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A-elen talalmany targya egy human inzulin analog, amelyben a természetes
human inzulin B ldnca 26-os poziciéjaban levd tirozincsoportot alanin, glicin, valin,
leucin, izoleucin vagy prolin helyettesiti. Ezt a molekulat a természetes human inzulin
A-lanca 21-es pozicidjaban, valamint a természetes human inzulin B-lanca 1-es és
3-as pozicidjaban is modositani lehet. Az emlitett inzulin analogok sokkal stabilab-
bak, és kevésbé hajlamosak a dimerizaciéra vagy az énmagukkal valé asszocialo-
dasra és nagy molekulasulyu forma létrehozésara, és ennélfogva hatasukat viszony-

lag gyorsabban fejtik ki, mig megtartjak a termeszetes human inzulin bioldgiai aktivi-
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A jelen talalmany targya a human cukorbetegség kezelése. Pontosabban, a
talalmany targyat a human inzulin molekula analégjai, ezeknek az analégoknak az
alkalmazasa és az ezeket az inzulin analdgokat tartalmazo gyogyaszati készitme-
nyek képezik.

A cukorbetegség egy anyagcsere rendellenesség, amit az jellemez, hogy a
test szdvetei nem képesek normalis sebességgel oxidalni a szénhidratokat. A cukor-
beteg allapot egyik leglényegesebb jellemzdje az inzulin hianya. Az elmult 70 évben
a cukorbetegségben szenvedS embereket nagy mértekben segitette, hogy ellendr-
z6tt mennyiség( inzulint kaptak. Az 1980-as évek elejeig a cukorbetegek aital hasz-
nalt inzulint allati hasnyalmirigybdl izolaltak, altalaban sertésekbdl és szarvasmar-
hakbol. A rekombinans DNS technologia bevezetésével lehetségessé vait, hogy a
human inzulint, valamint a human inzulin természetes és nem-természetes analdgjait
nagy mennyiségben eléallitsak. Ezek az inzulin analogok a természetes human in-
zulintél eltéré kémiai és fizikai tulajdonsagokkal rendelkeznek.

A természetes human inzulin egy tirozincsoportot tartalmaz a B-lanc 26-os
pozicidjaban. Ha ezt a tirozincsoportot alaninnal helyettesitjik, akkor egy analégot
kapunk, az Ala(B26) human inzulint, amelynek kisebb a hajlama arra, hogy oldatban
énmagaval asszocidlédjon, mint a természetes human inzulinnak. Ez az Ala(B26)
human inzulin analég emellett stabilabb is, és hatdsa gyorsabban fellép mint a hu-
man inzulin hatasa. A B26-os csoportot lehet még glicinnel, valinnal, leucinnal,
izoleucinnal és prolinnal helyettesiteni.

A jelen taldlmany targya egy human inzulin analég, amelyben a természetes
human inzulin B lanca 26-os pozicidjaban levé tirozincsoportot alanin, glicin, valin,
leucin, izoleucin vagy prolin helyettesiti. Ezt a molekulat a természetes human inzulin
A-lanca 21-es poziciéjaban, valamint a természetes human inzulin B-lanca 1-es és

3-as pozicidjaban is modositani lehet. Az emlitett inzulin analégok sokkal stabilab-



bak, és kevésbé hajlamosak a dimerizaciora vagy az 6nmagukkal valé asszocialo-
dasra és nagy molekulasulyu forma létrehozasara, és ennélfogva hatasukat viszony-
lag gyorsabban fejtik ki, mig megtartjak a természetes human inzulin biologiai aktivi-
tasat.

A taldlmany targyat képezi a hiperglikemia kezelésere szolgalo eljaras, ami
abban all, hogy az ilyen kezelést igénylé betegnek a szabadalmaztatni kivant analo-
gokbol hatasos mennyiséget adunk be. Emellett a talalmany targyat kepezik azok a
gyogyaszati készitmények is, amelyek a talaimany szerinti inzulin analégbdl hatasos
mennyiséget tartalmaznak, egy vagy tébb gyogyaszatilag elfogadhato toltéanyaggal
kombinalva.

A jelen talalmany leirasaban az alabbi roviditeseket es szakkifejezéseket
hasznaljuk.

Ala(B26)HI - human inzulin analdg, amelyben a természetes human inzulin
26-0s pozicidjaban levé tirozincsoportot alanin helyettesiti.

BHI - bioszintetikus human inzulin.

Keresztkotés - diszulfidhidak létrejotte ciszteincsoportok kozétt. EQy megfeleld
keresztkotéseket tartalmazd human inzulin vagy inzulin analég harom diszulfidhidat
tartalmaz. Az elsé diszulfidhidat az A-lanc 6-os és 11-es pozicidiban levé

ciszteincsoportok kozétt talaljuk. A masodik diszulfidhid az A-lanc 7-es poziciojaban
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Gly(B26)HI - human inzulin analég, amelyben a természetes human inzulin
26-0s pozicidjaban levé tirozincsoportot glicincsoport helyettesiti.
lle(B26)HI - human inzulin analdg, amelyben a természetes human inzulin 26-
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os pozicidjaban levé tirozincsoportot izoleucincsoport helyettesiti.
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Leu(B26)HI - human inzulin analég, amelyben a természetes human inzulin
26-0s poziciéjaban levd tirozincsoportot leucincsoport helyettesiti.

Pro(B26)HI - human inzulin analég, amelyben a természetes human inzulin
26-0s poziciéjaban levé tirozincsoportot prolincsoport helyettesiti.

SEQ ID NO.1 - a szekvencialista elsé szekvenciaja, amely a human inzulin A-
lancanak analogja, szekvenciaja az alabbi:
Gly lle Val Glu GIn Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr GIn

1 5 10 15
Leu Glu Asn Tyr Cys Xaa
20

aholis Xaa jelentése Asn, Asp, Glu, GIn, Ala, Gly vagy Ser.

SEQ ID NO.2 - a szekvencialista masodik szekvencidja, amely a human inzu-
lin B-lancanak analogja, szekvencidja az alabbi:
Xaa Val Xaa GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu

1 5 10 15
Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Xaa Thr Pro Lys Thr
20 25

aholis az 1-es pozicidban levé Xaa jelentése Phe vagy Asp, a 3-as poziciéban levé
Xaa jelentése Asn vagy Asp, és a 26-0s pozicioban levé Xaa jelenteése Ala, Gly, Val,
Leu, lle vagy Pro.

