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A taldlminy tirgya eljirds \j, szuperaktiv inzulin-
analdgok és ezeket hatdanyagként tartalmazé gydgys-
szati készitmények el6llitissra.

Az inzulin a gerincesek nvekedésének és metabo-
lizmusénak szabdlyozdsdban kulcsszerepet jitsz6 hor-
mon. Inzulin hidny4ban komoly metabolikus zavarok

jelentkeznek annak kovetkeztében, hogy sok sejt nem_

képes 4 glitkéz és az aminosavak normdlis hasznosits-
séra. A gliikdz metaboliz4ldsdra val képtelenség em-
berben diabetesz mellituszhoz vezet, amely egy olyan
komplex krénikus metabolikus rendellenesség, amely-
ben a szénhidrat, zsir és fehérje metabolizmus tendel-
lenes. Legkifejezettebb klinikai form4jiban a diabetes
mellitusra az jellemz6, hogy az inzulin vagy inzulin
aktivitds abszolit vagy relativ hidnya 411 fenn, amely
cukor- €s acetoniiritéssel, a novekedés ledlldsaval és
negativ nitrogén egyensiillyal jér. Ezek a kériilmények
végiil a zsfrsavak korl4tozatlan oxidécidja 4ltal oko-
zott akut metabolikus acidézis folytdn haldlhoz vezet-
hetnek, vagy a ketontestek képz6déséhez sziikséges
elegend6 lipidtartalék hisnyaban kiéhezettséghez ve-
zethetnek. A kiéhezettség olyan allapotként definidl-
hat6, amelyre hatérozott gyengeség, rendkiviili t6-
megveszteség jellemz6, és a metabolizmus a tartds és
silyos tépldlék elégtelenség folytdn csékken (Dor-
land’s llustrated Medical Dictionary, 25. kiads).

Az inzulinnak és tisztitdsi médjanak az 1920-as
években val6 felfedezése és a diabetes mellitussal valé
kapcsolatba hozdsa lehetséget nydjtott a betegségbe:
val6 beavatkozdsba. [Bliss, The Discovery of Insulin
(1983), University of chicago Press, Chicago, IlL]. Na-
jainkban a diabeteszes betegek inzulinnal valé kezelé-
se e betegség kezelésének elsGdleges terdpids eszkoze.

Az inzulin egy 6000 dalton molekulatémeg( poli-
peptid, amely két révid peptidlinchél, Az A és B pep-
tidlancokbdl 4ll, amelyek egyméshoz 4lland6 diszulfid
hidakkal két6dnek. Szinte minden tanulm4nyozott in-
zulinban a 21 aminosavbdl 4116 A Idnc egy bels6 diszul-
fid hidat is tartalmaz. A B l4nc hossza 30 aminosav.
Mint sok més eukariéta-fehérje, az inzulin is prekur-
zor formédjdban szintetiz&lédik, amely poszt-szinteti-
kus tton alakul az érett, két polipeptid l4ncot tartal-
maz6 aktiv hormonn4,

Az inzulin kozvetlen prekurzora a proinzulin egy
egyetlen Idncbdl 4116 polipeptid, amely a B és az A 14n-
cokat egy Osszekapesol6 peptiddel Gsszekétve tartal-
mazza, amely Ssszekapcsolé peptid, a C peptid mint-
egy 31 aminosavbdl 411, és a B és A ldncokhoz egy-egy
pér bézikus aminosav-maradék révén kapcsolédik. A

hérom peptid sorrendje a proinzulin molekuldban a -

kovetkez6: NH)-(B  ldnc)-Arg-Arg-C-peptid-Lys-
Arg-(A l4nc)-COOH. Az inzulin mRNS transzléciés
terméke azonban a preproinzulin, amely olyan proin-
zulin, amely az amino-termin4lison egy 24 aminosav-
b6l 4ll6, nagyrészt hidroféb szignil-peptidet tartal-
maz, amely az olyan fehérjékre jellemz6, amelyek a
sejtmembrédnon 4thatolnak vagy abba beépiilnek.

