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Ihmisen insuliinin analogit ja niitd sis&ltdvat valmisteet

Ta8m& keksint6 koskee uusia, erittdin spesifisen biologisen
aktiivisuuden omaavia ihmisen insuliinin analogeja sek§
insuliinivalmisteita, jotka sis&lt&vat t&mdn keksinn®én mu-

kaisia ihmisen insuliinin analogeja.

Aina siitd asti, kun insuliini vuonna 1922 keksittiin, mo-
nia eri tyyppisid insuliinivalmisteita on k&ytetty sokeri-
taudin (Diabetes mellitus) hoitamiseksi. Alussa k8ytettiin
yksinomaan insuliiniliuoksia, joilla oli nopeasti alkava
ja suhteellisen nopeasti loppuva insuliiniaktiivisuus,
mutta myShemmin on valmistettu insuliinivalmisteita, joil-
la on laajempi aktiivisuusprofiili, joka aikaansaadaan
alentamalla insuliinin liukoisuutta lisdaineilla, kuten
esim. sinkkisuolalla ja/tai protamiineilla. Syistd, jotka
liittyvét insuliinin saatavuuteen, ké&ytetty insuliini on
tavallisesti otettu talteen kotiel&inten haimasta, useim-
miten hdrkien, sikojen ja lampaiden haimasta, kuitenkin
viime aikoina markkinoille ovat tulleet my6s valmisteet,
jotka sis&lt&vdt bioteknologista alkuper&& olevaa ihmisen

insuliinia.

Vuosien mittaan on kuvattu suuri joukko ihmisen insuliinin
keinotekoisesti valmistettuja analogeja, tavallisesti tar-
koituksena on selvent&d, miks vaikutus rakenteella on ak-
tiivisuuteen, katso esim. M&rke et al., Hoppe-Seyler's Z.
Physiol.Chem. 360, s. 1619-1632 (1979). Tutkimukset, joi-
den kohteena ovat olleet insuliinin (B22-B26)-sekvenssin
substituutioiden vaikutus aktiivisuuteen reseptorisitoutu-
misessa, ovat olleet erityisen kiinnostavia, koska maini-
tun sekvenssin arvellaan olevan insuliinireseptorin sitou-
tumisen p&ddalue ja koska on todettu luonnollisesti tapah-
tuneita mutaatioita, joissa mainitulla alueella esiintyy
substituutioita. Katso esim. S. Shoelson et al. PNAS 80.
S. 7390-7394 (1983) ja M.Kobayashi et al.: Biomed.Res.



5 (3) s. 267-272 (1984). Ndin analogeilla, joissa Phe(B24)
tai Phe(B25) on korvattu, on havaittu eritt8in alhaiset
aktiivisuudet ja t&std johtuen on p&d&telty, ettd n¥iden
kahden aminohapon esiintyminen on ratkaisevan t&rke&td re-

septorisitoutumiselle.

Insuliinimolekyylin korvausreaktioiden tarkoituksena voi
olla myds insuliinin aktiivisuusprofiilin parantaminen dia-
beteksen hoitamiseksi. N&in esim. DK-patenttihakemuksessa
nro 5457/86 esitetd&dn, ettd korvaamalla insuliinimolekyy-
lissd yksi tai useampi Glu neutraalilla aminohappot&hteel-
18 tuloksena on insuliinin saostumisalueen siirtyminen si-

ten, etta injektion j&lkeen saavutetaan hidas vapautumi-

nen.

Lis&ksi DK-patenttihakemus nro 4116/86 kuvaa insuliiniana-
logeja, jotka absorboituvat erityisen nopeasti injektion
jé@lkeen. T8m& vaikutus on seurausta siitd, ettd hydrofii-
liset substituutiot, erityisesti insuliinimolekyylin B9-
ja B28-asemissa, aiheuttavat insuliinin aggregaatiokyvyn
alentumisen niin, ettd se esiintyy p&8asiallisesti mono-
meerina. Kuitenkin monilla n&istd insuliinianalogeista on

alentunut biologinen aktiivisuus.

Peptides 1980, Proceedings of the Sixteenth European Pep-
tide Symposium Helsinger, Denmark, August 31 - September
6, 1980, s. 372-377, kuvaa [TyrBzS,AlaB3o]-ihmisen insu-
liinin valmistusta, jossa vastaava, suojattu oktapeptidi
kytketdédn entsymaattisesti des-oktapeptidi-(B23-B30)-insu-
liiniin, jonka j&lkeen suojaus poistetaan trifluorietikka-
hapolla. Biologisesta aktiivisuudesta ei ole esitetty mi-

td8n tietoja.

Biol.Chem.Hoppe-Seyler 1987, 368 (6), s. 709-716, kuvaa
des-(B26-B30)-insuliini-B25-amidin analogien valmistamis-
ta, jossa pPheB25 xorvataan TyrBZS:llé tai HisBzS:llé, jol-



loin saavutetaan aktiivisuuden lis&&ntyminen, joka on 230

% ja vastaavasti 370 %. Analogit ovat typistettyjd ja ami-

doituja B25-asemassa.

Nyt on yll&tt&en havaittu, ettd tietyt ihmisen insuliinin
analogit, joissa Phe asemassa B25 on korvattu His:114 tai
Tyr:1148 ja mahdollisesti yksi tai useampi aminohappotd&h-
teistd asemissa A4, A8, Al7, A21, B9, B10, Bl2, B1l3, B21,
B26, B27, B28 ja B30 on korvattu jollain toisella
aminohappot&hteelld ja joissa lis&ksi aminohappot&hde ase-
massa B30 voil puuttua kokonaan tai olla suojattuna C-p&&s-
s8 esterin tai amidin muodossa, omaavat korkeamman biolo-
gisen aktiivisuuden kuin siin& tapauksessa, ett& Phe ase-

massa B25 on muuttumaton.

N&din ollen t&md keksintd koskee ihmisen insuliinin analo-
geja, joissa aminohappotdhde asemassa B25 on His tai Tyr,
aminohappotdhde yhdess& tai useammassa asemista A4, AS8,
Al7, A2, BS, B10, Bl2, Bl13, B21, B26, B27, B28 ja B30 on
mahdollisesti korvattu jollain toisella aminohappot&hteel-
18 ja aminohappot&hde asemassa B30 mahdollisesti puuttuu
tai on suojattuna C-p&&ss8 esterin tai amidin muodossa,
edellyttden, ettd kun B25 on Tyr, silloin B30 on eri kuin
Ala.

