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Keksintd koskee menetelmidd kaavan 1 mukaisten insuliini-johdannaisten val-

mistamiseksi,
n l—S—— 5 A2l
H-[GTy r-ketju Asn __ OH
T
% S
! i
S S (1)
1o B29
Rl—jVal B-ketiju Lys )rRJORJl
. 1 . 30 . . . e L
Jossa kaavassa R on H tai H-Phe , R merkitsee jonkin luonnoss.: esiin-

tyvdn L-aminohapon tdhdettd ja R31 merkitsee fysiologisesti turvallista

orgaanista rynmdd, joka on luonteceltaan neutraali tai emidksinen ja jonka
isocelektrinen piste on 5,8:n yldpuolella, Mernetelindssd a)kaavan T mukainen
insuliini, jossa kaavassa R 0 merkitsee gencettisesti koodattavan L-amino-
hapon tdhdettd ja R31 on OH tai karboksi-ryhmdn suojaryhmd, tai b) pro-
insuliini, proinsuliinianalogi, esi-proinsuliini tai esi-proinsuliini-
analogi, saatetaan reagoimaan peptidin tai aminohappojohdannaisen kanssa,

jolla on kaava H-R30 -R31

, endopeptidaasin ldsndollessa, pH-arvossa, joka
on insuliinin isocelektrisen pnisteen alapuolella, ja mahdollisesti liitetty
suojaryhmd lohkaistaan,

Keksintd koskee edelleen uusia, emdksisesti muunnettuja insuliini-joh-

dannaisia, nditd sisdltivid ladkeaineita sekd niiden kayttda.
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Uppfinningen hanfdr sig till ett fdrfarande f6r framstdllning av insulin-
derivat med formeln 1

i fS— S a2l
H-[TTY r-Keaja Asn__-OH
p :
s é (1)
B29
R™-| \Bfil B- kedJja Lys yR3°R31

varl ul dir H eller H-Phe, R30 stdr for en rest av en i naturen forekorman-

dce L-aminosyra och R31 star for en fysiologiskt godtagbar organisk grupp
av neutral eller basisk karaktdr, och vilket uppvisar en isoelektrisk
punkt over 5,8. Enliqt forfarandet omsdtter man

(a) ett insulin med formeln I, vari R30 betyder en rest av en genetiskt
kodbar L-aminosyra och R3l star for OH eller en skyddsgrupp f8r karboxi-
funktionen, eller

(b) ett proinsulin, en proinsulinanaloqi, ett preproinsulin eller en prep-
roinsulinanalogi med en peptid respektive ett aminosyraderivat med for-
meln H-RJO-R3l i ndrvaro av ett endopeptidas vid ett pH-vdrde under insu~
linets isoelektriska punkt och avspjilker eventuellt infdrda skyddsgrup-
per.

uppfinningen avser vidare nya basiskt modifierade insulinderivat, dessa
innehillande medel och deras anvdndning.
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Menetelmd terapeuttisesti kdyttdkelpoisen insuliinijohdan-
naisen valmistamiseksi

Keksinndn kohteena on menetelmd terapeuttisesti
kdyttokelpoisen insuliinijohdannaisen valmistamiseksi,
jolla on kaava 1

Al 1™—Ss5 S A2l
H~- Gly A-ketju Asn | -OH
] )
S S
] )
S
3 I
B2 B29
Rl Val B-ketju Lys —R30—R31

jossa

R' on H tai H-Phe, R on Ala- tai Thr-t&hde ja R* on 1-3
a-aminohappoa ryhm&std8 Thr, Arg ja Lys, joissa mahdol-
lisesti 1l#sndoleva p#éstekarboksiryhmd voi olla vapaana,
esterdityneend, laktonina tai CH,0H:ksi pelkistettynd, ja
jonka kaavan I mukaisen insuliinijohdannaisen isoelektri-
nen piste on yli 5,8.

Insuliini-Arg®-OH, insuliini-Arg®*-Arg®?-0OH sek4 muut

B-ketjun kohdalla C-terminaalisesti emdksisesti muunnetut
insuliinit osoittavat l4#keaineissa ilman erikoisia 1li-
séyksis, kuten Surfen®:a tai protamiinia, depot-luonnetta.
Sellaisia insuliineja, menetelm#i niiden valmistamiseksi,
nditd8 sisdltdvid liskeaineita sekd niiden kéyttsi on jo
esitetty (saksalaiset patenttihakemukset P 33 26 472,4,
P 33 26 473,2, P 33 27 709,5 sek4 P 33 27 928,4). Sellais-
ten hidastetusti vaikuttavien insuliinivalmisteiden edut
perustuvat parempaan siedettdvyyteen, ja insuliinilla suo-
ritetusta pitk&aikaishoidosta puuttuu ennen kaikkea denot-
apuaineiden immunogeenisuus.

Insuliinin biosynteesissd syntyy valittOm&std esi-
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asteesta, yksiketjuisesta proinsuliinista, niin sanottujen
yhdyspeptidien entsymaattisen pilkkoutumisen avulla kaksi-
ketjuinen insuliini. Ep&t#dydellisen valmistumisen yhtey-
dessd on eristetystd raakainsuliinista l1l8ydettdvissi# niin
sanottujen vdlivaiheinsuliinien eritt#in v#dhdisii maarii.
Namd insuliinin biosynteesin v&lituotteet on selvitetty
rakenteellisesti. Ne koostuvat p&#asiallisesti B31-Arg- ja
B31-32Arg-Arg-insuliinijohdannaisista.

Jos in vitro kdsitell##8n naudan, sian tai ihmisen
proinsuliinia trypsiinilld (Chance, Excerpta Medica Inter-
national Congress Series no 231, sivu 292 ja seur. sivut),
niin syntyy vastaavien desoktapeptidi-B23-30-insuliinien
rinnalla ennen kaikkea B3l-Arg sek# B32-Arg-Arg-in-
suliinien seos. Ndiden tuotteiden varma erottaminen ja
perusteellinen puhdistus on erittdin ty®ldstd ja edel-
lyttd8d moninkertaista ioninvaihtokromatografiaa, johon
liittyy tappioita. Preparatiivisten md#rien valmistusta
raakainsuliinista terapiassa suoritettavaa kiytt84 varten
ei sen t8hden ole mahdollista suorittaa. Sitd paitsi ei
ole kdytettdvissd humaani-insuliinia vastaavia tuotteita.

Erds mahdollinen sellaisten johdannaisten valmis-
tustapa perustuu siihen, ettd entsymaattisesti pilkotaan
geeniteknologisesti valmistettua proinsuliinia tai sen
analogeja. Kuten mainittiin, puhdistusmenetelm#n yh-
teydessd muodostuu tappiota.

