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Forfarande for framstdllning av ett insulinderivat

(57) Tiivistelmi

Ihmisen insuliinia valmistetaan kdsittelemdllid si-

an insuliinituotetta, mieluimmin raakaa sian insulii-
nia, karboksipeptidaasi A:lla tai vastaavalla entsyy-
milld desalaniini-B30-insuliinituotteen valmistamisek-
si, joka kondensoidaan, puskuria lis3imitti, enintiin
30 minuutin ajan L-treoniini-alkyyliesterin kanssa
alemman alkanolin ja veden seoksessa, joka sisaltd#i
trypsiinid tai sen kaltaista entsyymii, pH-arvossa noin
5,5 - noin 7,5 insuliini-alkyyliesterin muodostamisek-
si, joka hydrolysoidaan pH-arvossa noin 8,5 - noin 10,5
entsyymid lisddmidttid ja ilman NH49— ja HCO3e-ioneja.

(57) Sammandrag

Mdnskligt insulin framstills genom behandling av
en svininsulinprodukt, foretrddesvis rdtt svininsulin,
med karboxipeptidas A eller ett motsvarande enzym, f£or
att bilda en desalanin-B30-insulinprodukt, vilken kon-
denseras, utan tillférsel av buffert, under en tid av
upp till 30 minuter med en L-treonin-alkylester, i en
blandning av en ligre alkanol och vatten innehidllande
trypsin eller ett dirmed besliktat enzym, vid ett pH-
varde av ca 5,5 - ca 7,5 fér att bilda en insulin-
alkylester, vilken hydrolyseras vid ett pH-vdrde av ca
8,5 - ca 10,5 utan tillsats av enzym och i frlnvaro av
NH4®- och HCO3e—joner.
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Menetelmd insuliinijohdannaisen valmistamiseksi

Forfarande f&r framstdllning av ett insulinderivat

Timi keksintd® koskee uutta menetelmdid ihmisen insuliini-
tuotteen valmistamiseksi, joka sopii terapeuttisten insulii-
nivalmisteiden valmistamiseksi, jonka menetelmdn mukaan sian
insuliinituotetta kidsitellddn karboksipeptidaasilla A tail
vastaavalla entsyymilld desalaniini-B30-insuliinituotteen
valmistamiseksi, joka sen jidlkeen kondensoidaan L-treoniini-
alkyyliesterin kanssa trypsiinin tai sen kaltaisen entsyymin
ja orgaanisen liuottimen lisniollessa, minkd jdlkeen muodos-
tunut insuliiniesteri hydrolysoidaan ihmisen insuliiniksi.

Insuliini on v3lttidmitdn ldidke hoidettaessa sokeritautia.
Olisi luonnollista hoitaa ihmisid ihmisalkuperdd olevasta
insuliinista valmistetuilla terapeuttisilla valmisteilla.
Sokeritautisten lukumdidrid ja yksittdinen insuliinitarve on
epdsuhteessa saatavissa olevaan raaka-ainemddrddn (ihmisen
haima).

Kiytdnndn syisti kdytetddn sen johdosta naudan ja sian
insuliinista valmistettuja terapeuttisia valmisteita. Namd
insuliinit aikaansaavat kuitenkin vasta-aineiden muodostumi-
sen suuremmassa tai pienemmissd midirin ihmisen kehossa, mika
vihentdi jdlkeenseuraavan insuliinihoidon tehokkuutta.

Timin haitan oletetaan johtuvan osittain naudan ja sian
insuliinissa olevista epidpuhtauksista, osittain sen vieraas-
ta luonteesta, silld naudan insuliinin aminohapposekvenssi
eroaa ihmisen insuliinista asemien A8, Al0 ja B30 suhteen,
kun taas sian insuliini erocaa ihmisen insuliinista vain B30-
aseman suhteen.

Vasta-aineiden muodostumiseen 1liittyvdt ongelmat ovat
oleellisesti vdhentyneet sellaisten terapeuttisten valmis-
teiden kehittdmisen mydtd jotka on valmistettu kromatograa-
fisesti puhdistetusta naudan ja sian insuliinista. Vasta-
aineiden muodostusta voi kuitenkin vield esiintyd. Oletetaan,
etti tdmid epidkohta voidaan eliminoida kdyttdmdllad terapeut-
tisia valmisteita, jotka on valmistettu insuliinista, jolla

on sama aminohapposekvenssi kuin ihmisen insuliinilla.