Esimerkkej& erityisen edullisista substituutioista edell&
esitetyissd asemissa ovat: A4:Gln, A8:His, Al7:Gln,
A21:Asp, B9:Asp, Bl0:Asp, Bl2:Ile, B13:Gln tai Arg,
B21:Gln tai Ile, B26:Glu, B27:Arg, B28:Asp ja B30:Ala tai
Ser, edellyttden, ettd kun B25 on Tyr, silloin B30 on eri
kuin Ala. Jos halutaan samanaikaisesti useita substituuti-
oita edelld esitetyissd asemissa, on edullista k&yt6n kan-
nalta, ettd ne esiintyv&t ryhm&ss&: A4, A8, Al7, B1l3, B2l,
B27 ja B30, tai ryhm&ss&: A8, A21, B9, B10, Bl2, B26, B28
ja B30, edellytt&en, ettd8 kun B25 on Tyr, silloin B30 on
eri kuin Ala.



N&din t&mé&n keksinndn mukaiset ihmisen insuliinin analogit
ovat edullisia diabeteksen hoitamiseksi, koska lis&&ntynyt
biologinen aktiivisuus, joka on seurausta B25-asemassa ta-
pahtuneista korvautumisista, merkitsee nopeampaa absorpti-
ota verestd ja lisdksi se voil neutraloida biologisen ak-
tiivisuuden v&henemists, mik& voi muuten olla seurausta

muista substituutioista ihmisen insuliinimolekyylissa.

Keksinnén erityistd suoritusmuotoa edustavat ihmisen insu-

liinin analogit, jotka sis&ltéavéat [HisB25

B25,
J

]:n tai
[Tyr :n ja ainakin yhden korvaavan aminohappot&hteen,
joka on [GlnA4], [HiSA8], [GlnAl7], [AspAZl], [AspBg],
(AspP10y, [11eB12}, [61nB13}, [argBl3], [clnB2ly,
[ProB2ly, [61uB26), [argB27], [aspP28), [A1aB307 tai
[SerB30], edellytt&en, ett& kun B25 on Tyr, silloin B30 on

eri kuin Ala.

Keksinndn toista erityistd suoritusmuotoa edustavat ihmi-

sen insuliinin analogit, jotka sis&ltavat [HisP2°

B25

l:n tai
[Tyr ]J:n ja ainakin kaksi korvaavaa aminohappotdhdettsd,

joita ovat [clnP47, [HisP8], (61nP17}, [c1nBl3y, [argBlldy,
[GlnB21], [Ilele], [ArgBZ7], [AlaB3O] tai [SerB3o], edel-

lyttden, ett& kun B25 on Tyr,silloin B30 on eri kuin Ala.

Vield erdstd keksinnén erityistd@ suoritusmuotoa edustavat
ihmisen insuliinin analogit, jotka sis&lt&vat [HisBz5]:n
tai {TyrB25
dettd, joita ovat [HisP®8), [aspP2ly, [aspB?3, [aspPiQy,
111eB12y, [(G1uB28), [aspB28y, [A1aB39) tai [serB30), edel-

lytt&en, ettd kun B25 on Tyr, silloin B30 on eri kuin Ala.

]:n ja ainakin kaksi korvaavaa aminohappotdh-

Keksinnén mukaisia, edullisia ihmisen insuliinin analogeja

ovat
[TyrBZS]—ihmisen insuliini,
[TyrBZS,AspB28]—ihmisen insuliini,

[HisBZS]—ihmisen insuliini,



B25
B25

[His AspP?8y_des-[ThrB39)-ihmisen insuliini,
[Tyr

[HisBzS]—ihmisen insuliini-B30-amidi.

]-ihmisen insuliini-B30-amidi,

Kuvatut insuliinijohdannaiset voidaan valmistaa biosyn-
teettisesti hiivassa ilment&mdll& DNA-sekvenssi, joka koo-
dittaa annettua insuliiniprekursoria. Biosynteesin jdlkeen
tdm& prekursori voidaan muuttaa insuliinijohdannaiseksi
entsymaattisesti katalysoidulla reaktiolla. Jotta saavute-
taan erittyminen kasvatusalustaan, insuliiniprekursoria
koodittava DNA-sekvenssi voidaan fuusioida toiseen DNA-
sekvenssiin, joka koodittaa hiivassa toimivaa signaalipep-
tidi&. Erittyminen voidaan aikaansaada insertoimalla Sacc-
haromyces cerevisiae'n ilmentymisplasmidiin MFal-johtosek-
venssi (Kurjan & Herskowitz, Cell 30, 933-943 (1982). Edul-
lisessa rakenteessa kdytet&dn DNA-sekvenssid, joka koodit-
taa koko MFal-johtosekvenssid, mukaan lukien kaksiem&ksi-

nen LysArg-kchta mutta pois sulkien peptidisekvenssi Glu-
Ala-Glu-Ala, joka on substraatti hiivaproteaasille DPAP

(dipeptidyyliaminopeptidaasi). T&l1l&8 tavalla saadaan oike-
an N-p&&n omaavien insuliiniprekursoreiden tehokas eritty-

minen.

Modifioituja insuliiniprekursoreita koodittavat DNA-sek-
venssit rakennettiin l8htien ilmentymiskasetista, joka si-
sd8ltyy ilmentymisplasmidin pYGABA BamHI-restriktiofrag-
menttiin, kuten kuviossa 1 on esitetty, ja joka on pituu-
deltaan 1103 emdsparia ja sis&dltdd olennaisesti seuraavaa
(lueteltu jdrjestyksessd alkaen 5'-p&&std): GAPDH-promoot-
tori (Travis et al., J.Biol.Chem., 260, 4384-4389, 1985),
jonka j&lkeen koodittava alue, jonka muodostavat: MFal-
johtosekvenssin 83 N-terminaalista aminohappoa, joita koo-
dittaa villityyppinen hiiva-DNA-sekvenssi, kuten kuvaavat
Kurjan & Herskowitz (viite esitetty edelld), jota seuraa
kaksi kodonia AAA ja AGA, jotka koodittavat Lys:id ja
Arg:td, ja vield seuraa insuliiniprekursoria, yksiketjuis-



ta des[ThrB3o]—ihmisen insuliinia (SCI) koodittava alue,
joka on synteettisesti rakennettu geeni, jossa on ké&ytetty
edullisia hiivakodoneja. Kahden lopetuskodonin j&lkeen on
SalI-restriktiokohta ja sekvenssin j&ljelle j&&v& osa
koostuu MFal-sekvenssistd, joka sis&lt&8d terminaattori-
alueen. Sekvenssi rakennetaan k&yttden yksinomaan standar-

dimenetelmia.