Val(B26)H! - human inzulin analég, amelyben a természetes human inzulin
26-0s pozicidjaban levé tirozincsoportot valincsoport helyettesiti.

Az ebben a leirasban hasznalt dsszes aminosav roviditést jovahagyta az
Amerikai Egyesilt Allamok Patent and Trademark Office [37 C.F.R. §1 .822(b)(2)
(1990)].
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A jelen talalmany targyat az alabbi képletl inzulin analégok képezik:
SEQ ID NO. 1
(Gly lle Val Glu Glu Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu
1 5 10 15
Asn Tyr Cys Xaa)
20
megfelel6 keresztkotéssel dsszekotve a SEQ 1D NO. 2-vel
(Xaa Val Xaa GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu
1 5 10 15
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Xaa Thr Pro Lys Thr)
20 25
vagy ezeknek gyogyaszatilag elfogadhato séi, amelyekben a SEQ ID NO. 1 (inzulin
A lanc) 21-es pozicidjaban levé Xaa jelentése Asn, Asp, Glu, GIn, Ala, Gly vagy Ser;
a SEQ ID NO. 2 (inzulin B lanc) 21-es pozicitjaban levé Xaa jelentése Phe vagy
Asp; a SEQ ID NO. 2 (inzulin B lanc) 3-as poziciéjaban levé Xaa jelentése Asn vagy
Asp és a SEQ ID NO. 2 (inzulin B lanc) 26-os poziciojaban levé Xaa jelentése Ala,
Gly, Val, Leu, lle vagy Pro. A SEQ ID NO. 1 21-es poziciojaban lev6 Xaa jelentése
elénybsen Gly, Ala, Ser vagy Asn. A B-lanc (SEQ ID NO. 2) 26-os pozicidjaban levé
aminosav elényosen Ala és Gly, de legel6nydsebb, ha Ala. A 21-es pozicidban a
legel6nydsebb aminosav az aszparagin. A jelen talaimany szerinti egyik analdgot
agy allithatjuk el6, hogy a normalis kordimények k6zott az inzulin B-lancanak (SEQ
ID NO. 2) 1-es poziciojaban talalhaté aminosavat eltavolitjuk. A SEQ ID NO. 2 1-es
pozicidjaban legelénydsebb, ha Phe talalhatd, mig a SEQ ID NO. 2 3-as pozicidja-
ban legelénydsebb, ha Asn talalhatd. A jelen talalmany szerinti egyik legel6nydsebb
inzulin analog az, amelyben a SEQ ID NO. 1 21-es pozicidjaban levé Xaa jelentése

Asn, a SEQ ID NO. 2 1-es pozicidjaban levé Xaa jelentése Phe, a SEQ ID NO. 2 3-



LX)

. LK} (3 .

®%e 4o ses o »
LN LN

y

as pozicidjaban levé Xaa jelentése Asn, és a SEQ ID NO. 2 26-0s pozicidjaban levd
Xaa jelentése Ala. A szakterlileten jartas szakember szamara ismert standard bio-
kémiai kifejezéssel élve a kildndsen elényds analég az Ala(B26) human inzulin.

A jelen talalmany szerinti inzulin analégoknak kisebb a hajlamuk arra, hogy
dimerizalddjanak vagy egyéb modon 6nmagukkal asszocialodjanak magasabb mo-
lekulasuly formak képzédése kozben, akar olyan oldatban, amely tartalmaz cinket,
akar olyan oldatban, amely cinkmentes. Mivel az analégok oldatban altalaban mo-
nomerek, ezért a hatas a beadas utan gyorsan feliep.

Amint az elzdekben emiitettik, a talalmany targyat az inzulin analdégok
gyogyaszatilag elfogadhatd soéi képezik. EIGnyos sok a cink-, natrium-, kalium-, mag-
nézium- és kalciumsok, vagy ezeknek a séknak a kombinacioi.

A jelen talalmany szerinti inzulin analdgokat a szamos ismert peptidszintézis
technika barmelyikével el lehet allitani, beleértve a klasszikus (oldatban végrehaj-
tott) modszereket, a szilard fazisu modszereket, félszintetikus modszereket és az
Ujabban elérhetvé valt rekombinans DNS modszereket.

A szilard fazisu technikaban az aminosav szekvenciat szekvencidlisan épitjuk
fel egy kiindulési, oldhatatlan, gyantahoz kétott C-terminalis aminosavbol kiindulva. A
szilard fazisu modszer technikait J. Stewart és munkatarsai kozolték [J. Stewart és
mtsai.: Solid-Phase Peptide Synthesis, Freeman and Co., San Francisco (1969)].

A szilard fazisi modszerben altalaban a keresett peptid C-terminalis
aminosavcsoportjanak megfelelé aminosavat egy oldhatatian hordozégyantara rég-
zitjuk, majd a peptidlancot elkezdijiik kialakitani, a gyantahoz kotott C-terminalis ami-
nosavnal kezdve. Az egyes aminosavakat azutan egymas utan adjuk a hosszabbodd
lanchoz, addig, ameddig a kivant aminosav szekvenciat megkapjuk. Egy masik

modszer szerint kis peptidfragmenseket készitiink, majd a kivant sorrendben bejut-
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tatjuk a peptidlancba. A peptidlanc a szintézis soran a gyantahoz kotve marad, és a
lanc teljes elkészilte utan a peptidet levagjuk a gyantarol.

A peptidlancot egy észterkotéssel kapcsoljuk a polisztirol gyantahoz, amely
észterkotés a C-termindlis egység €és a hordozogyantan lev6 specifikus
metiléncsoport kozott jon létre. A metiléncsoport az ilyen kotések kialakitasa céljabdl
kerllt a gyantara.

Az aminosavakat a szakterlleten a peptidkotések kialakitasara jol ismert
technikak alkalmazasaval alakitjuk ki. Az egyik modszer szerint az aminosavbol egy
szarmazékot készitlink,amely a karboxilcsoportot érzékenyebbeé teszi a a
peptidfragmenten levé szabad N-terminalis aminocsoporttal valo reakciora. Peldaul
az aminosavat atalakithatjuk egy kevert anhidriddé, oly médon, hogy a védett ami-
nosavat etil kloroformattal vagy izobutil kloroformattal reagaltatjuk. Egy masik mod-
szer szerint az aminosavat aktiv észterré lehet atalakitani, azaz példaul ,4,5-
triklorfenil észterré, pentaklorfenil észterre, p-nitrofenil észterre, N-hidroxiszukcinimid
észterré, vagy egy 1-hidroxibenztriazollal képezett észterre.