A preproinzulin a hasnyslmirigy szovetében disz-
pergélt Langerhans szigetekben 16v6 pankredsz-sej-
tekben szintetizdlédik. A szigndl-peptid eltdvolitdsa a
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durva endoplazmatikus retikulumban t6rténik, majd a
teljesen dsszehajtogatédott oxid4lt proinzulin a Gol-
gi-appardtusba jut, ahol szekrécids granulumokk4 ala-
kul. Az dsszehajtogatidott proinzulint diszulfid kété-
sek stabilizdljak. A szekréci6s granulumok érése sordn
az Osszehajtogatédott proinzulin molekuldkat a bazi-
kus aminosav maradék parok mentén specifikus pro-
tedzok hasitjdk, {gy az inzulin és a C peptid vélik sza-
badda. ’ _

Amint azt az el6z6ekben mér ismertettitk, a diabe-
tesz mellitusz terdpidjinak részeként a diabeteszben
szenved6 betegnek szabilyozott mennyiség@ inzulint
adagolnak. Az igy adagolt inzulin tGbbnyire 4llati
pankresszbdl, nevezetesen marha vagy sertés pankre-
4szbdl szdrmazik. A marha és sertés inzulinok a hor-
mondlis homeosztizis fenntartisiban a humin inzu-
linhoz hasonlé médon, koriilbeliil hasonlé hatékony-
sdggal miikddnek, de minthogy ezek idegen fehérjék,
immunoldgiai valaszt vélthamak ki, ami a hatékony-
sdgukat csokkenti. Ujabban rekombindns DNS elj-
rdssal elGdllitott humdn inzulinnal gazdagodott a ters-
pia fegyvertdra. A rekombindns DNS eljardssal, vagy
egyéb eljardsokkal el@dllitott humdén inzulin hasznéla-
ta nem véltja ki azokat a kedvez6tlen immunol6giai
hatdsokat, amelyek az 4llati inzulinok hasznélatdnak
velejérdi. Azonban még a természetes humén inzulin
hozzéférhetGsége esetén sem mindig elegend6 a hor-
mon adagoldsa a diabeteszben szenved( beteg normé-
lis metabolizmusanak helyredllitiséra. Igy sziiksége-
sek jobb aktivitdsd alternativ inzulinok vagy més, a
diabeteszben szenved§ betegek kezelésére alkalmas
eszkdzok. o

A csalddi (6rokletes) hiperproinzulinémia geneti-
kus rendellenesség, amelyre az jellemz6, hogy a szé-
rumban a proinzulin-szer@ molekuldk mennyisége je-
lent6sen megnovekedett, Hirom, ezt a ritka rendel-
lenességet mutaté csaldd vizsgélata sordn kett6nél
szerkezetileg rendellenes proinzulin-szerf molekula
volt taldlhatd. A genetikus defektet olyan mutdcioként
azonosftottdk, amely a proinzulin egy aminosavjinak
helyettesitését okozza, ennek kovetkeztében a proin-
zulinnak protedzok &ltal inzulinnd torténG hasitdsa
nem tokéletes.

A harmadik csaldd érintett tagjaindl a proinzulin-
nal mintegy azonos méretii proinzulin-szerd molekula
képz6dstt, amely receptork6t6 vizsgdlatokban a nor-

mélis prohormonnak megfelelGen viselkedett. Ennek a°

harmadik csalddnak két érintett tagjat6l nyert kiéno-
zott inzulin gének szekvencia analizise arra deritett
fényt, hogy egyetlen kéd-mutdcié folytdn a proinzulin
molekula B l4ncénak 10-helyzetének megfelel6, egy
aszparaginsav hisztidinre cserélédik [Chan és munka-
tarsai, Proc. Natl. Acad. Sci. 84, 2194-2197 oldal,
1987]. A mutici6 feltehet6leg megakadélyozza a pro-
inzulin felgyiilemlését eredményezi. Annak a pontos
madjat, hogy a mutici6 hogyan akaddlyozza a proin-
zulinnak inzulinnd valé tovabbi dtalakuldsit, még nem
ismerjitk. Egy humén inzulin anal6got, a [B10-aszpa-
raginsav]-humén-inzulint, - szintetizdltunk, amely
megfelel az el6bbi mutdns proinzulinnak, és amely a
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természetes inzulinoknal nagyobb aktivitdst mutat.