K8ytetty menetelmd oli "oligonukleotidin avulla suoritettu
paikkaan kohdistettu mutagenointi", jonka ovat kuvanneet
zoller & Smith, DNA, Vol. 3, No. 6, 479-488 (1984). Mene-
telmd8 on kuvattu lyhyesti seuraavassa ja perusteellisesti
esimerkissd I. Ilmentymisplasmidista eristet&&n insulii-
niprekursorisekvenssi, joka insertoidaan yksisdikeiseen,
renkaanmuotoiseen Ml13-bakteriofaagivektoriin. Yksis&ikei-
seen perim&dn emdspariutetaan kemiallisesti syntetisoitu,
komplementaarinen DNA-s&ie. DNA-s&die sisdl1t&8 halutun sek-
venssin, jota ympdrdivat sekvenssit ovat t&8ydellisesti ho-
mologiset renkaanmuotoisen DNA:n insuliinisekvenssien
kanssa. Aluke pidennetddn sen jdlkeen in vitro renkaan
muotoisen genomin koko pituuteen biokemiallisesti, k&yt-
tden Klenow-polymeraasia. Td&m& sdie antaa alun yksisé&ikei-
sille faageille, jotka, kun niitd kasvatetaan E.coli'ssa,
tekevdt mahdolliseksi halutun sekvenssin omaavan kaksis&i-
keisen DNA:n eristémisen. T&std kaksisdikeisest& DNA:sta
restriktiofragmentti voidaan eristdd ja insertoida uudes-

taan ilmentymisvektoriin.

Keksinndén mukaiset ihmisen insuliinin analogit, joissa mah-
dolliset substituutiot esiintyv&t ainoastaan viimeisissé&
aminohappot&hteissd 1&hinnd B-ketjun C-terminaalia, voi-
daan lis&ksi sin&nsd tunnetulla tavalla valmistaa puoli-
synteettisesti esim. porsaan insuliinista, kuten kuvaavat
K.Inouye et al.: JACS 101 (3), s. 751-752 (1979). Jolloin
porsaan insuliini ensin katkaistaan trypsiinilld des-
(B23-30)-ihmisen insuliiniksi, jonka j&lkeen viimeksi mai-



nittu kytketddn myds entsymaattisesti halutun aminohappo-

sekvenssin omaavaan synteettiseen peptidiin.

Keksintd koskee my&s insuliinivalmisteita, jotka tavan-
omaisten apuaineiden, tdyteaineiden ja/tai kantoaineiden
lis&ksi sis&dltév&t ainakin yhden ihmisen insuliinianalo-
gin, jossa aminohappot&hde asemassa B25 on His tai Tyr,
aminohappoté&hde yhdessd tai useammassa asemista A4, A8,
Al7, A21, B9, B10O, Bl12, Bl13, B21, B26, B27, B28 ja B30 on
mahdollisesti korvattu ja aminohappot&hde B30-asemassa
mahdollisesti puuttuu tai on suojattuna C-p&&ssé esterin
tai amidin muodossa. Keksinnén mukaiset insuliinivalmis-
teet voidaan valmistaa tavanomaisten insuliinivalmisteiden

valmistamiseksi olevien menetelmien mukaisesti.

Seuraavat esimerkit kuvaavat edelleen keksintsa.

ESIMERKKI I

Ilmentymisplasmidin, jota voidaan kdyttés [Tyrstl:SCI:n

ilmentdmiseksi, rakentaminen

Ilmentymiskasetti, joka sisdltyy ilmentymisplasmidiin
PYGABA (esitetty kuviossa 1) BamHI-restriktiofragmentissa,
eristettiin: Ilmentymisplasmidia inkuboitiin restriktioen-
donukleaasin BamHI kanssa. Olosuhteet olivat seuraavat:

20 ,ug plasmidia, 50 yksikkd& BamHI:t&, 100 mM NaCl:&8, 50
mM Tris-HCl:4&4, pH 7,5, 10 mM MgCl,:ta ja 1 mM DTT:t&d re-
aktiotilavuuden ollessa 100 ,ul. L&mp&tila oli 37 °C ja
reaktiocaika 2 tuntia. Kaksi DNA-fragmenttia erotettiin
1%:isella agaroosigeelilld ja haluttu fragmentti eristet-

tiin.



Ligointi Ml13-vektoriin M13mpls8

Eristetty restriktiofragmentti ligoitiin bakteriofaagivek-
toriin M13mpl8, joka my&s oli leikattu restriktiocendonuk-
leaasilla BamHI, seuraavassa reaktioseoksessa: fragmenttia
0,2 ,ug, vektoria 0,02 ,ug, 50 mM Tris-HCl:8&, pH 7,4, 10
mM MgCl,:ta, 10 mM DTT:t& ja 1 mM ATP:t& tilavuuden olles-
sa 20 ,yul. 5 ,ul t&td seosta transformoitiin E.coli-kan-
taan JM101. Fragmentin esiintyminen vektorissa sek& frag-
mentin asema madritettiin restriktioentsyymikartoituksella
kaksisdikeiselld M13-DNA:1la, joka eristettiin transfor-

manteista.

JM101:n transformaatio

Edelld muodostettua reaktioseosta siirrettiin eri laimen-
nuksina CaCl,-kédsiteltyihin E.coli JM10l-soluihin, k&ytté&-
en standardimenetelmid ja maljattiin 2 x YT top-agarille,
2 X YT agarmaljoille. (2 x YT = tryptonia 16 g/litra, hii-
vauutetta 10 g/litra, NaCl 5 g/litra. 2 x YT top-agar =

2 x YT, johon lis&tty 0,4 % agaroosia ja autoklaavik&si-
telty. 2 x YT agarmaljat = 2 x YT, johon lis&tty 2 % aga-
ria ja autoklaavik&sitelty.) Maljoja inkuboitiin 37 °C:ssa

yon yli.

