karbamidot, 0,1 SDS-t és 0,1 M
ndtrium-foszfétot tartalmazd, 7,0 pH -értékd pufferoldat-
ban 5 percig forraljuk, és egy SDS gélelektroforézis-le-
mezre mintdkat vesziink. A gélelektroforézises analizis a
kb. 10 000 méltomegnek megfelel§ tartomédnyban egy
olyan sdvot mutat, amely a kivant fiiziés fehérjének felel
meg. Az itt kapott anyag a ,,Western Blot” prébaban az
inzulin elleni antitestekkel reagal.

A sejtek nyomds alatti feltdrdsa és a centrifugdlds
utdn az iiledékben kapjuk a fiziés fehérjét, egyéb old-
hatatlan sejt-alkotérészek kiséretében.

A kapott fiiziés fehérjébdl a cim szerinti médositott
inzulin-szdrmazékot az aldbbi 3 példdban leirt eljards-
sal allitjuk el6.

3. példa

GhAY - humdn inzulin-Arg®3'-OH elddllitdsa

A centrifugdldssal és foszfat-pufferrel (pH 7), ille-
t6leg vizzel valé mosdssal tisztitott fiiziés proteinbdl
(szdrazanyagtartalma koriilbeliil 25%) 40 g-ot 75 ml
98-100%-0s foszforsavban oldunk és 5 g BrCN-ot
adunk hozz4. 6 6ran keresztil hagyjuk szobahdmérsék-
leten reagdlni, majd az elegyhez 2 liter vizet adunk és
fagyasztva szdritjuk.

A fragmentumok keverékét (10 g) feloldjuk 1 liter
pufferoldatban [8 m6l/] karbamid, 0,2 mél/1 Tris-HCl
(pH 8,5)] 30 °C-ra melegitjiik s 10 g natrium-szulfitot
és 2,5 g nétrium-tetrationdtot adunk hozzd. 90 perc
elteltével 30 "C-on 3 liter hideg vizet adunk hozzé és a
pH-t 7,0-re dllitjuk. A kivélt csapadékot centrifugdlds-
sal elkiilonitjiik; a szupernaténs folyadékbdl a proinzu-
lin S-szulfondtot tartalmaz6 nyers terméket a pH-érték
3,5-re dllitdsdval levélasztjuk. Az elegyet 15 6ra hosz-
szat inkubéljuk, majd 4 “C-on centrifugaljuk. A csapa-
dékot 200 ml vizzel mossuk és fagyasztva szdritjuk.

A kapott nyers termékben az S-szulfondt dusitdsa
két 1épésben torténik az aldbbiak szerint:

1. lépés: Anioncseréld kromatografids eljdrassal
5x60 cm-es oszlopon, amely 3 mél/l karbamidot és
0,05 mé6l/1 Tris-HCl-ot tartalmazé pufferben (pH 8,3)
Fractogel® TSK DEAE-650 M-mel van megtdltve. Az
eludldst 0,05-0,5 mél/l NaCl-gradienssel végezziik, 6
literes mennyiségekkel. Az eludtum analizise utan izo-
elektromos fékuszdldssal csapjuk ki a terméket az
egyesitett frakciékbdl dgy, hogy 1 mél/l karbamid-kon-
centracidig higitunk és a pH-t 3,5-re 4llitjuk.
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2. Iépés: Nagy és kis molekulatomeg(i szennyezések
eltdvolitdsa gélszaréssel, RSephacril $200-on 3 mél kar-
bamidot, 0,05 mél1 Tris-HCl-ot, 0,05 mél/1 NaCl-ot tar-
talmazé pufferben (pH 8,3). A frakcidk analizise és a ter-
mék izoldldsa ugyandgy torténik, mint az el5z8 1€pésnél.
A csapadékot 20 ml vizzel mossuk és fagyasztva szdritjuk.