Kyseessd olevan keksinndn kohteena on 18yt#3 mene-
telmd, jolla voidaan valmistaa yksinkertaisella tavalla
uusien, galeenisten valmisteiden terapeuttista kayttoa
varten tarvittavat m&8rdt em8ksisesti muunnettuja in-
suliinijohdannaisia.

Seuraavassa kuvatussa, keksinn¥n mukaisessa mene-
telm8ssd tehtdvd ratkaistaan muuttamalla halpa, biosyn-
teettinen insuliini, kuten humaani-insuliini, sianin-
suliini tai mahdollisesti niiden esiastet entsyymikatalyy-
sin avulla sekd kd#dyttdmills sopivia peptidijohdannaisia
toivotuiksi tuotteiksi.
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Viime wvuosina ovat monet erilaiset kemialliset ja

entsymaattiset menetelmi#t tulleet tunnetuiksi (Biochem. J.
211 (1983) 671-676, US-patentti 3 902 068, 3 276 961,
4 320 197, GB-A-2069502, EP-A-56951 mm), joiden avulla
esim. sianinsuliini voidaan muuntaa. Edelleen on my&ts eh-
dotettu menetelmid, jotka sallivat sopivien esi-proin-
suliinijohdannaisten sekd vidlivaiheinsuliinien muut-
tamisen esimerkiksi humaani-insuliiniksi (DE-patenttiha-
kemus P 32 09 184.2).

Nyt havaittiin yll&tt#en, ettd insuliinin lysiini-
t4hteessd, asemassa B29, tapahtuu selektiivinen trans-
amidointi jopa peptidien kanssa, jotka sisdltdvdt Arg tai
Arg-Arg, ja huolimatta arginiinista insuliinin asemassa
B22, suurin saannoin. T&m#& koskee myds proinsuliineja
(Lys-Arg-AQO) sekd analogeja.

Keksinn®dn mukaiselle menetelm#dlle on tunnusomaista,
etta

a) kaavan I mukainen insuliini, jossa R' on H tai H-
Phe,

R* on geneettisesti koodattavan L-aminohapon t&hde ja
R on OH tai karboksiryhm#n suojaryhmd, tai
b) proinsuliini, jolla on kaava

II
C-ketju L—
Al [—S—_——S—] A2l
Y- [ Gly A-ketju Asn | -OH II
] ]
S S
] 1
S S
B2 B29
Z- | Val B-ketju Lys [———x

jossa
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C-ketju ja X yhdessd ovat geneettisesti koodattavien
L-aminohappojen sekvenssi, Z on H- tai ryhmi H-(D),-Y-
(Phe),-, m ja n ovat toisistaan riippumatta O tai 1, D on
geneettisesti koodattava L-aminohappojen esisekvenssi ja
Y on Arg tai Lys, saatetaan reagoimaan peptidin kanssa,
jolla on kaava III

H-R¥*°-R* III

jossa

R’ on Ala- tai Thr-t#hde ja R*® on 1 - 3 g-aminohap-
poa ryhmdstd Thr, Arg ja Lys, joissa mahdollisesti l&sné&-
oleva pddtekarboksiryhm8 voi olla vapaana, esterdityneeni,
amidina, laktonina tai CH,0H:ksi pelkistettyn#d trypsiinin
tai trypsiinin kaltaisen endopeptidaasin l&sniollessa ve-
dessd8, johon on mahdollisesti lis#tty sopivaa orgaanista
liuvotinta, pH-arvossa, joka on insuliinin isoelektrisen
pisteen alapuolella, ja mahdollisesti lis#tyt suojaryhmit
poistetaan.

X merkitsee ensi sijassa Ala, Thr tai Ser, mutta se
merkitsee erityisesti Thr pH arvo on etupdissd pH 5,4:n
alapuolella.

Erityisesti valmistetaan sellaisia kaavan I mukai-
sia yhdisteitsd, joissa R' merkitsee H-Phe. Etup#i#ss# val-
mistetaan yhdisteitd, joissa A-ketjulla ja ketjulla (B2-
30) on humaani-insuliinin sekvenssi.

Keksinndn mukaisessa menetelmissd ldhdet44n edulli-
sesti kaavan I mukaisista insuliineista. Edelleen ovat
edullisia sellaiset kaavan III mukaiset ldhtdyhdisteet,
joissa on sekvenssi

H-R*® -(A).-(B),-(C),

jossa

R* merkitsee Ala tai Thr, A ja B ovat samanlaisia tai eri-
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laisia ja merkitsevdt D-Arg, D-Lys, suojattua Arg tai suo-

jattua Lys, C merkitsee D-Arg, D-Lys, suojattua Arg, suo-

jattua Lys tal koliiniesteri-ryhm#i,

r, s ja t ovat samanlaisia tai erilaisia ja merkitsevat O

tai 1, ja r+s+t>1, jolloin C-terminaaliset aminohapot voi-

vat olla my8s vastaaviksi aminohapoiksi pelkistettyji.
KeksinnSn mukaisen menetelm&n mukaan voidaan val-

mistaa:

Des-Phe®-sianinsuliini-Arg®!-0H

Des-Phe® -humaani-insuliini-Arg®*!-0H

Des-Phe® -sianinsuliini-Arg®*'-Arg**-OH

Des-Phe® -humaani-insuliini-Arg®*-Arg®?-oH

Sianinsuliini-Arg®!-OCH,

Humaani-insuliini-Arg®!'-OCH,

Naudaninsuliini-Arg®*'-OCH,

Sianinsuliini-Arg®'-Arg®?-0CH,

Humaani-insuliini-Arg®?-OCH,

Humaani-insuliini-Lys®!-0OH

Humaani-insuliini-D-Arg®!-OH

Humaani-insuliini-D-Arg®!-Arg®?-oH

Humaani-insuliini-Arg®!-D-Arg®*?-0H

Humaani-insuliini-Lys®!-Arg®*?-OH

Humaani-insuliini-Arg®-Lys®?-OH

Humaani-insuliini-Argininoli®"

Humaani-insuliini-Arg®'-Arginioli?*

Humaani-insuliini-Lys®!-Arg®*?-Arg®’-oH

Humaani—insuliini-Arg”l-NHI>
’ 0 0

Humaani-insuli ini—Arg"l—Arg”’-Nm

0o=~0
Des-Thr**°-humaani-insuliini-Arg®*°-OH
Des-Thr®°-humaani-insuliini-Lys®*°-OCH,
Des-Thr*°-humaani-insuliini-Arg®°-Arg®*'-OH
mutta erikoisesti
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Humaani-insuliini-Arg®'-OH
Humaani-insuliini-Arg®!-Arg®*?-0OH

Seuraavat L-aminohapot ovat geneettisesti koodat-
tavissa: Gly, Ala, Ser, Thr, Val, Leu, Ile, Asp, Asn, Glu,

Gln, Cys, Met, Arg, Lys, His, Tyr, Phe, Trp, Pro (neutraa-

lit aminohapot ovat alleviivatut).