Positiivisten kloonien identifioiminen

Kdytetty menetelmd& oli "plaque-lift"-hybridisaatio, joka
on kuvattu seuraavassa: nitroselluloosasuodatin asetettiin
maljalle, jolla oli sopiva pesdketiheys, niin ett& suoda-
tin kostui. Sen j&lkeen suodatin kylvetettiin seuraavissa
liuoksissa: 1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH 30 sekuntia, 1,5 M
NaCl, 0,5 M Tris-HCl, pH 8,0 1 minuutti, 2 x SSC (0,3 M
NaCl, 0,03 M natriumsitraatti) siihen saakka kun k&ytet-
tiin. Suodatin kuivattiin 3MM-paperilla ja pidettiin aina-

kin 2 tuntia 80 °C:n tyhjduunissa.



Mutagenointialuke, jonka sekvenssi o0li 5'-TGGAGTGTAGTAGAA-
ACCTCT-3', leimattiin radioaktiivisesti 5-p&&ss& 30 ,ul:
ssa reaktioseosta, joka sis&dlsi 70 mM Tris-HCl:88, pH 7,5,
10 mM MgCl,:ta, 5 mM DTT:td, 10 pmoolia oligonukleotidia
ja 20 pmoolia y—32P—ATP:té ja 3,5 yksikk6& T4-polynukleo-
tidikinaasia. Seosta inkuboitiin 37 °C:ssa 30 minuuttia ja

sen jdlkeen 5 minuuttia 100 °C:ssa.

Kuivattu suodatin esihybridisoitiin 2 tunnin ajan 65 °C:
ssa 6 X SSC:ssd8, jossa oli 0,2 % naudan seerumin albumii-
nia, 0,2 % Ficollia, 0,2 % polyvinyylipyrroclidonia, 0,2 %
natrium-dodekyylisulfaattia (SDS) ja 50 ,ug/ml lohenmaiti-
DNA:ta. Sen jédlkeen reaktioseos, joka sis&lsi leimatun ko-
ettimen, lisd&ttiin 15 ml:aan juuri valmistettua esihybri-
disaatioseosta ja suodatinta kylvetettiin t&ss& y&n yli

31 °C:ssa samalla varovasti ravistellen. Hybridisaation
jélkeen suodatin pestiin 3 kertaa, joka kerta 15 minuutin
ajan 2 x SSC:ssd, joka sis&lsi 0,1 % SDS:488, ja autoradio-
grafoitiin. Pestiin samassa liuoksessa mutta nyt 61 °C:
ssa ja autoradiografoitiin taas, jonka jalkeen identifioi-
tiin ne pes&kkeet, jotka sisdlsivdt mutagenointialukkeelle

komplementaariset DNA-sekvenssit.

Positiivisten kloonien uudelleentestaus

Koska identifioitu klooni on tulos heterodupleksista,
peséke maljattiin uudestaan. Hybridisaatio ja identifioin-

ti toistettiin.

Kaksisdikeisen M13-faasi-DNA:n puhdistaminen

Uudelleentestattua kloonia k&ytettiin E.coli-kannan JM101
infektoimiseen. Viljelm&d, jossa oli noin 108 faagia ja 5
JM101l-pesdkettd, kasvatettiin 5 tunnin ajan 5 ml:ssa 2 x
YT-kasvatusalustaa 37 °C:ssa. Sen j&lkeen kaksisé&dikeinen,

renkaanmuotoinen DNA puhdistettiin pelletist&d menetelmdl-
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14, jonka on esitté&nyt Birnboim & Doly, Nucleic Acids
Res., 2, 1513 (1979).

Yksisdikeisen (single-stranded=ss) DNA:n erist&minen

(templaatti)

Edelld kuvatusta transformantista eristettiin ss-DNA mene-
telmdn mukaisesti, jonka on esittényt Messing julkaisussa
Gene, 19, 269-276 (1982).

Mutagenointialukkeen 5'-fosforylointi

Mutagenointialuke, jonka sekvenssi oli 5'-TGGAGTGTAGTA-
GAAACCTCT-3', fosforyloitiin 5'-pd&std&n 30 ,ul:n reaktio-
tilavuudessa, jossa oli 70 mM Tris-HCl:88, pH 7,0, 10 mM
MgCl,:ta, 5 mM DTT:t&, 1 mM ATP:t&, 100 pmoolia oligonuk-
leotidia ja 3,6 yksikk&& T4-polynukleotidikinaasia. Reak-
ticaika oli 30 minuuttia 37 °C:ssa. Sen jdlkeen entsyymi

inaktivoitiin inkuboimalla seosta 10 minuuttia 65 °C:ssa.

Templaatin ja mutagenointialukkeen emdspariuttaminen

Templaatin ja alukkeen em&spariuttaminen suoritettiin 10
sul:ssa seosta, jossa oli 0,5 pmoolia templaattia, 4 pmoo-
lia aluketta, 20 mM Tris-HCl:&&, pH 7,5, 10 mM MgCl,:t4&,
50 mM NaCl:88 ja 1 mM DTT:td, kuumentamalla 65 °C:ssa 10
minuuttia ja j&d&dhdytt&m&lld sen jdlkeen 0 °C:seen.

Pidennys/ligointireaktio

Edelld saatuun reaktioseokseen lisdttiin 10 ,ul seuraavaa
seosta: 0,3 mM dATP:t&, 0,3 mM 4dCTP:td, 0,3 mM dGTP:t4,
0,3 mM TTP:t&, 1 mM ATP:t&, 20 mM Tris-HCl:8&, pH 7,5, 10
mM MgCl,:ta, 10 mM DTT:t&, 3 yksikkd& T4-DNA-ligaasia ja
2,5 yksikkdéd Klenow-polymeraasia. Sen jdlkeen reaktion an-
nettiin tapahtua 16 tuntia 16 °C:ssa.
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Modifioidun insuliiniprekursorin sis&lt8v&n restriktio-

fragmentin eristdminen

Edelld eristetty DNA-valmiste (noin 5 ,ug) katkaistiin 10
yksik&lld restriktioendonukleaasia BamHI 60 ,ul:ssa seos-
ta, jossa oli oli 100 mM NaCl:8&, 50 mM Tris-HCl:88, pH
7,5, 10 mM Mgclzzta ja 1 mM DTT:td, reaktioaika oli 2 tun-
tia 37 °C:ssa. DNA-tuotteet erotettiin agaroosigeelilld ja
fragmentti puhdistettiin geelisté&.