A térszerkezet kialakitdsdhoz és a diszulfid-hidak
képzéséhez az S-szulfondtot 50 ml 8 mél/1 karbamidot,
0,02 mdéiN Tris-HCl-ot tartalmazé pufferben (pH 8.,6)
oldjuk. Néhany csepp oktanol hozzdaddsa utén 15 percen
keresztiil utétisztitott nitrogént vezetiink keresztiil az ol-
daton. 1,1 ml (16 mél1 koncentrécidji) 2-merkapto-etanol
hozzdaddsa utdn 1 6rédn beliil, szobahémérsékleten vég-
bemegy a teljes redukcié. Az oldatot RSephadex G25-osz-
lopra (560 cm) vissziik, és 0,05 mé6l1 koncentriciéja
glicin/NaOH (pH 10,6) oldattal eludljuk. 300 ml glicin-
pufferben 1évé fehérje-frakeiét a pH-érték ellendrzése, és
esetleges korrigdlasa (pH 10,6) utdn 2 napig 4 °C-on tartjuk.
Ezutan a pH-t 6,8-ra 4llitjuk, és az oldatot 1 mg (3,5 egy-
ség) L-[1-(p-tozil-amino)-2-fenil-etil}-(ki6ér-metil)-ketonnal
(TPCK) kezelt tripszinnel (Merck) inkubdljuk szobahg-
mérsékleten, 4 6ran keresztiil. Ezutdn a pH-t 3,5-re 4llit-
Juk be, az oldathoz 1 mg tripszin-inhibitort {széjababbdl
(Sigma)] és 3 ml 10%-o0s ZnCl,-ot adunk és a pH-t ismét
visszadllitjuk 6,8-ra. A kivalt csapadékot centrifugildssal
elvélasztjuk. A kapott nyers termék cim szerinti inzulint
tartalmaz, amelyet S-SepharoseR-on végzett ioncseréld
kromatogréfids  eljdrdssal  (2,5x40 cm-es oszlop)
50 mmoV/1 tejsavat és 30% izopropanolt tartalmazé puf-
ferben tisztitunk. Az eludlast 0,05-0,50 mél/l koncentra-
ci6ji NaCl-oldattal (1-1 liter) végezziik, gradiens-eldci-
6val. Az eludtumot nagynyomasu folyadékkromatogra-
fids eljardssal analizdljuk. A terméket tartalmazé frakci-
Skat vizzel 1:1 aranyban higitjuk, majd a cfm szerinti in-
zulint 10 ml/l 10%-os ZnCl,-ot tartalmazé viz hozzi-
adasaval kicsapjuk a pH 6,8-ra val6 bedllitdsa utdn. A
centrifugdlds dtjdn elvalasztott csapadékot 1 g/l fenolt,
10,5 g/l citromsavat és 200 mg/l ZnCl,-ot tartalmazé
pufferbdl (pH 6) kristalyositjuk. A kevés vizzel mosott
kristdlyokat fagyasztva széritjuk.

4. példa

Plazmid létrehozdsa Gly(A21)-Asn(B10)-humdn in-

zulin-Arg(B31-OH) elddllitdsdhoz

A pIK100 plazmid-DNS-t a Hpal €s Dra3 restrikci-
6s enzimekkel hasitjuk és alkdlikus marha-foszfatdzzal
kezeljiik. A keletkezd két fragmentumot gél-elektrofo-
retikus ton szétvélasztjuk és a nagyobb fragmentumot
elkiilonitjiikk. A fragmentumot a kovetkezd szintetikus
DNS-szekvencidval kapcsoljuk:
5’ - AAC CAA CAC TTG TGT GGT TCT AAC TTG

TTG GTT GTG AAC ACA CCA AGA TTG - 5

A kapcsoldsi keverékkel megfelel§ E. coli W3110
sejteket transzformdlunk. A keletkez§ pIK101 plazmidot
a tovabbiakban a 2. példdban leirtak szerint kezeljik.

5. példa

Plazmid létrehozdsa Gly**'-AspB10-humdn inzulin-
ArgB3.ArgB3LOH elédllitdsdhoz.