Egy masik kapcsolasi modszer szerint egy megfelel6 kapcsolo agenst haszna-
lunk, azaz példaul  N,N'-diciklohexilkarbodiimidet (DCC) vagy  N,N'-
diizopropilkarboxidiimidet (DIC). Egyéb megfeleld kapcsolO agensek ismertek a
szakterlleten jartas szakember szamara [Schroder és mtsai.. The Peptides,
Academic Press, Ill. fejezet (1965)]. Az emlitett publikaciét a tovabbiakban referenci-
aként kezeljuk.

Az nyilvanvald, hogy a peptidszintézisben alkalmazott minden egyes amino-
sav a-aminocsoportjat meg kell védeni a kapcsolasi reakcio soran, hogy megakada-
lyozzuk a rekcioképes a-amino funkcids csoport mellékreakcidit. Az is nyilvanvalo,
hogy bizonyos aminosavak tartalmaznak reaktiv oldallanc funkciés csoportokat

(példaul szulfhidril, e-amino, B- és y-karboxil, imidazol, guanido és hidroxil), és ezeket



a funkcids csoportokat is meg kell védeni mind a kiindulasi, mind az azt kévetd kap-
csolasi lepésekben. A megfelel6 kapcsold csoportok ismertek a szaktertleten
[Protective Groups In Organic Chemistry, M. McOmie, szerk., Plenum Press, NY
(1973); 4,617,149 szamu Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalom], amely publi-
kaciokat a tovabbiakban referenciakent kezeljuk.

Egy megfelel6 vedScsoport kivalasztasa soran bizonyos feltételeknek eleget
kell tenni. Egy a-amino véd&csoportnak a kovetkezd tulajdonsagokkal kell rendel-
keznie: (1) az a-amino funkciot reakcioképtelenné kell tennie, a kapcsolasi reakcio-
ban alkalmazott koriimények kozdtt, (2) kdnnyen eltavolithatdnak kell lennie a kap-
csolasi reakcio lejatszodasa utan, olyan korilmények kozott, amelyek kozott az oldal-
lanc védéesoportok nem valnak le, és a peptidfragmens szerkezete nem valtozik, és
(3) meg kell sziintetni az aktivalas utani racemizacio lehetésegeét, kozvetlendl a kap-
csolas el6tt. Egy oldallanc védécsoportnak a kdvetkezd tulajdonsagokkal kell rendel-
keznie: (1) az oldallanc funkcios csoportjat reakcioképtelenné kell tennie a kapcso-
lasi reakcioban alkalmazott koralmények kozott, (2) stabilnak kell lennie az a-amino
védG6csoport eltavolitasara alkalmazott koriimények kozott, és (3) a kivant aminosav
szekvencia elkészulte utan kdnnyen eltavolithatonak kell lennie olyan reakciokorul-
menyek kdzott, amelyek nem valtoztatjak meg a peptidlanc szerkezetét.

A szakterlleten jartas szakember szamara nyilvanvalo, hogy a peptidszintézis
soran hasznosnak megismert véddcsoportok reakcioképessege valtozik az eltavoli-
tasukra hasznalt egensektdl fuggben. Példaul bizonyos véddcsoportok, ugymint a
trifenil metil é€s 2-(p-bifenilil)izoporpiloxikarbonil csoportok nagyon labilisak és gyenge
savas korulmények kozott lehasithatok. Mas véddcsoportok, mint példaul a t-
butiloxikarbonil-, t-amiloxikarbonil-, adamantiloxikarbonil- és p-metiloxikarbonil cso-
portok kevésbé labilisak és eltavolitasukhoz kdzepes erfsségl savakra, mint példaul

trifluorecetsavra, soésavra vagy bértrifluoridra van szukség ecetsavban. Egyéb védé-
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csoportok, mint példaul a benziloxikarbonil-, halobenziloxikarbonil-,  p-
nitrobenziloxikarbonil-, cikloalkiloxikarbonil- és izopropiloxikarbonil csoportok meg
kevésbé labilisak és erf6sebb savakra, mint példaul hidrogénfluoridra,
hidrogénbromidra vagy bér trifluoracetatra van sziikség az eltavolitasukra.

A kivant peptidszekvencia elkészitése utan a vedett peptidet le kell hasitani a
hordozogyantardl, majd az 6sszes véddcsoportot el kell tavolitani. A hasitasi reakciot
és a véddcsoportok eltavolitasat egyszerre, vagy lépésenként vegezhetjik. Ha a
hordozogyanta klérmetilezett polisztirol gyanta, akkor a peptidet a gyantahoz rogzité
kotés egy észterkotés, amely a C-terminalis egyseg szabad karboxilcsoportja és a
hordozdgyantan levé szamos klérmetil csoport k6zott jon létre. Az nyilvanvald, hogy
a rogzité kotést olyan reagensekkel lehet eltavolitani, amelyekrdl ismert, hogy képe-
sek felbontani egy észterkdtést és képesek behatolni a hordozogyantaba. Az egyik
kiildnosen kényelmes modszer, ha folyékony vizmentes hidrogénfluoridot haszna-
lunk. Ez a reagens nemcsak lehasitja a peptidet a gyantardl, hanem az 6sszes ve-
décsoportot is eltavolitia. Tehat ha ezt a reagenst hasznaljuk, akkor kozvetlenul a
teliesen véddcsoportmentesitett peptidet kapjuk. Ha arra van szukseég, hogy a
peptidet anélkil hasitsuk le, hogy a védScsoportot eltavolitanank, akkor a védett
peptid-gyanta metanolizisen eshet at, és igy olyan veédett peptidet kaphatunk,
amelyben a C-termindlis karboxilcsoport metilezve van. A metilésztert azutan
hidrolizalhatjuk gyenge ligos koériimények kozott, és igy kaphatjuk a szabad C-
terminalis karboxilcsoportot. A peptidlancon levé védécsoportokat azutan el lehet ta-
volitani erds savval, mint példaul folyékony hidrogénfluoriddal kezelve a molekulat. A
metanolizisre egy kiléndsen hasznos technikat irtak le Moore es munkatarsai
[Moore és mtsai.: Peptide, Proc. 5th Amer. Pept. Symp., 518-521. old., M. Goodman
és J. Meienhofer, szerk., John Wiley, NY. (1977)], amely szerint a vedett peptid-

gyantat metanolial és kaliumcianiddal kezeljik koronaéter jelenietében.