Ligointi hiivavektoriin pAB24 (kuvio 2)

Eristetty restriktiofragmentti ligoitiin restriktioendo-
nukleaasilla BamHI katkaistuun hiivavektoriin pAB24 seu-
raavassa reaktioseoksessa: fragmenttia 0,2 ,ug, vektoria
0,02 ,ug, 50 mM Tris-HCl:44, pH 7,4, 10 mM MgCl,:ta, 10 mM
DTT:t&, 1 mM ATP:t& kokonaistilavuus oli 20 ,ul. 5 ,ul té&-
t4 reaktioseosta kdytettiin transformoimaan E.coli-kantaa
MC1061, jossa modifioitu ilmentymisplasmidi identifioitiin
ja lis&ttiin. Plasmidi oli identttinen pYGABA:n kanssa

muuttunutta kodonia lukuun ottamatta.

Hiivan transformaatio

Ilmentymisplasmidin transformaatio hiivakantaan Saccharo-

myces cerevisiae JC482ApepALeu2cirO (a, his4, ura3, leu2,

cir®) suoritettiin kuten kuvaavat Ito et al., J.Bact.,
vol. 153, No. 1, 163-168 (1983). Transformoidut solut mal-
jattiin SC-ura-kasvatusalustalle (0,7 % hiiva-typpiemastsd,
2,0 % glukoosia, 0,5 % cas-aminohappoja, 2,0 % agaria)

plasmidin sisdltédvien solujen selektoimiseksi.
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ESIMERKKI II

Ilmentymisplasmidin, jota voidaan k&ytt&s [HisBZS,AspBZB]_

SCI:n tuottamiseksi, rakentaminen

Kdytetty menetelmd oli olennaisesti sama kuin esimerkissé&
I kuvattu, paitsi ettd mutagenointialukkeella o0li sekvens-
si 5'ACAATACCCTTGTCAGTGTAGTGGAAACCTCTTT3' ja ettd hybridi-
saatioldmpétila oli 42 °C ja ettd pesuld&mpdtila hybridi-
saation jdlkeen oli 63 °C. Modifioidulla plasmidilla oli
identtinen sekvenssi pYGABA:n kanssa lukuun ottamatta mo-

difioituja kodoneja.

ESIMERKKI IIT

Prekursorin ilmentdminen ja erist@minen kasvatusalustasta

Hiivaa, joka oli transformoitu esimerkissd I tai II esite-
tylld tavalla, viljeltiin petrimaljoilla, jotka sis&lsivéat
minimikasvatusalustan, josta puuttui urasiili, 48 tunnin
ajan 30 °C:ssa. 100 ml:n ravistelupullot, jotka sis&lsivédt
minimialustan, josta puuttui urasiili, + 5 g/l cas-amino-
happoja + 10 g/l meripihkahappoa + 30 g/l glukoosia, pH
oli 5,0, ymp&dttiin yhdelld pesdkkeelld, joka otettiin pet-
rimaljalta. Pulloja ravisteltiin sen j&dlkeen 30 °C:ssa in-

kubaattorissa 72 tuntia.

Sentrifugoitiin, jonka jdlkeen 1 litra yhdistetty&@ super-
natanttia steriloitiin suodattamalla ja pH s&&dettiin ar-
voon 4 - 4,5 ja johtokyky <10 mS:iin lis8&m&118 5 M HCl:&4
ja vettd. Sen j&lkeen virtausnopeudella 120 ml/tunti su-
pernatantti siirrettiin pylv&&seen, joka oli 1,6 x 6 cm:n
S—Sepharose® FF, joka oli etukdteen tasapainotettu 50 mM:
1la etikkahappoa 50%:isessa (tilavuus) etanolissa, pH s&8&-
dettiin NaOH:1la arvoon 4,0. Pylvds pestiin 60 ml:lla pus-
kuria, jonka j&lkeen prekursori eluoitiin lineaarisella
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gradientilla, jossa oli NaCl:848 0 M:sta - 35 M:iin 360 ml:
ssa puskuria, virtausnopeus oli 10 ml/tunti. Eluaatti ja-
ettiin 4 ml:n fraktioihin ja tutkittiin UvV-absorbanssilla.
Fraktiot, jotka sisdlsiv&t prekursorin, identifioitiin RP-
HPLC-analyysilld ja yhdistettiin. Poistettiin suola
Sephadex®625—pylvééssé 1 M etikkahapossa, jonka j&lkeen

prekursori eristettiin lyofilisoimalla.

ESIMERKKI IV

[@yrBZS]—des[ThrB3O]—ihmisen insuliinin valmistaminen

prekursorista

450 mg [Tyrst]—SCI:té, joka valmistettiin esimerkeissd I
ja III kuvatuilla menetelmilld, liuotettiin 45 ml:aan 50
mM tris(hydroksimetyyli)aminometaania 20%:isessa (tila-
vuus) etanolissa, pH sdddettiin HCl:11& arvoon 7,7 ja li-

sdttiin 45 ml (laskeutunut tilavuus) Sepharose'a®

, Jjoka
sisdlsi 36 mg immobilisoitua trypsiinid samassa puskuris-
sa. Suspensio j&tettiin 3 tunnin ajaksi 20 °C:n l&mpd&ti-
laan, samalla sit& sekoitettiin varovasti, jonka j&lkeen se
suodatettiin. Geeli pestiin 40 ml:lla puskuria ja yhdiste-
tyt suodokset siirrettiin 2,6 x 7,5 cm :n Q—Sepharose®FF—
pylv&&seen, joka oli etuk&teen tasapainotettu 50 mM:1lla
tris(hydroksimetyyli)aminometaania 50%:isessa (tilavuus)
etanolissa, pH s&d&dettiin HC1l:118 arvoon 8,0. Sen jdlkeen
pylvds eluoitiin lineaarisella gradientilla, jossa oli
NaCl:88 0 M:sta ~ 0,15 M:iin samassa puskurissa, 6 tunnin
kuluessa virtausnopeuden ollessa 225 ml/tunti. Eluaatti
tutkittiin UV-absorbanssilla ja fraktiot, jotka sis&lsivéat

pddasiallisen proteeiinipiikin, yhdistettiin.