On tunnettua valmistaa insuliinia kemiallisesti, vrt. US-
patenttijulkaisua 3,903,068 ja Hoppe-Seyler's 2. Physiol.
Chem., 357, 759-767 (1976).

Ndmd menetelmdt kdsittivdt sian desoktapeptidi-(B23-30)
insuliinin kondensoimisen ihmisen insuliinin asemia B-23-30
vastaavan synteettisen oktapeptidin kanssa. Ensimmiisessi
menetelmdssd suoritetaan kuitenkin alkalinen hydrolyysi, jo-
hon 1liittyy epdedullisia sivureaktioita. Toinen prosessi
kdsittdd ei-spesifisen reaktion, joka aiheuttaa monia sivu-
reaktioita ja joka vaatii monimutkaisia puhdistusmenetelmii.
Ndin ollen eivdt n&mid menetelmit ole sopivia kdytettdviksi
teollisessa mittakaavassa.

US-patenttijulkaisussa 3,276,961 on lisiksi esitetty me-~
netelmd ihmisen insuliinin valmistamiseksi muista eldininsu-
liineista entsyymin, esim. karboksipeptidaasin A tai tryp-
siinin vaikutuksen avulla, treoniinin l&sniollessa.

Td11ld tunnetulla menetelmidlld ei kuitenkaan ole mahdol-
lista valmistaa suurempia m#&rid ihmisen insuliinia. T&ma
johtuu ilmeisesti siitd, ettd trypsiini ja karboksipeptidaa-
si A hydrblysoivat sekd lysyyli-alaniini-peptidi-sidoksen
(B29-B30) ettd insuliinin muita asemia tydskentelyolosuhteis-
sa. Trypsiini hydrolysoi mieluummin arginyyli-glysiini-pep-
tidi-sidoksen (B22-B23) kuin lysyyli-alaniini-sidoksen (B29-
B30). Karboksipeptidaasi A ei kuitenkaan pysty lohkaisemaan
pois pelkdstddn alaniinia B-ketjun C-pddteasemassa lohkaise-
matta pois myds asparagiinia A-ketjun C-pditeasemassa. On
myShemmin osoittautunut ettd tietty ehto, ts. reaktion suo-
rittaminen ammoniumbikarbonaattipuskuriliuoksessa, on vdlt-
tdmdtén asparagiinin vapautumisen estdmiseksi, vrt. Hoppe-
Seyler's Z. Physiol. Chem., 359, 799-802 (1978). Lisidksi pep-
tidin muodostus voi tuskin olla merkitt&vi silli hydrolyysi-
reaktion nopeus on peptidisynteesin reaktionopeutta suurempi
tydskentelyolosuhteissa.

Lisdksi on julkaisussa Nature Vol. 280, 2. elokuuta 1979,
412-413, Biochem. & Biophys. Res. Commun., 29. tammikuuta
1980, 92(2), 396-402, ja tanskalaisessa patenttihakemuksessa
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1556/80 (kaikki Morihara et al) kuvattu menetelmd B-30 ami-
nohapon vaihtamiseksi, Jjonka mukaan sian insuliinin kdsitte-
ly karboksipeptidaasi A:1lla, johon on lisatty inhibiittoria
(di-isopropyyli-fluorofosfaattia) 25°C:ssa 8 tunnin ajan am-
moniumbikarbonaattipuskurin ldsniollessa antaa desalaniini-
insuliinin (DAI), joka eristetdidn. Sen jdlkeen suoritetaan
kytkentidreaktio lisddmdlld trypsiinin liuos 0,5 M boraatti-
puskuriliuoksessa ja tosyyli-L-fenyyli-alaniini-kloorimetyy-
li-ketonia (TPCK) DAI:n ja treoniini-butyyliesterin (Thr-oBut)
liuokseen liuottimessa, joka sisdltdd suuren konsentraation
(noin 60%) omaavaa orgaanista liuotinseosta Jjoka koostuu
DMF:n ja etanolin seoksesta, minkd jdlkeen reaktion annetaan
edetd 37°C:ssa 20-48 tuntia (B30-Thr-OBut)-sian insuliinin
muodostamiseksi, joka eristetd&n. Lopuksi lohkaistaan butyy-
liesterisuojaryhmd pois trifluorietikkahapolla anisolin lds-
ndollessa.