A pSW21 plazmid-DNS-bél kiindulva, a 4. példa-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ban leirt médon hozzuk létre a pSW30 plazmidot; az
eljdrdsban a kovetkezd szintetikus DNS-szekvenciat
alkalmazzuk:
5 - AAC CAA CAC TTG TGT GGT TCT GAC CTA
TTG GTT GTG AAC ACA CAA AGA CTG - 5
Az eljarédst a tovabbiakban a fenti 2. példa szerint
folytatjuk le.

6. példa

Expresszios plazmid létrehozdsa majom-proinzulinhoz

A majom-proinzulin csupédn abban tér el a human-
proinzulintél, hogy a C-peptidben egyetlen aminosav
kiilonbdzik [B37-Pro a humdn proinzulin B37-Leu
csoportja helyett, v. (3') képlet].

A pSW3 plazmidot Hpal-gyel és Sall-gyel nyitjuk
és a maradék plazmid-DNS-t elkiilonitjik. Az EP-A
0 229 998 sz. szabadalmi dokumentumban leirt pK50
plazmidbél a Dra3-Sall-majom proinzulin-fragmentu-
mot elkiilonitjiik. A két fragmentumot egy T4-DNS-
kapcsolési reakcidban az aldbbi szintetikus DNS-frag-
mentummal kapcsoljuk:

5" - AAC CAG CAC CTG TGC GGT TCT CAC CTA

TTG GTC GTG GAC ACG CCA AGA GTG - %
Ily médon a pSW2 plazmidot nyerjiik, melynek DNS-e
kiinduldsi anyagul szolgal a kovetkezSkben a di-Arg-
human inzulin-szdrmazékokat kddolé expresszids
plazmidok Iétrehozdsdhoz.

7. példa .

Plazmid létrehozdsa GIy(A21)-humdn inzulin-

Arg(B31)-Arg(B32)-OH elddllitdsdhoz

A pSW?2 plazmid DNS-ét a 2. példdnak megfelelS-
en Pvu2-vel és Sall-gyel hasitjuk és a nagyobb frag-
mentumot a 2. példa szerinti szintetikus DNS-seL kap-
csoljuk; a pSW21 plazmid keletkezik.

8. példa

Plazmid létrehozdsa Ser(A21)-humdn inzulin (Arg

B31-OH) eloallitdasdhoz

A plazmidot a 2. példdban leirt tton hozzuk létre. A
szintetikus DNS-szekvencia azonban a kovetkezdkép-
pen viltozik:
5’ - CTG GAA AAC TAC TGT TCA TGA TAG
GAC CTT TTG ATG ACA AGT ATC AGCT - %

9. példa

Plazmid létrehozdsa Ser(A21)-humdn inzulin-

Arg(B31)-Arg(B32)-OH eldédllitdsdhoz

A pSW2-DNS-bdl kiindulva a 8. példdval analég
moédon a pSW22 plazmidot hozzuk létre.

10. példa

Plazmid létrehozdsa GIv(A21)-Asn(B10)-humdn in-

zulin-Arg(B31)-Arg(B32)-OH elddllitdsdhoz

A pSW21-DNS-bdl kiindulva a 4. példdval analdg
moédon a pSW23 plazmidot hozzuk létre.

Ennek sorén szintetikus DNS-szekvenciaként a ko-
vetkezd szekvenciat alkalmazzuk:
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5’ - AAC CAA CAC TTG TGT GGT TCT AAC CTA
TTG GTT GTG AAC ACA CAA AGA TTG - 5

11. példa

Plazmid létrehozdsa Ser(A21)-Asn(B10)-humdn in-

zulin-B31(Arg)-B32(Arg)-OH elddllitdsdhoz

A pSW22-DNS-bél kiindulva a 3. példdval analég
mddon, a 10. példdban leirt szintetikus DNS-szek-
vencia alkalmazisival a pSW24 plazmidot hozzuk
létre.