Laimennettiin yht& suurella tilavuudella vettd, jonka j&l-
keen yhdistetty liuos siirrettiin pylva&&seen, joka oli 2,6
X 25 cm:n Lichroprep®RP—18 (26-40 ,um) ja joka oli etukd-
teen tasapainotettu 10 mM:1la H4PO,:8d, 0,1 M:1la NaCl:&3



14

30%:isessa (tilavuus) etanolissa. Sen jdlkeen pylvds elu-
oitiin virtausnopeudella 16 ml/tuntia k&8ytt&en lineaarista
gradienttia, jossa oli etanolia 30 %:sta - 40 %:iin (ti-
lavuus), 20 tunnin kuluessa. Eluaatti tutkittiin UvV-absor-
banssilla ja fraktiot, jotka sis&dlsivé&t p&8asiallisen pro-
teiinipiikin, yhdistettiin. Poistettiin suola Sephadex®—
G25-pylvadassd 1 M etikkahapossa, jonka jélkeen eristettiin
105 mg [TyrB25]—des[ThrB30]—ihmisen insuliinia lyofilisoi-

malla.

Proteiini liuotettiin uudestaan seokseen, jossa oli 200 mg
treoniinimetyyliesterid, 1,0 ml etanolia ja 0,4 ml vett&.
pH-arvo s&ddettiin etikkahapolla arvoon 6,3 ja lisdttiin 2

®, joka sisdlsi 1,6

ml (laskeutunut tilavuus) Sepharose'a
mg immobilisoitua trypsiini&. Seisotettiin 2 tuntia 20
°C:ssa samalla varovasti sekoittaen, jonka j&lkeen geeli
poistettiin suodattamalla ja proteiini saostettiin 1lis&&-
m&ll8 10 tilavuutta 2-propanolia. Ilmassa kuivattu sakka
liuvotettiin uudestaan 20 mM:iin tris(hydroksimetyyli)ami-
nometaani/HCl:8& 60%:isessa (tilavuus) etanolissa, pH oli
8,25 ja siirrettiin pylv&&seen, joka oli 1,6 x 20 cm:n
Q—Sepharose®FF ja joka oli etuk&teen tasapainotettu maini-
tulla puskurilla, ja eluoitiin gradientilla samassa pusku-
rissa, jossa NaCl-pitoisuus kasvoi 0 M:sta - 0,1 M:iin 15
tunnin kuluessa, virtausnopeudella 50 ml/tunti. Etanoli
poistettiin tyhjéssd yhdistetyistd fraktioista, jotka si-
sdlsivéat [TyrB25]—ihmisen insuliini-(B30-metyyliesterin)
ja proteiini saostettiin s&&td&m&lld pH arvoon 6,1. Sentri-
fugoitiin ja lyofilisoitiin, jonka j&alkeen metyyliesterié&
hydrolysoitiin 10 minuutin ajan kylm&ss&d 0,1 M NaOH:ssa
proteiinikonsentraation ollessa 10 mg/ml. Reaktio pysé&y-
tettiin sd&t&m&lld pH arvoon 8,5 ja lis&dttiin 2 tilavuutta
20 mM tris(hydroksimetyyli)aminometaani/HCl:848, pH 8,5.
Sen jdlkeen liuos siirrettiin pylv&&seen, joka oli 1,6 x
20 cm:n Q—Sepharose®FF, ja eluoitiin edelld esitetylld ta-
valla. Proteiini saostettiin pH-arvossa 5,5, sen j&lkeen,
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kun etanoli oli poistettu tyhjtss&. Lyofilisoimisen j&l-
keen saatiin 40 mg [TyrBZS]—ihmisen insuliinia.

Tuotteen identiteetti varmistettiin aminohappoanalyysillé&
ja erotettujen, vinyylipyridyloitujen A- ja B-ketjujen
jaksollisella Edman-degradaatiolla.

ESIMERKKI V

IHisBZ5,AspB28j—des[ThrB30]—ihmisen insuliinin valmistami-

nen prekursorista

100 mg [HisBZS,Assza]—SCI:té, joka valmistettiin esimer-
keissd II ja III kuvatuilla menetelmill&d, liuotettiin 10
ml:aan 50 mM tris(hydroksimetyyli)aminometaania 20%:isessa
(tilavuus) etanolissa, pH sd&dettiin HCl:118 arvoon 7,7 ja
lis&ttiin 10 ml (laskeutunut tilavuus) Sepharose'a®, joka
sisdlsi 8 mg immobilisoitua trypsiini& samassa puskurissa.
Suspensio jdtettiin 3 tunnin ajaksi 20 °C:n l&mp&tilaan,
samalla sitd sekoitettiin varovasti, jonka j&lkeen se suo-
datettiin. Geeli pestiin 10 ml:1la puskuria ja yhdistetyt
suodokset siirrettiin pylv&&seen, joka oli 1,6 x 7,5 cm:n
Q~Sepharose®FF, joka oli etuké&teen tasapainotettu 50 mM:
lla tris(hydroksimetyyli)aminometaania 50%:isessa (tila-
vuus) etanolissa, pH s&&dettiin HC1l:118 arvoon 8,0. Sen
j&lkeen pylvds eluocitiin lineaarisella gradientilla, jossa
oli NaCl:88 0 M:sta - 0,15 M:iin samassa puskurissa, 6
tunnin kuluessa virtausnopeuden ollessa 90 ml/tunti. Elu-
aatti tutkittiin UV-absorbanssilla ja fraktiot, jotka si-

sdlsivdt p8d&asiallisen proteeiinipiikin, yhdistettiin.

Laimennettiin yht&d suurella tilavuudella vettd, jonka j&dl-
keen yhdistetty liuos siirrettiin pylv&&seen, joka oli 1,6
X 25 cm:n Lichroprep®RP-18 (25-40 sum) ja joka oli etuké&-
teen tasapainotettu 10 mM:1lla H3PO,:88, 0,1 M:1la NaCl:&&
30%:isessa (tilavuus) etanolissa. Sen j&lkeen pylvds elu-
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oitiin virtausnopeudella 6,5 ml/tunti kdytté&en lineaarista
gradienttia, jossa oli etanolia 30 %:sta - 40 %:iin (ti-
lavuus), 20 tunnin kuluessa. Eluaatti tutkittiin UvV-absor-
banssilla ja fraktiot, jotka sisdlsiv&t p&8asiallisen pro-
teiinipiikin, yhdistettiin. Poistettiin suola Sephadex®—
G25-pylvd&ssd 1 M etikkahapossa, jonka j&lkeen eristettiin
39 mg [HisBZS,AspBZB]-des[ThrB3o]—ihmisen insuliinia lyo-

filisoimalla.
Tuotteen identiteetti varmistettiin aminohappoanalyysilléa
ja erotettujen, vinyylipyridyloitujen A- ja B-ketjujen

jaksollisella Edman-degradaatiolla.