Azt is felismertiik, hogy az inzulin B l4nc4nak kar-
boxil termindlisén 1év6 elemek ugyancsak befoly4sol-
jak az inzulin bioldgiai aktivitdsat. Kiilonosen a B25
hely tinik befolydsol6nak az inzulin anal6gok aktivi-
tasét illetGen. - '

Az inzulin B lancénak C-termindlis pentapeptidjét
elimindlva, és az jonnan képzett C-terminlis, a Phe
B25 karboxilcsoportjat amidélva ggy olyan analég, a
dez-pentapeptid(B26-830)-[Phe BZ-o-  karboxa-
midlinzulin nyerhet6, amely a természetes hormon
aktivitdsdval Ssszehasonlithatd aktivitdssal bir [Naka-
gawa €s misai, J. Biol. Chem. 261, 733241 (1986);
Cosmatos és mtsai., Int.J. Pept. Prot. Res., 14, 457-71
(1979); Casareto és mtsai., Biol. Chem. Hoppe-Seyler,
368, 709-16 (1987)]. A phe B25-nek néhiny mis
aminosav maradékkal valé helyettesitése, valamint
ezen helyetiesitett inzulinok B26-B30 szegmensének
kiilonféle médositdsa olyan analégokat eredménye-
zett, amelyek aktivitdsa a szinte teljes inaktivitéstd] a
természetes inzjlinéndl nagyobb aktivitdsig terjed
[Nakagawa és mtsai., J. Biol. Chem., 261 , 1d. fent; Ca-
sareto €s mitsai., Id. fent; Nakagawa és mtsai., J. Biol.
~ Chem., 262 ; 10254-58 (1987)]. Ezek koziil a dez-pen-

tapeptid(B26-B30)-[Tyr B%-o-karboxamidJinzulin és
ennek HisB% analégja az inzulinhoz mérten 270~
300%-os aktivitdssal bir. Ezen vizsgalatok alapjén fel-
tételezték, hogy az inzulin B25 aminosav maradéka a
receptorral kélcstnhatdsba 1ép, ezltal olyan szerke-
zeti véltozdsokat indit meg az inzulin molekula eddig
~ még nem meghatdrozott teriiletein, amelyek érintik a
hormon-receptor két6dést. A B25-receptor kolcson-
hatés pozitiv vagy negatfv médon befoly4solhaté a B
Ianc C-termindlis teriilete révén, att6l fiigg6en, milyen
természet médositdsokat hajtunk végre a B25 mara-
dékon, és a B Iinc C-termindis teriilete megvéltoztata-
sdnak mértékétol fiiggden [Nakagawa és mtsai., J. Biol.
. Chem,, 261, 1d. fent; Casareto, Id. fent; Nakagawa és
misai.,J. Biol. Chem. 262 . éd- femt-].

Szintetizdltak egy mdsik humén inzulin-analdgot is,
a dez-pentapeptid-(B26-B30)-[AspB10, TyrB%.q-
karboxamid]-inzulint, amely a természetes inzulino-
kénél nagyobb aktivitdsinak bizonyult,

A taldlmény tirgya egy szuperaktiv inzulin analég,
az (I) képletd [B10-aszparaginsav]-human-inzulin l6-
dllitdsa. Ez az inzulin-anal6g (a tovébbiakban ,,10-asz-
paraginsav-B”) lényegesen nagyobb aktivitdssal bir,
mint a természetes human inzulin, amely a B lanc 10-
helyzetében hisztidint tartalmaz.

A eftz:lllilgminy targyat képezi tovabbd a (II) képletd
- Szup v inzulin-analég, a dez-pentapeptid-(B26-
- B30)-[AspB19, TyrB25. okarboxamid]-hum4n-inzulin

(a tovibbiakban ,,AspB10 analg”) el64llitsa is. Eb-
-ben az inzulinban a B lanc 10-helyzetében végrehaj-
tott véltoztatdson kiviil a B26-B30 szegmenst elimi-
néltuk, és a Phe B25-t Tyr-o-karboxamiddal helyette-
sitettiik, Ez az inzulin-anal6g még nagyobb aktivitas-
sal bir, mint a [B10-aszparaginsav] humé4n inzulin,
A taldlmény tArgy4t képezi tovabbé a (III) képletd
analég, a  dez-pentapeptid-(B26-B30)-[GluB1°,
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TyrB%.o-karboxamid]-humén inzulin (a tovibbiak-
ban ,,GluB10 analég™) el6llitssa is, amely vegyiilet az
elébbi analdgtél abban tér el, hogy a B10-helyzetben
Asp helyett Glu-t tartalmaz. Ez az inzjlin analég leg-
alabb 20-szor aktivabb, mint a természetes inzulin,