Tutkimukset ovat kuitenkin osoittaneet, ettd viimeksi-
mainittu tunnettu menetelmid antaa ihmisen insuliinituotteen,
joka on sopimaton terapeuttisten valmisteiden valmistamisek-
si, koska se sisdltdd entsyymiepdpuhtauksia, minkd Jjohdosta
se on sopimaton kdytettdvdksi tarvittavien, pidennetyn akti-
viteetin omaavien farmaseuttisten valmisteiden valmistami-
seksi. Tuote on lisidksi mutageeninen "Ames"-kokeessa vasta-
kohtana ihmisen insuliiniin ja sian insuliiniin, joka on val-
mistettu ihmis— vast. sianalkuperidi olevasta haimasta. Li-
siksi se sisiltiid epipuhtauksia, jotka ovat vaikeasti pois-
tettavissa tavallisesti k&ytetyilld menetelmilld.

Suomalaisesta patenttihakemuksesta 81 0385 tunnetaan nk.
transpeptidointimenetelmid, jossa insuliinin B30-asemassa ole-

va aminohappo vaihdetaan yhdessd vaiheessa toiseksi aminoha-

poksi. Tdlla tunnetulla transpeptidointimenetelmdlld muute-
taan esimerkiksi sian insuliini suoraan ihmisen insuliiniksi
vhdessid vaiheessa, erilaisella menetelmdlla kuin tdssd hake-
muksessa on esitetty.

Julkaisusta Peptides, 1980, Proceedings of the 16th Eu-
ropean Peptide Symposium Helsinggr, DK, Aug. 31 - Sept. 6,
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1980, Kopenhagen 1981, Ed. K. Brunfeldt, Trypsin catalyzed
peptide synthesis: Modification of the B-chain C-terminal
region of insulin, Gattner H-G et al. s. 372-377 on tunnet-
tua yhdistdd desalaniini-B30-insuliini (DAI) Thr-OMe:n kans-
sa valmistettaessa ihmisen insuliiniesteris. Reaktioviliainee-
na kdytetd&dn 60%:ista dimetyyliformamidia (DMF). Taulukosta
3, sivulta 376 kdy ilmi, etti dimetyyliformamidilla, butaa-
nidioli-1,4:114, etyleeniglykolilla ja dimetyylisulfoksidil-
la on edullinen vaikutus julkaisussa kuvatun trypsiinikata-
lysoidun liittymisreaktion saantoon, mitdvastoin isopropano-
lilla, Jjoka on ainoa alempialkanoli taulukossa 3, saadaan
heikko saanto. T&ssi tunnetussa menetelmissi kdytetyt liuot-
timet, esimerkiksi dimetyyliformamidi, on vaikea kokonaan
poistaa reaktioseoksesta. Sen vuoksi on aina olemassa riski,
ettd t&lld tunnetulla menetelmdlli valmistetussa lopputuot-
teessa on jdljelld liuotinjiddmid, miki muodostaa tietyn ter-
veysriskin potilaalle. Esimerkiksi DMF on mutageeninen Ames-
kokeessa.

Nyt on todettu, ettd on mahdollista valmistaa uudella
menetelmdlld erittdin puhdas ihmisen insuliinituote, jossa
ei ole edelld mainittuja, tunnetuilla menetelmilli valmis-
tettuihin ihmisen insuliinituotteisiin liittyvij epdkohtia.

Keksinndn mukaisesti suoritetaan desalaniini-B30-insulii-
nin (DAI) kytkentd L-treoniini-alkyyliesteriin kdyttden tiet-
tyd Jjdrjestystd sekoitettaessa molemmat reaktiokomponentit,
entsyymi ja reaktiovdliaine k&dyttdmdttd puskuria. Tia1l&in
kytkentdreaktio pddttyy hidmmistyttivin lyhyessi ajassa. Reak-
tiovdliaineessa kdytetdin alempialkanolin ja veden seosta,
jonka pH on noin 5,5-7,5. Nidin valmistettu insuliiniesteri
muutetaan sitten ihmisen insuliiniksi lievdlli menetelmalls,
toisaalta valitsemalla esterin alkyyliosa sopivasti, toisaal-
ta suorittamalla hydrolyysi vesipitoisessa vdliaineessa, jon-
ka pH-arvo on alueella 8,5-10,5. Niinpd vdltytddn entsyymin,
trifluorietikkahapon ja anisolin lis&imisesti.