ESIMERKKI VI

Des-(B23-B30)-ihmisen insuliinin valmistaminen

1 g Na-kiteytettyd sian insuliinia (proteeinipaino) liuo-
tettiin 40 ml:aan vettd ja lisdttiin liuos, jossa oli 50
mg sian trypsiinid 10 ml:ssa juuri valmistettua 0,25 M am-
moniumvetykarbonaattiliuosta, jonka pH oli sd&detty arvoon
9,0 ammoniakkivedelld. Sen j&dlkeen liuos j&tettiin j&a-
kaappiin 4 °C:n l&mpétilaan. 48 tunnin kuluttua HPLC-ana-
lyysi osoitti reaktioasteeksi 65 %. T&mdn jdlkeen liuos
geelisuodatettiin 4 °C:ssa kdyttéen Sephadex®—G50 Super-
fine-pylvdstd, joka o0li 5 x 90 cm ja valmistettu 0,05 M
ammoniumvetykarbonaattiin, virtausnopeus oli 90 ml/tunti.
Fraktiot, jotka sis&dlsiv&dt p&&asiallisen proteiinipiikin,

yhdistettiin ja lyofilisoitiin.

Saanto oli 520 mg des-(B23-30)-ihmisen insuliinia, jonka
puhtaus oli 97,5 % mitattuna HPLC-analyysilla.
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ESIMERKKI VII

Peptidien valmistaminen

Peptidit valmistettiin k&ytt&en Applied Biosystemsin pep-
tidisynteesilaitetta, jossa rakentaminen suoritettiin PAM-
hartsille suojattujen, symmetristen aminohappoanhydridien
avulla. Kapasiteetti oli noin 0,1 mmoolia peptidi&. Lopuk-
si peptidi lohkaistiin hartsista reaktiolla vedettSmé&n
fluorivedyn kanssa 0 °C:ssa, jolloin samanaikaisesti j&l-

jelld olevat suojaryhm&t poistettiin.

ESIMERKKI VII

[HisBzS]—ihmisen insuliinin valmistaminen

200 mg des-(B23~30)-ihmisen insuliinia ja 400 mg Gly-Phe-
His-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr:84 liuotettiin seokseen, jossa oli
2,40 ml dimetyyliformamidia ja 1,20 ml vettd, seoksen pH

sd8dettiin trietyyliamiinilla arvoon 6,5.

Sen jdlkeen liuos, jossa oli 10 mg sian trypsiinid 0,20
ml:ssa vettd, lis&dttiin ja reaktioseos j&dtettiin 20 °C:n
l8mpStilaan. 4 tunnin kuluttua HPLC-analyysi osoitti reak-
ticasteeksi 60 % ja reaktio pysdytettiin saostamalla 25
ml:1la 2-propanolia. Sakka, joka eristettiin sentrifugoi-
malla, liuotettiin uudestaan 10 ml:aan 1 M etikkahappoa ja
siirrettiin 20 °C:ssa pylv&&seen, joka oli 2,6 x 20 cm:n
Lichroprep®RP—18 (25-40 ,um) ja joka oli tasapainotettu
puskurilla, jossa oli 0,5 mM kloorivetyd, 0,1 M natrium-
kloridia 30%:isessa (tilavuus) etanolissa. Sen j&lkeen pyl-
v8s eluoitiin samalla puskurilla, virtausnopeus oli 20 ml/
tunti, etanolipitoisuus nostettiin kuitenkin lineaarisesti
50 %:iin 24 tunnin kuluessa. Fraktiot, jotka sis&lsivat
pddasiallisen proteiinipiikin, yhdistettiin, jonka j&lkeen

proteiini saostettiin laimentamalla samalla tilavuudella
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vettd ja sdatdmadlld pH arvoon 5,5 natriumhydroksidiliuok-
sella. Seisotettiin 4 °C:ssa 1 tunti, jonka j&lkeen sus-
pensio sentrifugoitiin ja sakka ja&dytyskuivattiin. N&din
saatiin 90 mg [HisBzS]—ihmisen insuliinia, joka identifi-
oitiin kokonaisaminohappoanalyysilld ja erotettujen, vi-
nyylipyridyloitujen A- ja B-ketjujen jaksollisella Edman-

degradaatiolla.

ESIMERKKI IX

[TyrBZS,Asszs]—ihmisen insuliinin valmistaminen

150 mg des-(B23-30)-ihmisen insuliinia ja 350 mg Gly-Phe-
Tyr-Tyr-Thr-Asp-Lys-Thr:88 liuotettiin seokseen, jossa oli
2,0 ml dimetyyliformamidia ja 1,0 ml vettd, pH s&&dettiin
arvoon 6,5 trietyyliamiinilla. Nyt liuokseen lis&ttiin 8
mg sian trypsiini& 0,20 ml:ssa 1 M kalsiumasetaattiliuosta
ja reaktioseos j&tettiin 15 °C:n l&mpStilaan. 3 tunnin ku-
luttua HPLC-analyysi osoitti reaktioasteeksi 50 % ja reak-
tio pyséytettiin lis&sm&lld 25 ml 2-propanolia. Sentrifu-
goitiin, jonka j&lkeen sakka liuotettiin uudestaan 10 ml:
aan 1 M etikkahappoa ja siirrettiin 20 °C:ssa pylvé&seen,
joka oli 2,6 x 20 cm:n Lichroprep®RP-18 (25-40 ,um) ja jo-
ka oli tasapainotettu puskurilla, jossa oli 0,5 mM kloori-
vetyd, 0,1 M natriumkloridia 30%:isessa (tilavuus) etano-
lissa. Sen jdlkeen pylvds eluoitiin samalla puskurilla
virtausnopeudella 20 ml/tunti, etanolipitoisuus nostettiin
kuitenkin 50 %:iin 24 tunnin kuluessa. Fraktiot, jotka si-
sdlsivat pédasiallisen proteiinipiikin, yhdistettiin, jon-
ka jdlkeen proteiini saostettiin laimentamalla samalla ti-
lavuudella vettd ja s&&té&m&ll& pH arvoon 5,0 natriumhyd-
roksidiliuoksella. Seisotettiin yén yli 4 °C:ssa, jonka
j8lkeen sakka eristettiin sentrifugoimalla ja j&&dytyskui-
vattiin.

B28]

Saanto oli 60 mg [TyrBZS,Asp -ihmisen insuliinia, joka

identifioitiin kokonaisaminohappoanalyysilld ja erotettu-
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jen, vinyylipyridyloitujen A-ja B-ketjujen jaksollisella
Edman-degradaatiolla.