Neutraalilla, luonnossa esiintyvdlld aminohapolla
tarkoitetaan erityisesti aminohappoja Gly, Ala, Ser, Thr,
val, Leu, Ile, Asn, Gln, Cys, Met, Tyr, Phe, Pro tai Hyp.
Em8ksiselld, luonnossa esiintyv#dll3d aminohapolla tarkoite-
taan erityisesti aminohappoja Arg, Lys, Hyl, Orn, Cit tai
His.

Ryhmilld, jotka mahdollisesti salpaavat keksinnon
mukaisesti valmistettujen yhdisteiden C-terminaalisten
pdiden vapaan karboksiryhmidn, tarkoitetaan ennen kaikkea
esteri- ja amidi-ryhmi&, etup&&sss (C,-C;)-alkoksia, (C,-
C¢)-sykloalkoksia, NH,, (C,-C¢)-alkyyliaminoa tai di-(C,-
C¢)-alkyyliaminoa, tai em#ksisid ryhmi#d, kuten amino-(C,-
C¢)-alkoksia, (C,-C,)-alkyyliamino-(C,-C,)-alkoksia, di-(C,~
C,)-alkyyliamino(C,-C,)-alkoksia, tri-(C,-C,)-ammonio-(C,-
C¢)-alkoksia, amino-(C,-C4)-alkyyliaminoa, [(C,-C,)-alkyyli-
amino]-(C,~C;)-alkyyliamino, [di-C,-C,)-alkyyliamino]-(C,-
C¢)~alkyyliaminoa tai [tri-(C,-C,)-alkyyliammonio]-(C,-C¢)-
alkyyliaminoa, erityisesti -0-[CH,]_-NR,, -0-[CH,] -NR;, tai
-NH-[CH,] -NR;, jossa p = 2-6 ja R on samanlainen tai eri-
lainen sekd merkitsee vetyd tai (C,-C,)-alkyylia.

Insuliineina voidaan k3dytt#4 kaikkia luonnosta
eristettyjd insuliineja, joissa on Lys (B29), edullista on
kuitenkin k#ytt84 insuliineja, jotka ovat perdisin siasta
tai ihmisestd; sama koskee proinsuliinia. Sopivina esipro-
insuliineina tulevat ennen kaikkea kysymykseen sellaiset
geeniteknologian avulla saadut esi-proinsuliinit, joissa
vastaavan koodauksen kautta on esisekvenssissd asemassa BO
emdksinen aminohappotihde, joka voidaan pilkkoa trypsii-

nilld tai jollain trypsiinin kaltaisella, vapaalla tai
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Keksinnén mukaisen menetelmdn 1l&htdyhdisteista
Des-Phe® -insuliinit ovat tunnettuja esim. DE-PS
20 05 658:n tai EP-A- 46 979:n perusteella.

Geeniteknologisin menetelmin on sitd& vastoin mah-
dollista hankkia ldhtbmateriaaleina humaani- tai kddellis-
ten proinsuliinia. Mutta lis3ksi voidaan rakentaa my&s
suhteellisen yksinkertaisia plasmideja, joista 1loh-
kaisemalla vastaavia esi-proinsuliini-johdannaisia saadaan
uusia insuliinijohdannaisia, koska ne luonnossa, kohdassa
B31 ja B32 esiintyvien arginiinien tilalla, koodaavat
muita neutraaleja tai emdksisid aminohappoja.

Proinsuliinin valmistus kdyttdm&ll8 yhdistelm&-DNA-
metodiikkaa edellyttdd DNA-sekvenssin muodostamista, joka
koodaa proinsuliinin aminohapposekvenssi&, joka voidaan
saada aikaan joko eristyksen avulla, konstruoimalla tai
molempien yhdistelmd&n avulla. Proinsuliini-DNA k&ytet&an
sitten lukuvaiheessa jossain sopivassa pesdke- ja ekspres-
-sionkantajassa. Kantaja k#ytet#idn jonkin sopivan mikro-

organismin transformointiin, ja t&l16in saatu transfor-
moitu mikro-organismi kasvatetaan sitten kdymisolosuhteis-
sa, jotka johtavat proinsuliinia sis&ltdvdn vektorin lisa-
kopioiden muodostumiseen sekd proinsuliinin, jonkin proin-
suliinijohdannaisen tai proinsuliiniesiasteen (tai esi-
proinsuliini-johdannaisen) ekpressioon.

Jos ekspressiotuotteena on kysymys proinsuliinin
esiasteesta, sellainen tuote yleens8 saa proinsuliiniami-
nohapposekvenssin, joka pdidteaminoryhmé&nsd kohdalla on
sidottu proteiinin katkelmaan, joka normaalisti ilmentyy
geenisekvenssin kautta, jossa proinsuliini tai proin-
suliinijohdannainen pannaan kdyntiin.

Peptideind tai aminohappojohdannaisina, joita voi-
daan kdyttd84 entsyymin katalysoimaan reaktioon, tulevat
kysymykseen ennen kaikkea kaikki mahdollisesti sivuket-
jussa ja karboksyylip&dssd suojatut di-, tri- ja tetrapep-
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tidit, joiden N-pd&dtteend on Gly, L- tai D-aminohappo,
paitsi sellaiset, joissa aminohapon karboksyylip&i on
emdksisend amidi- tai juuri samanlaisena esterijohdan-
naisena, edullisesti koliiniesterin&d tai amidina jonkin
ylimddrdisen kvaternddrisen ammoniumtidhteen kanssa. Ole-
massa olevat vapaat COOH-, OH-, SH-, ®-NH,~, guanidino-
ja/tai imidatsoliryhmdt ovat tarvittaessa sin#nsid tun-
netulla tavalla suojattuina (vertaa esim. Bodantsky et
al., kirjassa Pentide Synthesis, toinen painos (1976),
John Wiley & Sons).

Lysiinin tai ornitiinin ¢-aminoryhmdn uretaanisuo-
jaryhmdt ovat esimerkiksi Fmoc, Fcboc, Z, Boc, Ddz, Bpoc,
Z (NO,), Pyoc, Dobz, Moc, Mboc, Iboc, Adoc, Adpoc, Mac tai
Pioc; edullisia ovat Z ja Boc. N&iden aminosuojaryhmien
poistaminen tapahtuu happojen em#sten tai pelkisteiden
kanssa (vrt. Kontakte Merck 3/79, s. 14 ja seuraavat si-
vut).