-10-

A védett peptidnek a gyantardl valo lehasitasara szolgalé masik modszer az
ammonolizis vagy hidrazinkezelés. Ha szikséges, akkor a keletkezd C-terminalis
amidot vagy hidrazidot elhidrolizalhatjuk a szabad C-terminalis karboxilcsoportta, €s
a védGcsoportokat a szokvanyos modszerekkel tavolithatjuk el.

Az is nyilvanvald, hogy az N-terminalis a-aminocsoporton levé veddcesoportot

preferencidlisan tavolithatjuk el, a védett peptidnek a hordozoégyantardl valé eltavoli-
tasa el6tt, vagy azzal egyidGben.

A jelen talalmany szerinti inzulin analégok A es B lancait rekombinans DNS
technikaval is elallithatjuk. Eléallitasuk soran egy olyan nukleotid szekvenciat készi-
tiink, amely az A és B lanc peptidjeit kodolja, az ilyen szintézisnek ma mar rutinsze-
rinek szamité modszereivel. Ezek a mddszerek altalaban abbdl allnak, hogy olyan
oligonukleotidokat készitunk, amelyek mind a keresett kodolo szekvencia, mind az
annak megfeleld komplementer  szekvencia fragmenseit  kodoljak. Az
oligonukleotidokat ugy tervezzik meg, hogy a kodold szekvencia egyik fragmense
atfedjen a komplementer szekvencia ket fragmensével, és forditva. Az
oligonukleotidokat egymashoz illesztjuk majd kapcsoljuk, végul igy kapjuk meg a ki-
vant génszekvenciat.

A szekvenciat olyan pontban épitjlik be egy klénozo vektorba, amely lehetévé
teszi, hogy a szekvencia altal kodolt peptidtermék expresszaljon. A proinzulin és in-
zulin analogok expresszalasara képes plazmidok készitését Chance és munkatarsai
irtak le [Chance és mtsai.. European Patent Publication No 0 383 472 (1990.
augusztus 22.)], amely publikaciot a tovabbiakban referencianak tekintink.

A talaimany szerinti inzulin analégok A és B lancait proinzulinszerld moleku-
lakon keresztill is elallithatjuk, rekombinans DNS technika alkalmazasaval [Frank

és mtsai.. Peptides: Synthesis-Structure-Function, Proc. Seventh Am. Pept. Symp.,
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szerk.: D. Rich és E. Gross (1981)] amely publikaciét a tovabbiakban referencianak
tekintlnk.

Az egyes, barmilyen madon eldallitott A és B lancok kombinalasanak lepéseit
Chance és munkatarsai leirasa szerint hajthatjuk végre [Chance és mtsai.: Peptides:
Synthesis-Structure-Function, Proc. Seventh Am. Pept. Symp., szerk.: D. Rich és E.
Gross (1981)] amely publikaciét a tovabbiakban referencianak tekintlnk.

Az alabbi példakat a jelen taldlmany illusztralasa céljabol adjuk meg, és nem

tekinthetsk a taldlmany oltalmi kore korlatozasanak.

1. Példa

Ala (B26) human inzulin

A cimben szerepl6 inzulin analégot enzimes félszintézis modszerrel allitjuk eld
(reverz proteolizis), dezpentapeptid (B26-30) human inzulin és szintetikus Ala-Thr-
Pro-Lys-Thr pentapeptid felhaszndlasaval. A pentapeptidet szilard fazisu
peptidszintézissel allitiuk eld, mig a dezpentapeptid human inzulin bioszintetikus
human inzulinbdl szarmazik (Eli Lilly and Company, Indianapolis), pepszin hidrolizis
reakcioval, amely a 26-30-as szekvenciat tavolitja el, lényegében Gattner és munka-
tarsai leirasa szerint [Gattner és mtsai.. Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem., 356,
1397-1404 (1975)].

A peptidet vagy egy ABI 430A szintetizatorral vagy egy ACT | Model szinteti-
zatorral szintetizaljuk. A t-Boc-Thr(Bzl)OCHp-PAM gyantat, valamint a t-Boc-
aminosavakat és a peptidszintézishez hasznalt elérecsomagolt reagenseket az
Applied Biosystems Inc.-t6l vasaroljuk. A pentapeptideket a szokasos HF hasitassal
tavolitjuk el a gyantardl. A hasitast 90%-os HF és 10%-os m-krezol elegyével vegez-

zilk O °C-on 1 6ra hosszat, majd a HF-ot csokkentett nyomason eltavolitjuk. A
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peptidet azonnal kicsapjuk hideg vizmentes éterrel, majd tobbszor mossuk hideg
vizmentes éterrel, végiil 10%-os ecetsavban oldjuk és liofilezzlk.