ESIMERKKI X

Biologisen aktiivisuuden arvioiminen

Biologinen aktiivisuus in vitro md&ritettiin mittaamalla
sitoutumisaffiniteetti eristettyjen rotan adiposyyttien ja
heptatosyyttien insuliinireseptoreihin olennaisesti, kuten
kuvaavat J.Gliemann, S.Gammeltoft: Diabetologia 10, 105-
113 (1974).

Insuliinianalogeja verrattiin puolisynteettiseen ihmisen
insuliiniin, jonka tehokkuudeksi asetettiin 100 % ja tu-

lokset on esitetty seuraavassa taulukossa:

adiposyytit hepatosyytit
% 222 %
[TyrBZS,AspBZB]—ihmisen insuliini 201 138 %
[HisB25)-ihmisen insuliini 150 % 142 %
[HisB25, aspB281-des[ThrB30;-

ihmisen insuliini 130

[TyrBzSJ—ihmisen insuluuni 356

o®

135 %

o°
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Patenttivaatimukset

1. Ihmisen insuliinin analogit, joilla on korkea biologi-
nen aktiivisuus, tunnetut siitd, ettd8 aminohap-
potdhde asemassa B25 on His tai Tyr ja ettd aminohappot&h-
de yhdessd tai useammassa asemista A4, A8, Al7, A21, B9,
B10, B12, Bl3, B21, B26, B27, B28 ja B30 on mahdollisesti
korvattu jollain toisella aminohappot&hteelld ja ettd ami-
nohappot&hde asemassa B30 puuttuu mahdollisesti kokonaan
tai se on suojattuna C-p&dssd esterin tai amidin muodossa,
edellyttéden, ett& kun B25 on Tyr, silloin B30 on eri kuin
Ala.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset ihmisen insuliinin ana-
logit, tunnetut siitd, ettsd ne sis&ltavit

[Hisst]:n tai [Tyrst]:n ja ainakin yhden korvaavan ami-
nohappot&hteen, joka on [GlnA4], [HisAB], [GlnAl7],

[aspP2ly, [asp®?], [aspBl0), [11eB12], [GlnBl3), [argBlld),
[G1nB21y, [proB2ly, [GluB26], [argB27j, [AspB28j, [alaB30;
tai [SerB3O], edellyttden, ettd kun B25 on Tyr silloin B30

on eri kuin Ala.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset ihmisen insuliinin ana-
logit, tunnetut siit&d, ettd ne sisdltavat
[Hisst]:n tai [Tyrst]:n ja ainakin kaksi korvaavaa ami-
nohappot8hdettd, joita ovat [GlnA4], [HisA8], [GlnA17],
(61nB137, [argBl3], [GlnB2lj, [11eB21l], [ArgB27j, [A1aB30;
tai [SerB30], edellytt8den, ettd kun B25 on Tyr, silloin
B30 on eri kuin Ala.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset ihmisen insuliinin ana-
logit, tunnetut siitd, ettd ne sisdltdvit
[Hisst]:n tai [TyrBZS]:n ja ainakin kaksi korvaavaa ami-
nohappot&hdettd, jotka ovat [HisAs], [AspAZl], [AspBg],
(aspBl07y, [11eBl2], [G1uB26], [AspB287, [A1aB30y tai
[SerB30], edellytt&en, ettd kun B25 on Tyr, silloin B30 on

eri kuin Ala.
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5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen ihmisen insuliinin ana-

logi, tunnettu siitd, ettd se on [TyrB25

insuliini, [Tyrst, Asszs]—ihmisen insuliini, [Hisst]ihmi—

]-ihmisen

sen insuliini, [HisBzS, AsszB]—des[ThrB30]—ihmisen insulii-

B25

ni, [Tyrst]—ihmisen insuliini-B30-amidi tai [His Jihmisen

insuliini-B30-amidi.

6. Insuliinivalmiste, tunnettu siitd, ettd se
sisdlt&88 ainakin yhden ihmisen insuliinin analogin, jossa
aminohappot&hde asemassa B25 on His tai Tyr, aminohappo-
tdhde yhdess& tai useammassa asemista A4, A8, Al7, A21,
B9, B10, Bl2, B13, B21l, B26, B27, B28 ja B30 on mahdolli-
sesti korvattu jollain toisella aminohappot&hteelld ja
aminohappot&hde asemassa B30 mahdollisesti puuttuu tai se
on suojattuna C-p&dssd esterin tai amidin muodossa.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen insuliinivalmiste,
tunnettu siit¥, ettd se sis&lt88 ainakin yhden ih-
misen insuliinin analogin, jossa on [Hisst] tai [Tyrst]
ja ainakin yhden korvaavan aminohappot&hteen, joka on
[cinP), [uis®®), [cloPl7), [asph2ly, [(aspP?), ([aspBlO],
[T1eB127, [G1nB13], [argBl3], [GlnB2lj, [1leB217,

[Glust], [Arng7], [AspBZB], [AlaB3o] tai [SerB30].

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen insuliinivalmiste,

tunnettu siitd, ettd se sis8lt88 ainakin yhden ih-
misen insuliinin analogin, jossa on [HisBZS] tai [Tyrst]
ja ainakin kaksi korvaavaa aminohappot&hdettd, joita ovat
[GlnP47, [HisP8y, (G1nAl7y, [c1nBl3y, (ArgBl37, [c1nB21y,

[11eB217, [argB27;, [a1aB30] tai [serB30j.

9. Patenttivaatimuksen 6 mukainen insuliinivalmiste,

tunnettu siit4, ettd se sisilt&d8 ainakin yhden ih-
misen insuliinin analogin, jossa on [Hisst] tai [TyrBZS]
ja ainakin kaksi korvaavaa aminohappot&hdettd, joita ovat
(misA8y, [aspP2ly, [aspP?), [AspPl0j, [11eBl2), [GluB26),

[(AspB287, [a1aB30y tai [serB30j.
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10. Patenttivaatimuksen 6 mukainen insuliinivalmiste,
tunnettu siitd, ettd se sis&ltss [TyrB25j-ihmisen
insuliinin, [TyrBZS,Asszs]—ihmisen insuliinin, [HisB25]ih—
misen insuliinin, [Hisst,AspB28]—des[ThrB3o]—ihmisen insu-
liinin, [Tyrst]—ihmisen insuliini-B30-amidin tai [Hisst]—

ihmisen insuliini-B30-amidin.
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