Arginiinin guanidino-ryhmd&n suojaryhmdt ovat esim.
Adoc, Tosyl, Boc, Z, mesityleeni-2-sulfonyyli (Mts) ym.
Lohkaiseminen voidaan suorittaa joko hydrolyyttisesti tai
hydrogenolyyttisesti (vrt. Kontakte Merck 1/80, s. 23,
30).

Asp:n ja Glu:n COOH-sivuryhm#dt voidaan suojata al-
kyyliesterind, etupddssd metyyli-, etyyli- tai tert. bu-
tyyliesterind, tai bentsyyliesterini tai muunnettuna bent-
syyliesterind (mm. p-NO,, p-Cl, p-Br). Suojauksen pois-
taminen suoritetaan alkalisen tai happamen saippuoinnin
tai hydrauksen avulla (vrt. Kontakte Merck 3/79, s. 14,
20).

Thr:n tai Ser:n OH- sivuryhmdt voidaan tunnetulla
tavalla suojata eetteri- tai asyyli-suojaryhmien, kuten
esimerkiksi (C,-C,)-alkyylin, etup#dissi tert. butyylin tai
(C,-C;)-alkanoyylin avulla.

Suojaryhmén valinta sekd synteesin suoritustapa
madrdytyy aminohappojen sekd C-terminaalisen, karbok-
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siryhmdn salpaavan ryhm#dn laadun perusteella.

Edullisina dipeptideind voidaan kdyttdd sellaisia
dipeptidej&, joissa N-terminaalinen alanyyli- tai treonyy-
litdhde, joka on sidottu L-/D-arginiini- tai L-/D-lysii-
nitdhteen kanssa, on suljettu sopivan, happamissa tai
emdksisissd8 olosuhteissa lohkaistavan suojaryhm&n avulla.
L-/ tai D-Arg:n tai vastaavasti L-/ tai D-Lys:n irrever-
siibelind karboksyyliryhmdn suojaryhm&nd voidaan peptidiin
1iitt44 myds emdksinen diamiini. Sellaiset dipeptidiyhdis-
teet ovat edullisia ennen kaikkea silloin, kun aminohap-
potdhteend kdytetddn D-Arg tai D-pLys, koska steeriselek-
tiivinen trypsiini tai esimerkiksi lysyyliendopeptidaasi-
Lys-C, ei voili tunnistaa nditd peptidijohdannaisia ja sen
tdhden muuntoreaktiota varten ei tarvita mitd&n sivuketjun
suojausta.

Amiinikomponenttina on myds mahdollinen jokin em&k-
sinen aminohappo, edullisesti D-, L-arginiini ja D-, L-
lysiini. Vastaavat tripeptidit t#dytyy karboksyyliryhmin
lisdksi ainoastaan sivuketjussa sijaitsevien muunnosten
tapauksessa sulkea sopivien, happamissa tai emdksisissa
olosuhteissa lohkaistavien suojaryhmien avulla. Mutta D-
aminohappotéhteiden sivuketjusuojaus voidaan valita myos
reaktion jdlkeisen puhdistusoperaation parantamiseksi.

Y113 mainitut peptidit tai aminohappojohdannaiset
syntetisoidaan standardimenetelmien mukaisesti, kuten
esimerkiksi on kuvattu kirjassa "The Pentides Analysis,
Synthesis, Biology, osa 1 Major Methods of Peptide Bond
Formation, osa A", julk. E. Gross, J. Meierhofer, Academic
Press N.Y. (1979).

Trypsiinin ohella soveltuvat keksinntén mukaiseen
menetelmddn myds sellaiset endopeptidaasit, jotka kirjal-
lisuuden perusteella tunnetaan trypsiinin kaltaisina, se
on sellaiset, jotka spesifisesti lohkaisevat peptidisidok-
sia emdksisten aminohappojen karboksip&#ssd (vrt. esim.
EP-A-17938).
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Entsymaattiseen reaktioon kdytettyj& aminohappoja
tai peptidiyhdisteitd k&ytetd#n etupdissd 40 - 150 -ker-
taisena ylimddrédnd insuliinikomponentin suhteen. Entsyymi-
substraatti-suhteena voidaan k#ytt#4 painosuhdetta, etu-
padssd 1:5 - 1:20 erityisesti 1:10 entsyymid insuliinikom-
ponentin suhteen.

Jotta kuvatut aminohappo- ja peptidiyhdisteet, jot-
ka liukenevat huonommin veteen, saadaan reagoimaan, voi-
daan muutoin vettd sisdltdvidsn reaktioliuokseen lis#dta
jotain sopivaa, veden kanssa sekoittuvaa, orgaanista liuo-
tinta, kuten esimerkiksi metanolia, dimetyyliformamidia
tai dioksaania, kunnes muodostuu homogeeninen liuos.

Reaktioseoksen sisdlté&midn veden m#drin ei tulisi
kuitenkaan laskea alle 50 %$:n veden ja orgaanisen liuotti-
men muodostamasta seoksesta, jotta vihennet#ddn insuliini-
komponentin ja/tai trypsiinin denaturoitumista, joka vé&-
hentdsd saantoa.

pH-arvot, joissa entsymaattinen reaktio suorite-
taan, ovat tavallisesti 4-5 etupdidssd noin pH 4,5. Kor-
keammissa pH-arvoissa kuin annetulla alueella, asemassa
Lys B? tapahtuvien edullisten transamidointireaktioiden
saannot v&henevdt Arg®’:ssa tapahtuvan ei-toivotun proteo-
lyyttisen pilkkoutumisen vuoksi.

Edullisia keksinndn mukaisesti valmistettuja joh-
dannaisia ovat ne, joissa R!' merkitsee H-Phe ja/tai A-ketju
sekd8 ketju (B2-29) ilmaisevat humaani-insuliinin sek-
venssid.

Kaikille ndille insuliini-johdannaisille on yh-
teistd, ettd molekyylin pinnalla sijaitseva(t), ylima&rsi-
nen(set), positiivinen(set) varaus(varaukset) antaa (an-
tavat) isoelektrisen pisteen, joka on neutraalilla alueel-
la. Kustakin johdannaisesta riippuen saadaan isoelektri-
sessd fokusoinnissa isoelektriset pisteet, jotka ovat
5,8 - noin 8,5, erityisesti 6,2 - 8,2. Johdannaiset ovat

siten neutraalialueella vdhemm#n liukoisia kuin natiivi
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insuliini tai proinsuliini, joiden isoelektrinen piste ja
siten maksimaalisen liukenemattomuuden alue on pH:ssa 5,4,
kun taas ne neutraalialueella ovat normaalisti liuenneina.