12. példa

Eljdrds Asp™?'-humdn inzulin-Arg®31-ArgB32.0H

elddllitdsdra humdn inzulin-Arg®3'-ArgB32-OH-bsl

hidrolizis vitjdn

1 g humén inzulin-ArgB3'-ArgB32-OH-t 100 ml viz-
ben feliszapolunk. Sésav hozzdaddsdval a pH-értéket
2,5-re dllitjuk be, és az oldatot 37 “C-on tartjuk. Egy
hét utdn az anyagnak kb. a felét AspA?'-humdn inzulin-
ArgB*-ArgB32.0H-v4 alakitjuk. A terméket anioncse-
rélével ismert médon elvalasztjuk a kiinduldsi anyag-
161, kicsapjuk az eludtumbdl, és literenként 10,5 g cit-
romsavat, 1 g fenolt és 5 ml 1%-os cink-klorid oldatot
tartalmazé pufferben 5 g/l protein koncentriciéval
6.0 pH-ndl kristalyositjuk. Hozam: 390 mg AspA?'-hu-
man inzulin-ArgB?'-ArgB32,

Hasonlé médon alakitjuk 4t az egyéb hasonlé, az
A21 helyen Asn csoportot tartalmazé inzulinszdrma-
zékokban az Asn csoportot hidrolizis ttjdn Asp cso-
porttd.

A 12. példa kiinduldsi anyagaként alkalmazott hu-
méan inzulin-ArgB3!-ArgB32.0H az EP-A 0 132 770
szdmu eurdpai kdzrebocsdtési iratban lefrt médon allit-
hatd elg.

13. példa

Injekcic-oldat elédllitdsa

A B/ szerinti inzulin-szdrmazékokat 1,4 mg/ml
koncentrdciéval az aldbbi §sszetételd (per ml) steril
hordozé-oldatban oldjuk:

18 mg glicerin, 10 mg benzilalkohol, 80 ug Zn2,
pH 4.0.

14. példa

AspA?l-humdn inzulin-ArgB*2-OH készitmény ha-
tasprofilja kutydn, Osszehasonlitva a humaninzulin-
ArgB-ArgB2.0H és Basal-H-inzulin-Hoechst® (=
NPH azaz Neutral-Protamin Hagedorn szerint, kb.
10 g Zn?* tartalommal) készitményekkel.

A kutydknak beadott inzulinszdrmazék adagja
0,3 NE/kg testtomeg volt.

Vércukor a kezdeti érték sza-
Készitmény zalékdaban 6rakban (h)
Th|{2h|3h|5h|7h
talglmny | ASP" -humén
Szcn,my inzulin ArgB?!. | 99 | 62 | 51 | 75 | 98
ArgB¥2.0H

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Vércukor a kezdeti érték sza-
Készitmény zalékaban 6rakban (h)
lh|{2h|{3h|{5h | 7h
humén inzulin
. ArgB3lArgB32. 1 77 | 52 | 64 | 85 | 98
Osszeha-
o OH
sonlitas
Basal-H-Insulin
Hoechst® 71 | 49 | 59 | 83 | 100

Ez a példa azt mutatja, hogy az AspA?!-humén inzulin-
ArgB¥-ArgB32.0H ugyanazzal az el6nyos Bas 1-profil-
lal rendelkezik, mint a human inzulin-ArgB3!-ArgB32
OH. Kiegészitésként az Asp”?!-humdninzulin-ArgB?!-
ArgB32.0OH el8nyss tulajdonsdgara kell ramutatni,
vagyis arra, hogy a megvalasztott feltéielek kozott a
vegyiilet hosszi ideig stabil.

Az aldbb A-E alatt felsorolt tovébbi tj inzulinszdr-
mazékok ugyancsak 0,3 NE/kg adagjdval hasonlé ko-
rillmények kozott kezelt kutyakkal az aldbbi eredmé-
nyeket kaptuk:

Ve- Vércukor a kezdeti érték szdzalékdban

gyi-

let | 'h{2h}3h |4h | 5h|{6h | 7h | 8h
A 8 | 58 | 55 70 | 80 | 100
B 93 58 62 73 90 | 100
C 98 88 66 62 | 62 | 64 70 | 80
D | 100 | 98 91 87 78 | 72 70 | 69
E 70 | 72 78 81 93 92 94 | 96