Keksinndn mukaiselle menetelmille on niin ollen tunnus-

omaista, ettd desalaniini-B30-insuliinituote suspendoidaan
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alempialkanoliin, suspensioon sekoitetaan L-treoniini-alkyy-
liesterin ja trypsiinin tai sen kaltaisen entsyymin seos ve-
dessd, jonka pH on sdddetty arvoon noin 5,5 - noin 7,5 pus-
‘kuria lisddmdttd, minkd j&lkeen saadun seoksen annetaan olla
enintddn 30 minuuttia ja insuliiniesterin hydrolyysi suori-
tetaan vesipitoisessa vdliaineessa pH-arvossa, joka on alueel-
la noin 8,5 - noin 10,5.

Kun keksinnén mukainen menetelmd suoritetaan suuressa
mittakaavassa, kuten teollisessa mittakaavassa, kadyttden
esim. 50 g tai enemmd3n insuliini-l3htdtuotetta, keksinndn
edullinen suoritusmuoto k&sittdd trypsiinin tai sen kaltai-
sen entsyymin liuottamisen erikseen osaan L-treoniini-alkyy-
liesterin liuosta vedessd, desalaniini-B30-insuliinituotteen
suspension lisddmisen loppuosaan L-treoniini-alkyyliesterin
liuosta vedessd, saadun seoksen lidmpdtilan ja pH-arvon sdi-
tdmisen ja sen jdlkeen trypsiinin tai sen kaltaisen entsyy-
min liuoksen lisd3misen, joka on valmistettu erikseen osaan
L-treoniini-alkyyliesterin liuosta vedessid. Tdssi tapaukses-
sa on edullista, ettd saadun seoksen lampdtila ja pH-arvo
sdddetddn 10-15°C:seen, vastaavasti 5,8-6,2. Lisiksi on edul-
lista liuottaa trypsiini tai sen kaltainen entsyymi erikseen
10-20 paino-%:iin L-treoniini-alkyyliesterin liuosta vedes-
s&.

On huomattava ettd kondensaatioreaktio suoritetaan ilman
puskurin lisddmistd, reaktiokomponenttien puskurikapasitee-
tin ollessa riittdvd - keksinndén middrittelemissd olosuhteis-
sa - pH:n pitdmiseksi alueella 5,5-7,5.

Edelld mainitut tunnusmerkit ovat menetelmidlle oleelli-
sia ja niiden ansiosta voidaan reaktio suorittaa hyvin ly-
hyessd ajassa (lyhennetty tekijdll3d 100) teollisessa mitta-
kaavassa.

Kondensaatioreaktiossa reaktioaika riippuu muista reak-
tio-olosuhteista. Kdytetd3dn noin 5 minuutin - noin 30 minuu-
tin reaktioaikoja, mieluimmin noin 5 - noin 15 minuutin reak-
tioaikoja.

Johtuen kondensaatioreaktion lyhyistd reaktioajoista ei
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olennaisesti esiinny sivureaktioita, eiki myoskddn ole tar-
peen kdyttdd tosyyli-L-fenyylialaniini-kloorimetyyli-ketonil-
la (TPCK) kdsiteltyjd entsyymeiji.

Keksinnén erdin erityisen edullisen suoritusmuodon mu-
kaan kdytetd&n l&htbSaineena raakaa sian insuliinia, esim.
insuliinisuolakakkua. On huomattava etti kdytettidessid raa-
kaa sian insuliinia keksinndn mukaisessa menetelmissi on mah-
dollista saada ihmisen insuliinia suurena saantona vastaten
saantoa joka olisi saatavissa valmistettaessa kromatograafi-
sesti puhdistettua sian insuliinia, kun molemmissa tapauk-
sissa kokonaissaannot lasketaan kdytetystd haimamiiristi.

On yllattdvdd ettei raa'an sian insuliinin kdyttd 1lihto-
aineena aiheuta vaikeuksia saadun ihmisen insuliiniesterin
kromatograafisessa erottamisessa kiytetystid entsyymistid ja
reagoimattomasta desalaniini-B30-insuliinista.