Insuliinin ja proinsuliinin liukoisuusominaisuuk-
siin voidaan vaikuttaa isoelektrisen pisteen yldpuolella,
t.s. terapeuttisesti erittdin mielenkiintoisella neutraa-
lilla alueella, lisd8mdlld sinkki-ioneja. Sinkki vaikuttaa
depot-periaatteen mukaisesti siten, ettd se stabiloi in-
suliinin heksameerista tilaa sekd sen kiteytymistaipumus-
ta. Ihonalaisissa kudoksissa n8md agregaatit jalleen liu-
kenevat.

Erds muu sopiva depot-periaate on insuliinin tai
proinsulinin kiteyttdminen kompleksina jonkin emdksisen
proteiinin, esim, globiinin tai protamiinin kanssa.

Kdytettdessd proinsuliinia liuoksessa tai jonkin

kuvatun depot-periaatteen mukaisessa yhdisteessd tarvit-
tiin lisdksi proteolyyttistd lohkomista natiivin, tdysin
tehokkaan insuliinin vapauttamiseksi. Koskemattomalla pro-
insuliinilla on ainoastaan noin 1/8 insuliinin biologi-
sesta tehosta, koska kuvitellaan, ettd osa biologisesti
aktiivisesta pinta-alueesta, reseptorinsitoutumisalue, on
proinsuliinissa olemassa olevan C-peptidin peitté&méné.
Proinsuliinina tulee epdilemdttd diabetes-hoidon suhteen
kysymykseen ainoastaan homologi, siis wvain sellainen yh-
diste, jolla on humaanisekvenssi (vert. esim. DE-Al-
32 32 036). Heterologisella proinsuliinilla on merkittéva
immunogeenisuus. T&dssd8 yhteydessd on huomioitava, ettéa
mys humaani-proinsuliinimuunnoksissa voi ilmetd C-pepti-
diosa.

Havaittiin yllittden, ettd insuliini-Arg®*°-0OH:1lla
sekd muilla insuliini-johdannaisilla, joiden B-ketjussa on
C-terminaalisesti orgaaninen ryhmé&, joka on em8ksinen
luonteeltaan, erotuksena proinsuliiniin on l8hes yhtd kor-
kea biologinen aktiivisuus kuin natiivilla insuliinilla.

Diabetes mellituksen hoitoon voidaan kdyttdsd ladke-
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ainetta, joka koostuu farmaseuttisesti turvallisesta kan-
taja-aineesta sekd vaikuttavasta aineesta, jona on jokin
kaavan I mukainen insuliini-johdannainen.

Nam& ladkeaineet edustavat siten tadydellisesti uu-
sia hidastusmenetelmid, jotka voivat saada aikaan vaiku-
tuksen ilman depot-aineita, kuten sinkkii tai protamiini-
sulfaattia. Depot-vaikutus perustuu luontaiseen, proteii-
nikemiasta riippuvaan fysikaaliseen periaatteeseen, in-
suliinijohdannaisen vaikealiukoisuuteen isoelektrisessa
pisteessddn. Sen uudelleenliukeneminen fysiologisissa olo-
suhteissa saadaan mahdollisesti aikaan lohkaisemalla yli-
mddrdiset, emdksiset ryhmdt, miks suoritetaan Kkustakin
johdannaisesta riippuen tryptisen tai trypsiinin kaltaisen
ja/tai karboksipeptidaasi B- tai karboksipentidaasin B
kaltaisen ja/tai esteraasiaktiivisuuden avulla. Kulloinkin
lohkaistut ryhm&t ovat joko puhtaasti fysiologisia meta-
boliitteja, kuten aminohappo, tai helposti metaboloituvia,
fysiologisesti turvallisia aineita.

Insuliinijohdannaiset t&m#n uuden l&&keaineen vai-
kuttavana aineena eividt s&inndllisesti mydskdsdn ole voi-
makkaammin immunogeenisia kuin vastaava insuliini itse,
erotuksena kirjallisuudessa kuvattuihin viliasteisiin n&h-
den, jotka vield sis#ltdvdt heterologisen C-peptidin osia.

Kuvattu aine sisdltd8 vaikuttavana aineena yhtd tai
useampaa kaavan I mukaista uutta insuliini-johdannaista.

Niiden pH-arvo on edullisesti 2,5 - 8,5, ja ne si-
sdltavat sopivan isotonisuuden s&ilyttdvan aineen, sopivan
sdilytysaineen ja mahdollisesti jonkin pH-alueelle 5,0 -
8,5 soveltuvan puskurin.

Kuvattujen johdannaisten tyypillistd kayttSmuotoa
edustavat valmisteet, jotka isoelektrisen pisteen alapuo-
lella ovat liuoksina jossain fysiologisesti turvallisessa
kantaja-aineessa. T&116in 1liuoksen pH voi olla tyypil-
lisesti 5,0, joka on siis selvisti korkeampi kuin hap-

pamien, vanhojen insuliinivalmisteiden pH (tyypillisesti



10

15

20

25

30

35

13 82838

pH = 3). Neutraalilla injektioliuoksella on tietyissa olo-
suhteissa selvid etuja niiden siedettdvyyden suhteen.

Erds uusi tyypillinen kdyttbmuoto ovat kuvattujen
johdannaisten amorfisten tai kiteisten saostumien suspen-
slot jossain fysiologisesti turvallisessa kantaja-ainees-
sa, jolla on noin neutraali pH.

On kuitenkin myds mahdollista vahvistaa johdannais-
ten luontaista vaikealiukoisuutta fysiologisella pH-alu-
eella ylim88rdisten menettelytapojen avulla, kuten esimer-
kiksi lisd8m&lld sinkkid tai protamiinisulfaattia. Lisd-
tyt sinkkim88rdt voivat t&116in nousta aina 100 pg:aan
Zn** /100 insuliiniyksikkdd, tyypillisesti noin 50 pg:aan
Zn** /100 insuliiniyksikk®éd. Protamiinim&irdt voivat olla
0,28-0,6 mg 100 yksikk®#4 kohti (protamiinisulfaatin suh-
teen). T&118 tavalla on valmistetavissa erityisen pitka-
vaikutteisia preparaatteja, joilla tulevaisuudessa on té&-
hdnastista laajempaa k#dyttdd, koska tiémdlleen perusm8ira
insuliinia ndyttda terapeuttisesti edulliselta. T&m& on jo
nyt insuliiniannostuslaittein suoritetusta hoidosta saatu
kdsitys.