A taldlmény tirgyat képezi diabeteszben szenvedd
betegek kezelésére alkalmas gydgydszati készitmé-
nyek eldéllitisa is, amely készitmények terdpidsan ha-
tdsos mennyiségd [B10-aszparaginsav]-humén-inzu-
lint, dez-pentapeptid-(B26-B30)-[AspB10, TyrB%-q-
karboxamid]-humén inzulint, dez-pentapeptid-(B26-
B30)-[GluB10, Tyr8% .o karboxamid]-humén-inzy -
lint tartalmaznak hatGanyagként, és emellett gy6gya-
szati célra alkalmas hordozéanyagot tartalmaznak.

A kovetkez6kben réviden ismertetjiik az dbrdkat,

Az 1. dbrdn nyers humin [B10-aszparaginsav] B
lanc S-szulfonitnak CM-cellul6z oszloprél valé elus-
ci6jat bemutaté kromatogram lithat6. Az dbrin a
278 nm-nél mért abszorpcidt mutatjuk be az elfoly6
térfogat fiiggvényében. :

A 2. 4bran humén A lanc S-szulfonit és humén
[B10-aszparaginsav] B ldnc S-szulfont kombinaci6s
elegyének nagynyomasi folyadékkromatografids el-
jardssal kapott kromatogramja lathatd. A 2a. dbra a
kezdeti kromatografids elvilasztdst mutatja, mig a 2b.
dbran a 2a, dbrdn 32,32 percnél kapott cstics ismételt
kromatografdldsdnak eredménye lithatd, a 278 nm-
nél mért, abszorpciét mutatjuk be az elicids id6 fiigg-
vényében. :

A 3. dbrén %5 J-inzulin patkinyméj plazma inzu-
lin-receptorokhoz val6 kot6désének kompetitiv gatla-
sit mutatjuk be [B10-aszparaginsav]-humén-inzulin
¢és marha-inzulin esetén, a kotés gtldst (2 maximum
%-&ban) a kompetitor koncentricié fiiggvényében
mutatjuk be, az iires karikdval jelzett kbrbe a mddosi-
tott humén inzulinra, a kitoltott karikdval jelzett mar-
ha inzulinra vonatkozik. _

A 4, sbra [B10-aszparaginsav]-humén-inzulin és
marha-inzulin patkdny adipocitdk lipogenezisére- ki-
fejtett hatdsat mutatja grafikusan. A lipogenezis sti-
mulélasit (a maximum %-dban) az agonista koncent-
rici6 fiiggvényében mutatjuk be. Az iires karikdval
jelzett gorbe a mddositott humdn inzulinra, a kitShtott
karikdval jelzett marha inzulinra vonatkozik.

Az 5. 4bran a nyers humén dez-pentapeptid-(B26-
B30)-[Asp10, Tyr-o-karboxamid25] B ldnc S-szulfo-
nit CM-celluléz oszloprél valé eludldsit bemutatd
kromatogram. A 278 nm-nél mért abszorpciot. az el--
licids id6 fiiggvényében mutatjuk be.

A 6. dbra humén A lanc S-szulfon4t és humdan dez-
pentapeptid-(B26-B30)-[Asp10, Tyr-o-karboxa-
mid25]-B-lanc-S-szulfonit kombnéci6s elegyének ke-
ldciGjat bemutaté kromatogram, amely nagynyomdsi
folyadékkromatografids eljardssal késziilt. A 6a. db-
rén az els6 kromatografis elvilasztds lathat6, a 6b.
4bréan az a. 4bra 36,86 perc id6nél lejott eludtumanak
ismételt kromatograféldséval kapott eredményt mu- -
tatjuk be. Az dbrdkon a 278 nm-nél mért abszorpci6t
az ehicids id6 fiiggvényében mutatjuk be.