Keksinnén mukaisen menetelmin kondensaatiossa kdytetyn
entsyymin tdytyy pystyd lohkaisemaan lysiini-karbonyyli-pep-
tidisidoksia, Jja ndin ollen voidaan kdyttdi trypsiinii tai
sen kanssa sukua olevia entsyymeji, esim. akromobakterprote-
aasia I, jonka valmistus ja ominaisuudet on kuvattu julkai-
sussa Masaki et al., Agric. Biol. Chem., 42, 1443-1445 (1978).
Ei ole tarpeen kdytt3i entsyymejid, jotka on kdsitelty tosyy-
li-L-fenyyli-alaniini-kloorimetyyliketonilla (TPCK) kymo-
trypsiinityyppisten entsyymien aiheuttaman mahdollisen kon-
taminaation eliminoimiseksi edelld mainittujen lyhyiden reak-
tioaikojen ansiosta ja tdllaisten entsyymien huonosta reak-
tiviteetista kdytetyssi reaktioseoksessa.

Entsyymid voidaan kdyttd3 liuotetussa muodossa, mutta se
voi myds olla sidottu liukenemattomaan matriisiin, esim. aga-
roosiin tai polyakryyliamidiin tai vastaaviin polymeerisiin
aineisiin.

Kondensaatioreaktio suoritetaan olosuhteissa joissa ent-
symaattisesti katalysoitu hydrolyysi on riittdvidsti vaimen-
nettu jotta peptidinmuodostusreaktio voisi edistyi. Kuten
edelld mainittiin, on pH:n oltava vidlilli 5,5-7,5. LAmpSti-

la on yleensd vdlilld 0-50°C, mieluimmin v&1i114 10-37°C.
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Kondensaatioreaktiossa tulisi reaktanttien, ts. des-B30-
insuliinin ja L-treoniini-alkyyliesterin konsentraatio olla
korkea, ja lisdksi tulisi L-treoniini-alkyyliesterid kdyttdaa
suuressa ylimddrdssid, aina molaariseen suhteeseen 200:1 as-
ti, mieluimmin suhteessa 20:1-100:1.

Kondensaatioreaktio suoritetaan veden kanssa sekoittu-
vien alempialkanolien tai niiden seosten ldsndollessa, jol-
loin hydrolyysireaktio on estynyt, 3ja reaktiokomponenttien
liukenevuus parempi. Alempialkanolien konsentraatio tulisi
valita alueelta 20-90%, mieluimmin 30-80%, laskettuna reak-
tioseoksen kokonaistilavuudesta.

Kun kondensaatioreaktio on tapahtunut tidydellisesti in-
suliinintapaiset proteiinit erotetaan muista komponenteista
geelisuodatuksella, jolloin ihmisen insuliiniesteri erote-
taan reagoimattomasta l&htSaineesta anioninvaihtokromatogra-
fialla. Reagoimatonta lidhtdainetta voidaan mahdollisesti
kdyttdd uudestaan menetelmdssa.

Anioninvaihdosta kerdtyistd, ihmisen insuliiniesterid si-
sdltdvistd fraktioista poistetaan suolat, mink& jdlkeen ke-
rdttyjen eluaattien pH-arvo sdddetddn noin 9,5 NaOH:1la. 24-
48 tunnin kuluttua ympdristdn ldmpdtilassa eristetddn puh-
dasta ihmisen insuliinia kiteyttdmdlld tai jollakin muulla
tavanomaisella tavalla.

Insuliinialkyyliesterin hydrolyysi edistyy tasaisesti
pH-arvoissa alkaen noin 8,5 aina arvoon noin 10,5 vesipitoi-
sessa liuoksessa. Td41l3d on se vaikutus ettd hydrolyysin jal-
keen hydrolyysiseosta voidaan kdsitelld edelleen helposti
tavanomaiseen tapaan ja eristetty ihmisen insuliini saadaan
erittdin puhtaana.

Niinpd keksinndén mukaisella menetelmd@lld valmistettu ih-
misen insuliini on erittiin sopiva terapeuttisten insuliini-
valmisteiden valmistamiseksi, koska se ei sisdlld mitdén
proteolyyttisid epdpuhtauksia, minkd@ ansiosta sitd voidaan
kdyttdd pidennetyn vaikutuksen omaavien valmisteiden valmis-
tamiseksi, koska se kAyttdytyy samalla tavalla kuin ihmisen

ja sian haimasta valmistettu ihmisen Jja sian insuliini edel-
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14 mainitussa "Ames"-kokeessa jJa koska se ei sisdllid sellai-
sia epdpuhtauksia, jotka ovat vaikeita poistaa yleisesti kiy-
tetyilld kromatograafisilla menetelmilli.