A cimben szerepld inzulin analdg eléallitasahoz 400 mg dezpentapeptid hu-
man inzulint és 730 mg szintetikus Ala-Thr-Pro-Lys-Thr pentapeptidet elegyitink 36
ml 85% 1,4-butandiol és 15% 1 mol/l koncentracioju TRIS Osszetétell oldatban,
majd a pH-t tdmény sosavval 7,0-7,1-re allijuk. 40 mg kimotripszint oldunk 400 pl
0,01 mo/l sésavban, miel6tt a fehérjeoldathoz adjuk. A kapcsolasi reakciét 4,5 ora
hosszat 25 °C-on tartjuk és forditott fazisu HPLC-vel kovetjuk, majd a reakciot 10
térfogat mélyhitott acetonnal allitjuk le. A csapadékot centrifugalassal nyerjik ki,
sterrel mossuk, 25 ml 10%-o0s ecetsavban oldjuk, amely elegendé guanidin-HCI-t tar-
talmaz ahhoz, hogy oldatban tartsa az anyagot, majd egy Sephadex G50 (Superfine,
5 X 00 cm) oszlopra visszik és 1 mol/l koncentracioju ecetsavval eludljuk 4 °C-on. A
kivant frakciokat egyesitjik, majd forditott fazisu HPLC oszlopra visszlk (Zorbax C8
(2,12x25 cm)), és 45-70%-os linearis B puffergradienssel oldjuk le 760 perc alatt, 2,5
ml/perc sebességgel. Az ellcids pufferek a kovetkezok: A puffer, amelynek Osszeté-
tele 0,1 mol/l NaHoPQy4, pH=2,1; és B puffer, amelynek osszetétele 50% A puffer és
50% CH3CN. A tovabbi tisztitast Vydac C18 oszlopon veégezzik (2,12x25 cm), az
elualo puffer dsszetétele pedig 45-70%-os linearis B puffer, 25 mi/perc. A mozgofa-
zis 0,1% TFA-t tartalmaz A pufferként és 0,1% TFA/50% CH3CN &sszetétell oldatot
B pufferként. Végezetil 38 mg liofilezett feherjét kapunk, es ezt kilonbozé elemzé-
seknek vetjik ala. A gyorsatombombazasos tomegspektrometria (FAB/MS) eredme-
nyei alapjan a molekulasulya 5715,6 (vart: 5715,4). Az aminosavosszetétel az alab-
bi, aszparaginsavat hasznalva molaris egysegként (az elméleti aminosav aranyok
zardjelben lathatok): Asp 3,00 (3); Thr 2,89 (3); Ser 2,75 (3); Glu 7,24 (7); Pro 1,06
(1); Gly 4,00 (4); Ala 2,00 (2); Cys 5,24 (6); Vai 3,36 (4); lle 1,41 (2); Leu 6,1 (6); Tyr

2,83 (3); Phe 2,87 (3); His 2,22 (2); Lys 0,99 (1); Arg 1,00 (1).
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A jelen taldlmany szerinti egyéb analégokat Iényegében ugyanugy allitjuk el
mint ahogy az el6z&kben ismertettik. Kiindulasi anyagként a Gly-Thr-Pro-Lys-Thr
pentapeptidet hasznalva a Gly(B26)HI inzulin analogot allitottuk eld. Kiindulasi
anyagként a Val-Thr-Pro-Lys-Thr pentapeptidet hasznalva a Val(B26)H| inzulin
analogot allitjuk eld. Kiindulasi anyagként a  Leu-Thr-Pro-Lys-Thr pentapeptidet
hasznalva a Leu(B26)HI inzulin analogot allitjuk el6. Kiindulasi anyagként az lle-Thr-
Pro-Lys-Thr pentapeptidet hasznalva az lle(B26)H! inzulin analogot allitjuk elS. Kiin-
dulasi anyagként a Pro-Thr-Pro-Lys-Thr pentapeptidet hasznalva a Pro(B26)HI in-
zulin analégot allitjuk el6. Az egyes analégok vizsgalata azt mutatja, hogy ezek a ve-

gylletek jol hasznalhatd, gyorsan haté inzulin analégok.

2. Példa

Méretkizardsos HPLC

Kiilénbdzé koncentracioju Ala(B26)HI-t kromatografalunk DuPont Zorbax GF-
250 (0,94x25 cm) oszlopon, az elualashoz hasznalt mozgofazis Osszetétele 0,2 mol/l
NaCl, 20 mmol/l NapHPO4 és 0,01% NaN3 (pH=7,5). Az oszlopot 1 ml/perc sebes-
séggel elualjuk 4 °C-on. A disztribtcios koefficiens (Kd) a molekula atlagos sugaratol
fiigg. A Kd=(Ve-Vo)/(Vi-Vo) egyenletben Ve jelentése a minta eltcios térfogata, Vo
jelentése a kizarasi térfogat, amit Blue Dextran elucidjaval lenet meghatarozni, Vi
jelentése az inkluzios térfogat, amit DL-ditiotreitol eltcidjaval lehet meghatarozni. Az
inzulin disztribucios koefficiense (Kd) jelentGsen lecsokken ha né az inzulin koncent-
racidja, ami azt mutatja, hogy az inzulin nagyobb koncentracioban aggregaciora
hajlamos. Ha az inzulin B26 tirozincsoportjat alaninnal helyettesitjik, akkor egy olyan
inzulin analégot kapunk, amely bizonyos kérlilmények kozétt lathatoan képes elimi-

nalni az aggregaciot, és igy koncentraciofliggetien Kd-t eredményez.
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3. Példa

Eqgyensulyi denaturacio

Az egyensulyi denaturacios kisérleteket Brems és munkatarsai leirasa szerint
végezziik [Brems és mtsai.: Biochemistry 29, 9289-9293 (1990)], amely publikaciora
a tovabbiakban referenciaként hivatkozunk. Az egyensulyi denaturaciot tavoli UV cir-
kularis dikroizmus alapjan hatarozzuk meg, névekvé guanidin koncentracié mellett.
Az Ala(B26)H! denaturacids atmenete 3,3 mol/l GAnHCI értékneél kezd6dik. A termé-
szetes szerkezet megsziinésének szabadenergidja (AG) 4,5 kcal/mol az Ala(B26)HI
esetében, ami ugyanaz az érték, mint a BHI esetében. A kozépértek GdnHCI kon-
centracidja ((denaturalt)/(természetes)=1) 5,3 mol/l az Ala(B26)HI eseteben, a Brems
és munkatarsai altal a human inzulinra korabban meghatarozott 5,0 mol/l-rel szem-

ben [Brems és mtsai.: Journal of Biological Chemistry 66, 1611-1615 (1991)].