Fysiologisesti turvallisena ja insuliinijohdan-
naisen kanssa soveltuvana kantaja-aineena Kkady steriili
vesiliuos, joka tavanomaisella tavalla, esim. glyseriinin,
keittosuolan tai glukoosin avulla tehd&didn isotoniseksi ja
joka tdmdn lisdksi sisdltdd vield jotain tavallista s&i-
l6ntdainetta, esim. fenolia, m-kresolia tai p-hydrok-
sibentsoehappoesterid. Kantaja-aine voi lis#ksi sisdltai
puskuria, esim. natriumasetaattia, natriumsitraattia, nat-
riumfosfaattia. pH:n s#4t8miseen kdytetdsn laimennettuja
happoja (tyypillisesti HCl) tai em#ksid (tyypillisesti
NaOH).

Insuliinijohdannaisia voidaan yll& kuvatuissa
lddkeaineissa kdyttdid myds alkali- tai ammoniumsuoloina.
Mielivaltainen osa yhtd tai useampaa kaavan I mukaista
insuliini-johdannaista tai jokin kaavan I mukainen in-
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suliinijohdannainen voi olla n#diden uusien insuliini-joh-
dannaisten seoksessa toisistaan riippumatta joko liuote-
tussa, amorfisessa ja/tai kiteisess# muodossa.

Usein on edullista keksinndn mukaisessa valmistuk-
sessa lisdtd sopiva md8r8 jotain soveliasta stabilisaat-
toria, joka estd8 proteiinin saostumisen erilaisten mate-
riaalien kanssa tapahtuvan kosketuksen aiheuttaman ter-
momekaanisen kuormituksen seurauksena. Sellaiset stabili-
saattorit ovat tunnettuja esimerkiksi EP-A-18609:n DE-A-
32 40 177:n tai wW0-83/00288:n perusteella.

Esilld olevissa l&&keaineissa, jotka voivat sisil-
tdd Jjonkin tunnetuista hidastustekij®istd, kuten v&hidn
protamiinisulfaattia, globiinia tai sinkki# sopivissa m3&-
rin, voidaan sellaista hidastustekij&4 soveltaa yhdis-
telmd&nd koko vaikuttavan aineosan kanssa tai sen osien
kanssa tai seoksena yhden tai useamman kaavan I mukaisen
insuliini-johdannaisen kanssa. Li4keaine voi sis#ltd4 kaa-
van I mukaisia, erilaisia insuliini-johdannaisia yhdistel-
mé&nd useampien erilaisten, hidastavasti vaikuttavien apu-
aineiden kanssa.

Mainituilla terapeuttisilla l43keaineilla on saavu-
tettavissa my®s selvdsti runsaita erittdin hienosti s3i-
dettdvissd8 olevia vaikutusominaisuuksia; tdten tulisi
alussa tehtyjen huomioiden mukaisesti edistysaskeleiden
erityisesti liitty3 sokeritaudin my®h#iskomplikaatioihin.

Seuraavat esimerkit valaisevat keksint®i.

Esimerkki 1

6 g sianinsuliinia liuotetaan 20 ml:ssa vettd ja 5
ml:ssa jédetikkaa yhdessd 37 g:n kanssa H-Thr-Arg(Adoc),-
OBut:.Hac:a, ja pH s#&#det#in j##etikalla pH-arvoon 4,6.
O°C:seen suoritetun jashdyttdmisen jdlkeen lis&t#d4n liuok-
seen 0,6 g trypsiinid, joka on liuotettu 2 ml:aan vetti.
Reaktioseos pidetd&n 24 tunnin ajan 4 - 10°C:ssa. T&msn
j&lkeen reaktiotuote humaani-insuliini-B31-Arg(Adoc),-0But
saostetaan lisd8m&lla 200 ml metanolia tai asetonia sekd
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poistetaan sentrifugoimalla. Kirkasta j&inn®std k#dsitel-
148n dipeptidi-johdannaisen takaisin saamiseksi.

Saostuma pestddn vield kerran metanoli/eetteri-
seoksella sekd kuivataan tyhjéssd. HPLC:n avulla m#irite-
t44n raakaseoksesta 47 % tuotetta. HI-Arg®*' (Adoc),-OBut:n
puhdistus ja eristys suoritetaan piihappogeelilld, kuten
on kuvattu saksalaisissa patenttihakemuksissa P3147845,5 -
42,

HI-Arg®!'0H saadaan yhden tunnin mittaisella tri-
fluorietikkahapolla suoritetulla k#sittelylld sek#d t&dmin
jalkeen eetterilld suoritetun saostuksen avulla.

Esimerkki 2

600 mg sianinsuliinia liuotetaan 2 ml:aan H,0, O,8
ml:aan DMF sekd 0,5 ml:aan etikkahappoa yhdessd 12,6 g:n
kanssa Hac:Thr-:Arg-(Adoc),-Arg(Adoc),-0But sekd8 jadshdyte-
tddn O°C:seen. Seokseen lisdtddn 60 mg trypsiinid, joka on
livotettu 0,2 ml:aan vettd. 24 tunnin kuluttua voidaan
ndytteesss médrittdsd HPLC:n avulla 40 % HI-Arg®'- (Adoc),-
Arg®? (Adoc),-OBut.

Esimerkki 3

60 mg sianinsuliinia liuotetaan 0,5 ml:aan vetts,

0,2 ml:aan dimetyyliformamidia sek3 0,1 ml:aan etikkahap-
poa yhdessd 676 mg:n kanssa Hac:2 HCl+Thr(but)-D-Arg-
(Adoc),-OBut. pH s#dddet&dn trietyyliamiinin avulla arvoon
5,0, ja lisdtds8n 6 mg trypsiinii, joka on liuotettu O,1
ml:aan vettd. 24 tunnin kulutta voidaan HPLC:n avulla m#&-
rittss 34 % reaktiotuotteesta HI-(B30)-(But)-D-Arg®*'-Arg®**-
(Adoc),-OBut.

Esimerkki 4

6 g humaani-insuliinia liuotetaan 20 ml:aan vetti

Ja 5 ml:aan etikkahappoa yhdessd 48 g:n kanssa HCl-.Hac:
Thr(But)-Arg(Adoc),-0But, ja annetaan reagoida 0,6 g:n
kanssa trypsiini¥ esimerkissd 1 kuvatulla tavalla. Reagoi-
nut erd 16 tunnin kuluttua: 35 §%.
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Esimerkki 5

85 mg sian proinsuliinia liuotetaan 483 mg:n kanssa
Hac:HCl-:Thr(But)-Arg(Adoc),-OBut 0,5 ml:aan vettd ja 0,3
ml:aan etikkahappoa. pH s&&det#sn arvoon 5,0 ja lis&t&&n 8
mg trypsiinid, joka on liuotettu 0,1 ml:aan vett#. Reagoi-
nut erd 24 tunnin kuluttua: 37 %.