Erddn edullisen suoritusmuodon mukaan, Jjossa raakaa in-
suliinia kdytetdin lidhtbaineena, saadaan ihmisen insuliinia
saantona, joka on oleellisesti sama kuin sellaisen, erittdin
pitkdlle puhdistetun sian insuliinin saanto, joka voidaan
saada samasta middrdstd raakaa insuliinia. Niin ollen on kyse
menetelmdstd, joka on seki teollisesti ettd kliinisesti tyy-
dyttdvd aikaisemmin tuntemattomalla tavalla.

Keksinndn mukaista menetelmidid havainnollistetaan seuraa-
villa esimerkeilli.

Esimerkki 1

Sian insuliinia raa'an insuliinin (suolakakun) muodossa
vastaten 2000 mg sian insuliinia liuotettiin 200 ml:aan 0,2
M vesipitoista NH4HCO3-liuosta (pH-arvo 8,4). Tidhdn liuokseen
lisdttiin 20 mg karboksipeptidaasia A vesipitoisen liuoksen
muodossa konsentraationa noin 5 mg/ml. Seosta himmennettiin
huolellisesti 5 minuuttia, minka jdlkeen sen annettiin seis-
td 20°C:ssa 2,5 tuntia. Reaktioseos jdddytyskuivattiin.

Vapautuneen alaniinin mi3ritys aminohappomddritykselld
antoi lohkaisusaanhoksi 92%.

Jaddytyskuivattu jauhe suspendoitiin 23,4 ml:aan 96%:ista
etanolia, minkd jdlkeen lisdttiin livos, jossa oli 4,00 g L-
treoniini-metyyliesterid ja 200 mg trypsiinid 14,00 ml:ssa
tislattua vettd, joka oli sdddetty pH-arvoon 6,50 5 N kloo-
rivetyhapolla. Huolellisen sekoittumisen jdlkeen seoksen an-
nettiin olla 35°C:ssa 15 minuuttia. VAlittdmisti sen jdlkeen
reaktio pysdytettiin sH3tdmillid ensin pH arvoon 2,5 0,1 N
kloorivetyhapolla ja tilavuus 100 ml:aan tislatulla vedellad.

Reaktioseoksen korkeapainenestekromatografia—analyysi
osoitti ihmisen insuliiniesterin tuotoksi 80%.

Reaktioseos geelisuodatettiin Sephadex® G-50 Superfine
(8 x 80 cm) pylviddssi 1M etikkahapossa. Ihmisen insuliinies-
terid ja reagoimatonta des-alaniini-B30-insuliinia sisdltivi
fraktio jd3dytyskuivattiin.
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Saanto: 1612 mg tuoteseosta.

Sen jdlkeen tuoteseokselle suoritettiin ioninvaihto 4°C:
ssa DEAE-selluloosapylvididssid (Whatmann DE-52) (9 x 23 cm)
tasapainoitettu 140 ml:1lla/tunti puskuria, joka sisdlsi 0,02
M tris ja 7 M ureaa, sididetty pH-arvoon 8,1 kloorivetyhapol-
la. Kun tuotteen panostuminen oli tapahtunut tiydellisesti
pylvds eluoitiin 2,5 tuntia kiyttden edelld mainittua pusku-
riliuvosta, sen jidlkeen 2 tuntia kdyttien edelld mainittua
puskuriliuosta sekoitettuna 0,0045 moolin kanssa natriumklo-
ridia litraa kohti ja lopuksi 12 tuntia kdyttien edelld mai-
nittua puskuria sekoitettuna 0,011 moolin kanssa natriumklo-
ridia litraa kohti.

Eluaatti sisidlsi kaksi proteiinipitoista padfraktiota.
Ensin eluoitu fraktio identifioitiin korkeapainenestekroma-
tografialla ihmisen insuliiniesteriksi ja sen jdlkeen eluoi-
tu fraktio desalanyyli-insuliiniksi.

Kerdtystd ihmisen insuliiniesterifraktiosta poistettiin
suola Sephadex® G-25 pylvd&ssd 0,1 M natriumasetaatissa (pH-
arvo 8,0) 4°C;ssa, minkd jdlkeen pH sdddettiin arvoon 9,51
N NaOH-liuoksella. Fraktion annettiin seistd 25°C:ssa 24 tun-
tia.

Saatiin 950 mg puhdasta ihmisen insuliinia, joka identi-
fioitiin aminohappoanalyysilla Jja korkeapainekromatografial-
la.