4. Példa

Egyensulyi ultracentrifugalés

Az inzulin aggregacios tulajdonsagait Glepitesi egyensulyi ultracentrifugalassal
hatarozzuk meg. Az egyes analdgok asszociacids allapotat a Pekar és munkatarsai
alapjan meghatarozott technikaval hatdrozzuk meg [Pekar és mtsai.: Biochemistry
11, 4013-4016 (1972)], amely publikaciot a tovabbiakban referencianak tekintlnk. A
fehérjéket 50 mmol/l natrium-klorid-50 mmol/l natrium-foszfat pufferelegyben oldjuk,
pH-jat 7,2-re allitjuk. A fehérjekoncentraciokat Aviv 14 DS spektrofotométerrel hata-
rozzuk meg (Lakewood, N.J.). Mg/ml alapon a BHI extinkcios koefficiense 1,05, mig
az Ala(B26)HI extinkcids koefficiense 0,800. A BHI monomer molekulasulya 5808 a
BHI esetében, mig az Ala(B26)HI esetében 5716. Az oldatok egy részéhez cinket
adunk egy ZnCly térzsoldatbdl, amelynek a koncentraciojat atomspektroszkdpiaval

hatarozzuk meg. A cink és a fehérje mélaranya mindig 0,5. Az Ulepitési egyensulyi
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kisérleteket 22 °C-on végezzikk egy Spinco Model E analitikai ultracentrifugaval,
hatlukas titanrotort és fotoelektromos pasztazo abszorpcids optikai rendszert hasz-
nalva. Nagysebességii technikakat hasznaltunk, agy hogy az egyensulyt elértlk,
miel6tt az egyensulyi pasztazast 5 ora elteltével megkezdtik. Standard 12 mm-es
kdzépdarabokat hasznaltunk a higabb oldatokhoz és rendelésre készitett 3 mm-es
szénnel toltott epon kdzépdarabokat hasznaltunk a toményitett oldatokhoz. Az tle-
pedést idealisnak tekintettiik, a kilonboz6 sugarak sulyozott atlagos molekulasulyait
az alabbi kifejezés alapjan szamitottuk:
My = RT/(1-vp)w2 - 1/r - 1/c -dC/dr

aholis R jelentése a gazallando, T jelentése az abszolit hémérséklet, W jelentése a
sebesség, r jelentése a sugar, C jelentése a koncentracio s p jelentése az olddszer
stirisége. Az Ala(B26)HI-rol feltételezzik, hogy ugyanazzal a részleges specifikus
térfogatattal rendelkezik mint a BHI, nevezetesen az erték 0,73 ml/g. A sulyozott at-
lagos molekulasulyt a monomer molekulasulyaval osztjuk, és a fehérje teljes kon-
centraciojahoz viszonyitjuk. Az Ala(B26)HI kisebb hajlamot mutat az onmagaval valo
asszocialédasra mint a BHI. Példaul 3,5 mg/ml koncentracié (vagy 100 egység/ml)
mellett az inzulin atlagos molekulasulya koéralbelul 6,5-szer magasabb a monomer
molekulasulyanal. Az Ala(B26)HI sulyozott atlagos molekulasulya kortlbeldl 3,2-szer
magasabb értéket mutatott a monomer atlagos molekulasulyanal. 0,5 madl cink per
mol fehérje jelenlétében az inzulin féleg hexamer formaban fordul elS, 0,5 mg/ml
mellett. Ezzel szemben az Ala(B26)H! kevésbé asszocialédik. Ahogy a fehérje kon-
centracioja nd, az Ala(B26)HI hexamernél magasabb format vesz fel a molekulasuly

alapjan.
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5. Példa

Receptorkotés

A jelen talalmany szerinti inzulin analdgok fizioldgias hatasat az alabbi in vitro
receptorkdtési vizsgalatban mutatjuk ki. A human placentamembran készitését és a
kotési vizsgalatot a Gruppuso €s munkatarsai aital ismertetett modositott eljarassal
végezzik el [Gruppuso és mtsai.: J. Clin. Endocrinol. Metab., 67, 194-197 (1988)],
amely publikaciét a tovabbiakban referencianak tekintjuk. Az eljaras soran 30-50 pg
human placentamembran fehérjét inkubalunk kérilbeldl 10 fmol 125}-inzulinnal és
kiil6nb6z8 koncentracioju jelzetlen inzulinnal vagy analogokkal 500 ul végtérfogat-
ban, 100 mmol/l HEPES (pH=7,8), 120 mmol/l NaCl, 5 mmol/i KCI, 1,2 mmol/l
MgSQy4, 8 mmol/l gliikéz és 0,25% BSA dsszetétell pufferben, 18 oran at 4 °C-on.

A membranokat cell harvestert (Skatron, Lier, Norvégia) hasznalva tvegsza-
las sz(r6lapokon nyerjik ki, amelyeket 0,1% polietiléniminnel el6kezeltiink. A kétési
adatokat ugy elemezzik, hogy a leszoritasi gorbeket egy négyparaméteres modell-
hez illesztjiik, Prefit/Allfit eljarast hasznalva az EC50 értékek (az a doézis, amely a
maximalis kotés felének leszoritasahoz sziikséges) meghatarozasahoz. Négy kisér-
let adatai azt mutatjak, hogy a human inzulin EC50 értéke 0,34 + 0,05 nmol, mig az
Ala(B26)H! EC50 értéke 0,39 + 0,02 nmol, ami azt jelenti, hogy az inzulin potencial-

janak 89%-at éri el.

6. Példa

Allati tesztek

A jelen talalmany szerinti inzulin analog fiziologiai hatasait az alabbi in vivo
rendszerekben igazoljuk.

Normal him Sprague Dawley patkanyokat (Charles River Laboratories

(Portage, MI) hasznalunk vizsgalati allatkent. 160-180 grammos testsulyban kapjuk



6ket, majd egy hétig allatszobaban tartjuk, 23 °C-on, szabalyozott megvilagitasi cik-
lust alkalmazva (vilagitas reggel 7-t6l este 7-ig). Az allatokat Purina 5001 patkany-
tappal etetjlik, tetsz6leges mennyiségben. Az egyes vizsgalatokban hasznalt allato-
kat felhasznalas el6tt 16 dra hosszat éheztetjiik. Az els6 felhasznalas idején testsu-
lyuk 200 gramm. 275 grammos testsuly elérése utan (korllbeldl harom hét alatt) az
allatokat nem hasznaljuk. Ot kontroll allatot és &t kisérleti llatot hasznaiunk a vizsga-
latban. A fehérjéket 0,05 mol/l sésavban oldjuk (pH=1,6), igy kapunk egy 100 p
g/ml koncentracioju torzsoldatot. Ebbd| higitast készitink normal séoldatban, amit
szubkutan injekcidzunk a patkanyokba. 100 pl-es vérmintat vesziink az egyes pat-
kanyok farokvénajabdl nuila idépontban, majd a kezelés utan 30 perc, 1 6ra, 2 0ra, 3
4ra és 4 ora elteltével. A glikdzt a glikozoxidaz modszerrel (Sigma Chemical Co.)
hatarozzuk meg. Az egyes patkanyoknal kiszamitjuk a vér glikoztartalmanak a nulla
idSponthoz viszonyitott szazalékos eltérését, majd a végeredményeket atlagos sza-
zalékos valtozas + SEM formaban adjuk meg a kisérleti csoportra, korrigalva a kont-
rollcsoportra aznap mért atlagos valtozasra.