Esimerkki 6

85 mg sian proinsuliinia reagoi 1,2 g:n kanssa
Hac:Thr-Arg(Adoc),-Arg(Adoc),-OBut esimerkissd 5 kuvatulla
tavalla. Reagoinut erd HPLC:n avulla m#&ritettynsd: 33 %.

Esimerkkien 1 - 6 analytiikkaa:

HI (humaani-insuliini)-Arg™®!'-OH ja HI-Arg®*'-Arg®’-

OH identifioitiin aminohappoanalyysin avulla, kuten myds
L-Arg-tdhteen ollessa kyseess#, vapauttamalla C-terminaa-
linen arginiini karboksipeptidaasi B:114 (= em#ksisten
aminohappojen eksopeptidaasi).

Yhdisteiden isoelektriset pisteet mddritettiin iso-
elektrisen fokusoinnin avulla pH:n ollessa 6,5 HI-Arg®*-OH
analysoitaessa tai 7,0 HI-Arg®*'-Arg®*’-OH analysoitaessa.

Vastaavat retentioajat HPLC-systeemissd m#dritet-
tiin sen jdlkeen, kun suojaryhmét oli lohkaistu CF,COOH:11a
ja raaka-aine oli saostettu eetterilld. HPLC-systeemi: Wa-
ters Rad/Pak C18, 10 pm, 0,05 M tetraetyyliammoniumfos-
faatti, 0,25M NaCl10,, 10 % CH,CN; pH 3 (puskuri A);

0,05 M tetraetyyliammoniumfosfaatti; 90 % CH,CN; pH 3
(puskuri B); 28 - 40 % B-gradientti, 1,5 ml/minuutti, huo-
neen ldmpdtilassa, 210 nm.
Retentioajat: sianinsuliini: t = 23 min.

HI-Arg®!'-OH : t = 26 min

HI-Arg®'-Arg®™?-OH : t = 28 min.

Esimerkki 7

600 mg Des-Phe®-sianinsuliinia liuotetaan 2 ml:aan
H,0, 0,8 ml:aan DMF ja 0,5 ml:aan etikkahappoa yhdessi 12,6
g:n kanssa Hac:Thr+Arg(Adoc),-Arg(Adoc),-0But ja j#dsdhdyte-
tddn O°C:ssa. 60 mg trypsiini# liuotettuna 0,2 ml:aan vet-
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td lisdtddn seokseen. 24 tunnin j&lkeen voidaan n#dytteesti
HPLC:n avulla m&#ritt3d4 45 % Des-Phe®™-HI-Arg®!(Adoc),-
Arg®*?(Adoc),-OBut.

HPLC-kromatografia suoritettiin seuraavasti:
RPS-pylvds Waters RCCS, 10 pym, 8 - 10 mm; liikkuva faasi:
0,05 M tetraetyyliammoniumfosfaatti; 0,15 M NaCl0,; pH 3,0;
lineaarinen 32 - 47 $%$:inen asetonitriiligradientti.

Esimerkki 8

450 mg sianinsuliinia (kiteistd) sekoitetaan 3,7
g:aan (tert.-butyyli)treonyyliarginiinia ja 1,5 ml:aan

vettd ja suuriviskoosisen liuoksen pH:ta s#ddetdsn tri-
etyyliaminilla arvoon 5,0, jolloin 0,1 ml liuosta laimen-
netaan 0,2 ml:lla vettd ja pH-arvo mitataan lasielektro-
dilla. Reaktioseokseen lis#tdidn 2 mg lysyyliendopeptidaa-
sivalmistetta, jonka aktiivisuus on 10 yksikkda.
Reaktiota ylldpidet&dn 4 pdivd4 huoneen l&mpdtilas-
sa, kunnes HPLC:113 mitattu reagoinut er3 on 72 %. Reak-
tioseos laimennetaan sen jdlkeen 50 ml:1lla vettd ja saatu
humaani-insuliini-(tert.-butyyli)-B-30-Arg-B31 yhdessé
reagoimattoman sianinsuliinin kanssa saostetaan lisd&malli
1 ml 1-%:ista ZnCl,:n liuosta vedess#8 pH:ssa 6,3. Muodos-
tunut sakka sentrifugoidaan talteen, pestdin v#hiisells
madrdlld vettd ja kuivataan alipaineessa. Saanto 420 mg.
Eristetty tuote liuotetaan 2 ml:aan trifluorietik-
kahappoa ja pidet#&n 45 minuuttia huoneen l&mp®tilassa
B30-aseman treoniinitdhteen tert.-butyylisuojaryhm&n loh-
kaisemiseksi. Insuliinin eristdmiseksi liuokseen lis#t#d4n
10 ml di-isopropyylieetterid. Muodostunut sakka sentrifu-
goidaan talteen, pestddn di-isopropyylieetterilld ja kui-
vataan. Saanto 417 mg. Arg-B3l-humaani-insuliinista ero-
tetaan reagoimaton sianinsuliini kationinvaihtajassa ja
Arg-B3l-humaani-insuliini eristet#in sitd sisdltdvists
fraktioista tunnetulla kiteytysmenetelm#lli. Kiteytym&
kuivataan alipaineessa. Saanto 205 mg. Aminohappoanalyysi
vastaa teoreettisia arvoja, ts. ylimddrdisen arginiiniryh-
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mdn sisdltdvdn humaani-insuliinin aminohappokoostumusta.
Esimerkki 9
500 mg sianinsuliinia saatetaan reagoimaan esimer-
kissd 8 kuvatulla tavalla 9,2 g:n kanssa (tert.-butyyli)-
treonyyliarginyyliarginiinia (Thr(But)-Arg-Arg) 5 ml:ssa
vettd, jolloin lisdtddn 20 entsyymiyksikk$d lysyyliendo-
peptidaasia (eristetty Lysobacterium enzymogenes-kannasta)

pPH:n ollessa 5,1.

Kolmen pdivdn kuluttua voidaan tavanomaisella
HPLC-menetelm&lld mitata 50 %:n reaktiosaanto. Reaktio lo-
petetaan kuten esimerkissd 1 ja tuote eristetdsn. Saanto
443 g.