Esimerkki 2

Sian insuliinia raa'an insuliinin muodossa (suolakakku)
vastaten 66,3 g sian insuliinia liuotettiin 6000 ml:aan 0,2
M ammoniumasetaattia, pH-arvo 8,4. Liuokseen lisattiin 600
mg karboksipeptidaasia A vesipitoisen liuoksen muodossa jon-
ka konsentraatio oli noin 5 mg/ml. Seosta hdmmennettiin huo-
lellisesti 3 tuntia 20°C:ssa.

Desalaniini-insuliini saostettiin lis&dmdlla 15% (paino/
til.) NacCl.

Eristetty ilmakuivattu sakka kaadettiin huolellisesti
770 ml:aan 96%:ista etanolia muodostaen ndin desalaniini-

insuliinin suspension etanolissa (liuos 1).
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120 g Thr-0-Me, HCl1l liuotettiin 275 ml:aan tislattua
vettd ja pH sdddettiin arvoon 5,8 5M NaOH:1la (liuos 2).

60 ml:aan liuosta 2 lisdttiin 600 mg trypsiinid (sian)
ja se saatettiin liukenemaan samalla varovaisesti hd3mmentien
(liuos 3).

Liuockset 1 ja 2 sekoitettiin kaatamalla liuos 1 hitaasti
liuokseen 2 samalla himmentien. pH sdddettiin arvoon 5,8 5M
NaOH:1lla. Sekoittamisen jdlkeen seos jddhdytettiin 10°C:seen
termostaattisesti sdddetyssid astiassa.

Reaktio tapahtui liuoksen 3 lisdidmisen jdlkeen edelli
mainittuun desalaniini-insuliinin ja Thr-0-Me:n seokseen 10
minuutin ajan.

VadlittSmdsti sen jdlkeen reaktio pysdytettiin sddtimialli
pH arvoon 2,5 0,1 N HCl:114% ja tilavuus 2400 ml:aan tisla-
tulla vedells.

Reaktioseoksen korkeapainenestekromatografia—analyysi
osoitti ihmisen insuliiniesterin tuotoksi 87%.

Reaktioseosta kédsiteltiin edelleen kuten esimerkissi 1
on selitetty, jolloin saatiin erittdin puhdas tuote (25,4 q)
puolisynteettistd ihmisen insuliinia joka on sopiva terapeut-

tisten insuliinivalmisteiden valmistamiseksi.

Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd ihmisen insuliinin valmistamiseksi, jonka
menetelmdn mukaan sian insuliinituotetta kisitelldin karbok-
sipeptidaasilla A tai vastaavalla entsyymilld desalaniini-
B30-insuliinituotteen valmistamiseksi, joka sen jilkeen kon-
densoidaan L-treoniini-alkyyliesterin kanssa trypsiinin tai
sen kaltaisen entsyymin ja orgaanisen koliuottimen lisniol-
lessa, mink3d jidlkeen n#in muodostunut insuliini-esteri hyd-
rolysoidaan ihmisen insuliinin muodostamiseksi, t un n e t-
t u siitd, ettd desalaniini-B30-insuliinituote suspendoi-
daan alempialkanoliin, L-treoniini-alkyyliesterin ja tryp-

siinin tai sen kaltaisen entsyymin liuos vedessd, jonka pH
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on sididdetty arvoon noin 5,5 - noin 7,5 ilman puskurin lisda-
mistd, sekoitetaan suspension kanssa ja annetaan muodostu-
neen seoksen olla enintddn 30 minuuttia.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n n e t-
t u siitd, ettd trypsiini tai sen kaltainen entsyymi liuo-
tetaan erikseen osaan L-treoniini-alkyyliesterin liuosta ve-
dessd, lisdtdan desalaniini-B30-insuliinituotteen suspensio
loppuosaan L-treoniini-alkyyliesterin liuosta vedessd, saa-
dun seoksen ladmpdtila Jja pH-arvo siiddetdidn ja sen Jjalkeen
lisdtdidn trypsiinin tai sen kaltaisen entsyymin erikseen val-
mistettu liuos osassa L-treoniini-alkyyliesterin liuosta ve-
desséd.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t u n n e t-
t u siitd, ettd trypsiini tai sen kaltainen entsyymi liuo-
tetaan erikseen 10-20 paino—%:iih L-treoniini-alkyyliesterin
livosta vedessd.