Dézis-valasz gorbéket készitink a vizsgalt vegyiilet kiilénb6z8 koncentraci-
djaval végzett vizsgalatok eredményeibdl, az egyes dozisoknal a glikoz szazalékos
valtozasat abrazolva a glilkkdzkoncentracio mélypontjanal. Ebb6l a gorbeébdl megha-
tarozunk egy ED50 értéket, mint azt a szubkutan fehérjedozist (1g/kg), anely a ma-
ximalis hipoglikémias vélasz felét adja. A human inzulin ED50 értéke 7,8 +£ 0,1 (n=3),
mig az Ala(B26)HI ED50 értéke 8,9 + 0,7 (n=2), ami azt jelenti, hogy az inzulin po-
tencialjanak 88%-at éri el.

A sertés modellen végzett vizsgalatok azt is igazoljak, hogy az Ala(B26)HI

analég jol hasznalhaté gyorsan hato inzulinként. A human inzulinnal dsszehasonlitva
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a szubkutan injekcio utan 40-60 perc alatt kérulbelul kétszer annyi Ala(B26)HI ab-
szorbealodik.

Amint az el6z8kben megjegyeztik, a jelen talalmany szerinti inzulin analo-
goknak kisebb a hajlamuk a dimerizalédasra vagy az 6nmagukkal egyéb modon vald
asszocialodasra, és igy nagyobb molekulasulyu formak kialakitasara. Tehat egy
vagy tébb emlitett analog beadasaval az aktivitas gyors fellépése érhets el. A jelen
talaimany szerinti inzulin analogok hatékonyak a hiperglikémia kezelésében, ha egy
ilyan kezelést igényl6 betegnek egy inzulin analogbdl (amely a B-lanc 26-os pozicio-
jaban egy alanincsoportot tartalmaz) hatasos mennyiséget adunk be. Ez a mennyi-
ség altalaban 10 és 60 egység per nap kozétt valtozik (azaz korulbeldl 0,3 - 2 mg,
feltételezve hogy az anyag aktivitasa 29 egység per mg). Arra azonban fel kell hiv-
nunk a figyelmet, hogy az éppen beadott inzulin analég mennyiségét egy orvosnak
kell meghataroznia, a megfeleld kériimények fenyében, beleértve a kezelendd alla-
potot (azaz a hiperglikémia oka), az éppen beadott analdgot, a beadas valasztott
parenteralis Gtjat, az adott beteg testsulyat és reakciojat, valamint a beteg tineteinek
sulyossagat. Ennélfogva a fenti dozistartomanyok nam tekinthettk a talalmany ol-
talmi kore korlatozasanak.

A taldlmany szerinti inzulin analogokat az ilyen kezelésre szorulo betegeknek
(azaz hiperglikémiaban szenvedd betegnek) olyan gydgyaszati készitmény formaja-
ban adjuk be, amely legalabb egy, a B-lanc 26-os poziciéjaban alanint tartalmazo
inzulin analégbdl hatasos mennyiséget tartalmaz, egy vagy tébb gyogyaszatilag el-
fogadhaté hordozoé- vagy téltanyaggal kombinalva. Ezekre a célokra a gyogyaszati
készitményeket altalaban ugy formulazhatjuk, hogy milliliterenként koralbelul 100
egységet tartaimazzanak, illetve hasonlé koncentraciojuk legyen, inzulin analog(ok)
hatasos mennyiségébdl. Ezek a készitmények altalaban, de nem szlikségszeriien

parenteralis természetiiek, és szamos kilonboz6 technikaval elGallithatok, a szakte-
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rileten a parenteralis termékek készitésében jol ismert szokvanyos tolt6- s hordo-
z6anyagok alkalmazaséaval [Remington's Pharmaceutical Sciences, 17. kiadas, Mack
Publishing Company, Easton, PA, USA (1985)], amely publikaciét a tovabbiakban
referencianak tekintiink. Példaul a parenteralis beadashoz valé dozisformakat ugy
allithatjuk el8, hogy legalabb egy inzulin analogbdl, amelynek a B-lanca 26-0s pozi-
ciojaban alanincsoport van, a kivant mennyiséget szuszpendaljuk vagy oldjuk egy
nem-toxikus folyadékhordozdban, amely alkalmas injekciozasra, azaz példaul vizes
kdzegben, majd a szuszpenziét vagy oldatot sterilezzik. Egy kisér6 ampullat vagy
hordozét adhatunk hozza a beadas el6tti dsszekeverés céljabdl. A parenteralis be-
adashoz adaptalt gyogyaszati készitmények higitoszereket, toltéanyagokat és hor-
dozokat, mint példaul vizet és vizzel elegyed6 szerves oldoszereket, azaz példaul
glicerint, szezamolajat, féldimogyord olajat, vizes propilénglikolt, N,N'-dimetil-
formamidot és hasonldkat tartaimaznak. Az ilyen gyogyaszati készitmények lehetnek
a B-lanc 26-os poziciéjaban alanincsoportot tartaimazé inzulin analdg steril, izotonias
vizes séoldatai, amiket egy gyogyaszatilag elfogadhaté pufferrel lehet pufferelni, és
amelyek pirogénmentesek. Emellett a parenteralis gyogyaszat készitmények tartal-
mazhatnak tartdsitdszereket, mint példaul fenolt vagy meta-krezolt. A végtermek pH-
janak beadllitasahoz példaul natrium-hidroxidot vagy sosavat hasznalhatunk.