A fenti kisérletekben az aldbb felsorolt humén inzu-
lin-szdrmazékokat alkalmaztuk, amelyeket a taldlmany
szerinti eljérdssal, a fentebbi példdkban leirthoz hason-
16 médon allitottunk el6:

ASpBIO_G]yAZI_ArgBSI -ArgB32-OH
AspP'0-SerA?l_ArgBI_ArgP2-0OH
GlyA2!-ArgB¥-0H

GIyA21_ArgB31_ArgB32_OH

SerAZl_ArgB3l _ArgB32_OH

A fentebbi sszehasonlité kisérletek eredményeihez
hasonlé médon ezek a kisérleti eredmények is mutatjak a
taldlmdny szerinti 4j inzulinszdrmazékok hatdserisség és
hatasprofil szempontjabdl elényos tulajdonséagait.

mgoaQw»

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras (II) dltaldnos képleti humén inzulinszar-
mazékok — ebben a képletben
R! jelentése H-Phe,
R? jelentése Asp, Gly vagy Ser,
R¥ jelentése Thr,
R¥ jelentése Arg-OH vagy Arg-Arg-OH,
X jelentése Asp, Asn vagy His —
és adott esetben fiziolégiai szempontbdl elfogadhaté
s6ik elGéllitdsdra, azzal jellemezve, hogy a fenti meg-
hatdrozasnak megfeleld inzulin-szdrmazékot és kivéant
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estben egy fizi6s partner-peptidet kédolé génstruktiirat
expresszi6s plazmidba épitjiik, bakteridlis gazdasejtben
kifejezziik és a fehérjét kinyerjiik, és amennyiben a
génstrukuira fizids fehérjét kédol, a kapott fiizids fe-
hérjéb6l az inzulin-szdrmazékot felszabaditjuk — és
adott esetben a kapott (II) 4ltaldnos képletd inzulin-
szdrmazékot fiziolégiai szempontbdl elfogadhaté séva
alakitjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy olyan (II) 4ltaldnos képletd inzulin-szdrmazé-
kot 4llftunk el5, amelynél R? jelentése Asp csoport.

3. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy olyan (II) 4ltaldnos képletd inzulinszdrmazé-
kot dllitunk el5, amelynél X jelentése Asp csoport.

4. Eljaras olyan (II) 4ltaldnos képletdi human inzu-
linszdrmazékok és adott esetben fiziolégiai szempont-
bdl elfogadhaté séik elddllitdsara, amelyeknél R! jelen-
tése H-Phe, R? jelentése Asp, R¥ jelentése Thr, R3!
jelentése Arg-OH vagy Arg-Arg-OH és X jelentése His

5

10

15

csoport, azzal jellemezve, hogy egy (I) dltaldnos képle-
tli inzulinszdrmazékot — ahol R!, R% és R?' jelentése
egyezik a fent megadottal — vizes-savas kdzegben hid-
rolizalunk, €s adott esetben a kapott (II) dltaldnos kép-
leti inzulinszdrmazékot fiziolégiai szempontbdl elfo-
gadhaté sévd alakitjuk.

5. Eljards gydgyaszati készitmények elGallitdsdra,
azzal jellemezve, hogy valamely az 1. igénypont sze-
rint eldallitott (II) altaldnos képletd inzulinszdrmazékot
— ahol R}, R%, R, R3! és X jelentése egyezik az 1.
igénypontban megadottal — vagy ennek fizioldgiai
szempontbdl elfogadhatd séjat vivGanyaggal és/vagy
egyéb gyogyszerészeti segédanyaggal, és adott esetben
cinkvegyiilettel Gsszekeverve gydgydszati célokra al-
kalmas készitménnyé alakitjuk.

6. Az 5. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy a (II) dltaldnos képletd inzulinszarmazék olda-
tdhoz 1 ml-re szamitva 1 pg—1 mg, el6nydsen S pg-
200 pg cinkvegyiiletet, elényosen cink-kloridot adunk.
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