4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd kdytetty sian insuliinituote on raa-
kaa sian insuliinia.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t u n n e t-
t u siitd, ettd saadun seoksen lampdtila ja pH-arvo sddde-
ti4an 10-15°C:seen, vastaavasti arvoon 5,8-6,2.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n n e t-
t u siitd, ettd kondensaatioreaktio suoritetaan noin 5 -
noin 15 minuutin ajanjakson aikana.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n n e t-
tu siitd, etta desalaniini-B30-insuliinituote eristetddn
ilman k&ytetyn karboksipeptidaasi A:n tai vastaavan entsyy-
min erottamista.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n n e t-
tu siitd, ettd kdytetty L-treoniini-alkyyliesteri on L-
treoniini-metyyliesteri.

9. patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n n e t-

t u siitd, ettd alempi alkanoli on etanoli.
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Patentkrav:

1. Férfarande f&r framstdllning av mdnskligt insulin, i
vilket f&rfarande en svininsulinprodukt behandlas med karbo-
Xipeptidas A eller ett motsvarande enzym f&r att bilda en
desalanin—B30-insulinprodukt, vilken d&refter kondenseras
med en L-treonin-alkylester i ndrvaro av trypsin eller ett
didrmed besliktat enzym och ett organiskt kolésningsmedel,
varefter den sdlunda bildade insulinestern hydrolyseras f&r
att bilda mdnskligt insulin, k 4 nnete cknat dirav,
att desalanin—BBO—insulinprodukten suspenderas i en l&galka-
nol, en 1&sning av L-treonin-alkylestern och trypsinet eller
det d&rmed besliktade enzymet i vatten instdlls till ett pH-
vidrde av ca 5,5 - 7,5 utan tillfdrsel av buffert, blandas
med suspensionen och den erhdllna blandningen l&mnas fir en
tid av upp till 30 minuter.

2., Férfarande enligt patentkravet l, kda&nneteck-
nat darav, att trypsinet eller det dirmed beslidktade en-
zymet uppléses separat i en del av 18sningen av L-treonin-
alkylestern i vatten, des—alanin—BBO—insulinproduktens sus-~
pension tillfdrs den resterande delen av lésningen av L-
treonin-alkylestern i vatten, den erhallna blandningens tem-
peratur och pH-virde instills och ddrefter tillfdrs den se-
.parat framstdllda 16sningen av trypsinet eller det dirmed
besldktade enzymet i en del av 18sningen av L-treonin-alkyl-
estern i vatten.

3. Foérfarande enligt patentkravet 2, k@dnneteck-
n at dédrav, att trypsinet eller dirmed besldktade enzymet
18ses separat i 10-20 vikt-% av 18sningen av L-treonin-alkyl~
estern i vatten.

4. Foérfarande enligt patentkravet 1 eller 2, kdnne -
tecknat ddrav, att den anvdnda svininsulinprodukten
ir rdtt svininsulin.

5. Fdrfarande enligt patentkravet 2, kdidnneteec k -
n at dirav, att den erhdllna blandningens temperatur och
pH-vdrde instdlls till 10-15°C respektive 5,8-6,2.
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6. Forfarande enligt patentkravet 1, k & nne teck -
nat ddrav, att kondensationsreaktionen utfdrs under en
period av ca 5 - ca 15 minuter.

7. Férfarande enligt patentkravet 1, k & nneteck -
nat ddrav, att desalanin-B30-insulinprodukten isoleras
utan separering av anvdnt karboxipeptidas A:t eller motsva-
rande enzym.

8. Forfarande enligt patentkravet 1, k & nneteck -
nat ddrav, att den anvinda L-treonin-alkylestern &r L-
treonin-metylester.

9. Forfarande enligt patentkravet 1, k 4 nneteck -

n a t darav, att den anvinda l§galkanolen dr etanol.

Viitejulkaisuja-Anf&rda publikationer

Julkisia suomalaisia patenttihakemuksia:~0ffentliga finska patent-
ansdkningar: 810385,

Muita julkaisuja:-Andra publikationer:

Peptides 1980, Proceedings of the 16th European Peptide Symposium
Helsingoer DK, Aug. 31 - Sept. 6 1980, Kgbenhavn 1981,

Ed. K. Brunfeldt, Trypsin catalized peptide synthesis: Modification
of the B-chain C-ternimal rezion of insulin, Gattner H-G et al.

p. 372-377.
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