A jelen taldlmany szerinti inzulin analégokat gyogyaszati készitmenyekke le-
het formuldzni, amelyek alkalmasak az intranazalis beadasra. Az ilyen készit-
ményeket részletesen a 0200383 A3 szamu European Patent Application-ban irjak
le, amelyet a tovabbiakban referencianak tekintink. Roviden, az ilyen készit-
ményeket egy vagy tébb gyogyaszatilag elfogadhato higitoszerrel, gyogyaszatilag
elfogadhatd mennyiségi alkalifémsoval, egy lényegében cinkmentes inzulin szabad
savanak az ammoniumsojaval, adott esetben legaldbb egy abszorpciot fokozo

agensbdl, amelyet a kdvetkez6 csoportbdl valaszthatunk: (1) olajsav illetve annak az
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észtere vagy séja, (2) folyadékformaju szorbitan zsirsavészter, (3) egy szorbitan
zsirsavészternek egy folyadékformaju polioxietilén szarmazéka, és (4) egy folyadek-
formaju hidroxipolioxietilén-polioxipropilén-polioxietilén-kopolimer, az abszorpciot fo-

kozé mennyiséggel formuldzzuk.
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(1) Altalanos informaciok:
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(A) A bejelentés szama:
(B) A benyuijtas datuma:
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(vii) A korabbi bejelentés adatai:
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(B) A bejelentes id6pontja:
(viii) Ugyvivéiligynoki informaciok:

(A) Név: Douglas K. Normar

(B) Bejegyzés szama: 33267

(C) Referencia/akta szama: X8667
(ix) Telekommunikacios informacio:

(A) Telefon: 317-276-2958

(B) Telefax: 317-276-1294

(2) Informaciok a SEQ ID NO. 1-rék:
(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 21 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus:
(D) Topoldgia: linearis
(i) A molekula tipusa: polipeptid
(ix) Jellemzdk:
(A) Név/kulcs: Variabilis hely
(B) Hely: 21
(C) Azonositasi modszer:
(D) Egyéb informacidk: "Ez az aminosav Asn, Asp, Glu, GIn, Ala, Gly

vagy Ser."
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(xi) A szekvencia leirasa: SEQ ID NO. 1:
Gly lle Val Glu GiIn Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr GIn
1 5 10 15
Leu Glu Asn Tyr Cys Xaa

20

(2) Informaciok a SEQ ID NO. 2-r4l:
(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 30 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Topoldgia: linearis
(iiy A molekula tipusa: polipeptid
(ix) Tulajdonsagok:
(A) Név/kulcs: Variabilis hely
(B) Hely: 1
(C) Azonositasi modszer:
(D) Egyéb informécio: "Ez az aminosav vagy Phe vagy Asp."
(ix) Tulajdonsagok:
(A) Név/kulcs: Variabilis hely
(B) Hely: 3
(C) Azonositasi modszer:

(D) Egyéb informacio: "Ez az aminosav vagy Asn vagy Asp."

cssase
.
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(ix) Tulajdonsagok:
(A) Név/kulcs: Variabilis hely
(B) Hely: 26
(C) Azonositasi modszer:
(D) Egyéb informacio: "Ez az aminosav Ala, Gly, Val, Leu, lle vagy
Pro."
(xi) A szekvencia leirasa: SEQ ID NO. 2:
Xaa Val Xaa GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu

1 5 10 15

Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Xaa Thr Pro Lys Thr

20 25
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egy inzulin analdég, amelynek képlete SEQ ID NO.1 megfelelen
keresztotésekkel dsszekotve a SEQ ID NO.2-vel, vagy ennek egy gyogyaszatilag
elfogadhaté soja, azzal jellemezve, hogy a SEQ ID NO.1 21-es pozicidjaban levl
Xaa jelentése az alabbi csoportbol valaszthaté aminosav: Asn, Asp, Glu, Gin, Ala,
Gly vagy Ser, a SEQ ID NO.1 1-es pozicidjaban levé Xaa jelentése Asp vagy Phe, a
SEQ ID NO. 2 3-as poziciéjaban levé Xaa jelentése Asp vagy Asn, és a SEQ ID NO.
2 26-0s pozicidjaban levé Xaa jelentése az alabbi csoportbdl valaszthaté aminosav:
Ala, Gly, Val, Leu, lle és Pro.

2. Az 1. igénypont szerinti inzulin analog, azzal jellemezve, hogy a SEQ ID
NO.1 21-es pozicidjaban levé aminosav Asn.

3. A 2. igénypont szerinti inzulin analog, azzal jellemezve, hogy a SEQ ID
NO.2 1-es pozicidjaban levé aminosav Phe.

4. A 3. igénypont szerinti inzulin analog, azzal jellemezve, hogy a SEQ ID
NO.2 3-as pozicijaban levé aminosav Asn.

5. A 4. igénypont szerinti inzulin analdg, azzal jellemezve, hogy a SEQ ID
NO.2 26-o0s poziciéjaban levé aminosav Ala.

6. Gyodgyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy egy gyogyaszatilag elfo-
gadhaté higitészerben egy inzulin analogot tartalmaz, amelynek képlete: SEQ ID
NO.1 megfeleléen keresztotésekkel dsszekotve a SEQ ID NO.2-vel, vagy ennek egy
gyogyaszatilag elfogadhato sdja, azzal jellemezve, hogy a SEQ ID NO.1 21-es pozi-

cidjaban levé Xaa jelentése az alabbi csoportbdl valaszthatdé aminosav: Asn, Asp,

Glu, GIn, Ala, Gly vagy Ser, a SEQ ID NO.1 1-es pozicidjaban levd Xaa jelentése



.
> e v

e ees +a « v
. L

000 oo -9 0’ 202"

-26-
. 2

és a SEQ ID NO. 2 26-0s pozicidjaban levé Xaa jelentése az alabbi csoportbol va-
laszthatd aminosav: Ala, Gly, Val, Leu, lle és Pro.

7. A 6. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy a
SEQ ID NO.1 21-es pozicidjaban levé Xaa jelentése Asn, a SEQ ID NO.2 1-es pozi-
cidjaban levé Xaa jelentése Phe, a SEQ ID NO.2 3-as pozicidjaban levé Xaa jelente-
se Asn, A SEQ ID NO.2 26-0s poziciojaban levé Xaa jelentése az alabbi csoportbol
valaszthatd aminosav: Ala, Gly, Val, Leu, lle és Pro.

8. A 7. igénypont szerinti gyogyaszati készitmeny, azzal jellemezve, hogy a
SEQ ID NO.2 26-0s pozicidjaban levs Xaa jelentése Ala.

9. Eljaras az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti inzulin analog elGallitasara,
azzal jellemezve, hogy a SEQ ID NO.1 vegylilet és a SEQ ID NO.2 vegydlet kozott
keresztkotéseket hozunk létre.

10. Inzulin analog, azzal jellemezve, hogy a 9. igénypont szerint allitjuk eld.

A meghatalmazott
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