Tert.-butyylisuojaryhmdn lohkaisu ja Arg-B31-32-
humaani-insuliinin puhdistus tapahtuu kuten esimerkissi 8.
Saanto: 186 mg haluttua tuotetta, jonka aminohappoanalyy-
si vastaa teoreettista arvoa.

Esimerkki 10

5,0 g Thr-Arg saatetaan reagoimaan esimerkissi 8
kuvatulla tavalla 500 mg:n kanssa sianinsuliinia ja 10
entsyymiyksikdn kanssa lysyyliendopeptidaasia 6 ml:ssa
vettd pH:n ollessa 5. Jatkok&sittely ja puhdistus tapah-
tuu analogisesti edellisten esimerkkien kanssa. Pitkille
puhdistetun Arg-B31l-humaani-insuliinin saanto on 215 mg,

ja sen aminohappoanalyysi vastaa teoreettista arvoa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd terapeuttisesti kaytttkelpoisen insu-
liinijohdannaisen valmistamiseksi, jolla on kaava I

Al r—‘S—————‘Sj A2l
H- Gly A-ketiju Asn | -OH
1 !
S S
1 ]
S S I
B2 B29
Rl val B-ketju Lys —R30-R31

jossa
R! on H tai H-Phe, R* on Ala- tai Thr-t#hde ja R» on 1 - 3
a-aminohappoa ryhmdstd Thr, Arg ja Lys, joissa mahdolli-
sesti l&sndoleva pddtekarboksiryhmd voi olla vapaana, es-
terdityneend, laktonina tai CH,O0H:ksi pelkistettynd, ja
jonka kaavan I mukaisen insuliinijohdannaisen isoelektri-
nen piste on yli 5,8, tunnettu siitd, ettd

a) kaavan I mukainen insuliini, jossa R' on H tai
H-Phe,
R* on geneettisesti koodattavan L-aminohapon t#hde ja
R on OH tai karboksiryhmén suojaryhmd, tai

b) proinsuliini, jolla on kaava

II
C-ketju
Al r‘S'——————'S—l A21
Y- | Gly A-ketju Asn -OH II
! ]
S S
] t
S S
B2 l B29
Z- | val B-ketju Lys X
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jossa

C-ketju ja X yhdessd ovat geneettisesti koodattavien
L-aminohappojen sekvenssi, Z on H- tai ryhmd H-(D),-Y-
(Phe),-, m ja n ovat toisistaan riippumatta 0 tai 1, D on
geneettisesti koodattava L-aminohappojen esisekvenssi ja
Y on Arg tai Lys, saatetaan reagoimaan peptidin kanssa,
jolla on kaava III

H-R*-Rr¥ III

Jjossa

R’® on Ala- tai Thr-tshde ja R*® on 1 - 3 a-aminohap-
poa ryhmdstd Thr, Arg ja Lys, joissa mahdollisesti l&sni-
oleva pddtekarboksiryhmd voi olla vapaana, esterdityneend,
amidina, laktonina tai CH, OH:ksi pelkistettyni trypsiinin
tai trypsiinin kaltaisen endopeptidaasin l&sn#dollessa ve-
dessd, johon on mahdollisesti lisdtty sopivaa orgaanista
liuotinta, pH-arvossa, joka on insuliinin isoelektrisen
pisteen alapuolella, ja mahdollisesti lisdtyt suojaryhmit
poistetaan.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan kaavan I mukai-
nen insuliinijohdannainen, jossa R! on H-Phe.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelma,
tunnettu siiti, ettd valmistetaan kaavan I mukai-
nen insuliinijohdannainen, jossa A-ketjulla ja ketjulla
(B2 - 30) on humaani-insuliinin sekvenssi.

4. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen me-
netelms, tunnettu siitd, ettd valmistetaan hu-
maani-insuliini-Arg”®*-OH tai  humaani-insuliini-Arg®®!-
Arg®*?-OH.
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Patentkrav

1. F6rfarande f&r framstidllning av ett terapeutiskt
anvédndbart insulinderivat med formeln I

Al [—s—— s+ a2l
H- Gly A-kedja Asn | -OH
] ]
s S
1 L}
s I
B2 B29
R [ val B-kedja Lys | -r3%-gr3?

vari
R' 8r H eller H-Phe, R #r en rest av Ala eller Thr och R®
dr 1-3 a-aminosyror ur gruppen Thr, Arg och Lys, i vilka
den eventuellt f6religgande terminala karboxigruppen kan
foreligga fri, f®restrad, som lakton eller reducerad till
CH,0H, och vilket insulinderivat enligt formeln I uppvisar
en isoelektrisk punkt 4ver 5,8, k a nne tecknat
ddrav, att man

a) omsdtter ett insulin med formeln I, vari R' 4r
H eller H-Phe, R 4r en rest av en genetiskt kodbar L-ami-
nosyra och R» &r OH eller en skyddsgrupp f&r karboxigrup-
pen, eller

b) omsdtter ett proinsulin, med formeln II

C-kedja Fﬂ

Al r‘S-———————-S—1 A2l
Y- | Gly A-kedja Asn -OH II
' 1
S S
L) '
S S
B2 | B29

Z2- | val B-kedja Lys X
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vari C-kedjan och X tillsammans utgdr en sekvens f8r gene-
tiskt kodbara L-aminosyror, Z &r H- eller gruppen
H-(D)_,-Y(Phe),-, m och n 4r oberoende av varandra 0 eller
l, D 8r en genetiskt kodbar f&rsekvens f&r L-aminosyror
och Y 8r Arg eller Lys; med en peptid med formeln III

H-R*-R% (II1)

vari

R® &r en rest av Ala eller Thr och R» 4r 1-3 ag-ami-
nosyror ur gruppen Thr, Arg och Lys i vilka den eventuellt
foreliggande terminala karboxigruppen kan f&religga fri,
fOorestrad, som amid, som lakton eller reducerad till CH,OH,
i n8rvaro av trypsin eller ett trypsinliknande endopep-
tidas i vatten till vilket eventuellt tillsatts ett l&mp-
ligt organiskt 1ldsningsmedel, vid ett pH-vdrde under den
isoelektriska punkten hos insulinet, och eventuellt av-
spjdlker infdrda skyddsgrupper.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k 4 n n e -
t ecknat dirav, att man framstiller ett insulinderi-
vat med formeln I, vari R' &r H-Phe.

3. Fdorfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
k dnnetecknat ddrav, att man framstiller ett
insulinderivat med formeln I, vari A-kedjan och kedjan
(B2-30) uppvisar sekvensen f8r humaninsulin.

4. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-3,
kd8nnetecknat dirav, att man framstiller human-

insulin-Arg®!-OH eller humaninsulin-Arg®*-Arg®*?-OH.
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