A 7. dbra 125 J.inzulin patkényméj plazma inzulin-
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receptorokhoz valé kot6désének kompetitiv gatldsat
mutata be  dez-pentapeptid-(B26-B30)-[AspB10,
Tyr8%.o-karboxamid]-humén-inzulin és marha-in-
zulin esetén. A gétlds %-os értékét a kompetitor kon-
centréci6 fiiggvényében mutatjuk be. Az tires karik4-
val jelzett gérbe a médositott humdn inzulinra, a kit6l-
tott karikéval jelzett marha inzulinra vonatkozik.

A 8. fbrin dez-pentapeptid-(B26-B30)-[AspB10,

TyrB%5.q-o-karboxamid]-humén-inzulin  és marha-
inzulin hatdsit l4tjuk Lipogenezis stimulldsra pat-
kény adipocitikban. A lipogenezis stimuldlsit (a ma-
ximum %-4ban) az agonista koncentrdcié fiiggvényé-
ben mutatjuk be.

A talilmény tirgya eljirds szuperaktiv inzulin ana-
16gok, az (I) képletd [B10-aszparaginsav]-humdn-in-
zulin és a () képletd dez-pentapeptid-(B26-B30)-
[AspB10, TyrB%5.-g-o-karboxamid}-hum4n-inzulin  és
a (TIT) képletd GluB10 homol6g el64llitdsara.

Inzulin analég olyan .proteint értiink, amelynek
alapvet6 A l4nc és B ldnc szerkezete az emberi (6s més
fajok) inzulinnal azonos helyzetben tartalmaz. fgy az
inzulin analégok meg6rzik a természetes inzulinok
diszulfid hid elrendezését. A hasznos inzulin anal6gok
abban térhemek el a natfv inzulinoktél, hogy a mole-
kula egyik vagy mindkét Iinc4ban egy vagy t6bb ami-
nosav tibbletként szerepel, hidnyzik, m4s aminosav-

val helyettesitett vagy médositott, de legaldbb részben

meg kell 6riznie az inzulin hat4sat [14sd a Katsoyannis,

Treatment of Early Diabetes (1979), 319-327. oldal;

Plenum Publ, Corp.; és a Blondell, Adv. Prot. Chem.,
26, 330-362 (1972) szakirodalmi helyen].

A taldlmény szerint elG4llitott inzulin analégok ab-
ban kiilonbéznek a humén inzulintél, hogy a B lanc
10-helyzetében aszparaginsavat tartalmaznak, vagy
aszparaginsavat vagy glutaminsavat tartalmaznak a B
lanc 10-helyzeti hisztidinje helyett, és emellett a
B26-B30 szegmens hidnyzik bel6liik, és a PheB25 hely
Tyr-o-karboxamiddal helyettesitett. Ezek a vegyiile-
tek nem vért médon sokkal hatdsosabbak, mint a ter-
mészetes inzulinok, kiilénésen hatdsosabbak azoknél,
amelyek a diabetesz terdpidjsban hasznélatosak.

A [B10-aszparaginsav]-humén-inzulin, a dez-pen-
tapeptid-(B26-B30)-[Asp B10, - TyrB25_okarboxa-
mid]-humén-inzulin vagy més B!0-helyettesitett ana-
16gok sz4mos, szakember szdm4ra ismert eljirdssal el-
Géllithatok. Péld4ul az inzulin analég A és B l4nc kom-
ponenseinek el6éllitisa a peptidszintézis végrehaijts-
séra ismerten alkalmazott barmely eljardssal végre-
hajthat6, koztiik a szildrd fizisd peptidszintézis eljs-
rdsokkal és oldatban végrehajtott eljardsokkal, példa-
ul fragmens kondenzécidval [14sd péld4ul az Erickson
és Merrifield, The Proteins (1976), 2. kotet, 3. fejezet,
Academic Press, New York, és Blake és mtsai, Proc.
Natl. Acad. Sci. 80, 1556-1559 (1983) szakirodalmi
helyeken]. A humén-inzulin analégok elSallithatok
humén- vagy sertés-inzulin A I4ncénak [10-aszpara-
ginsav], dez-pentapeptid-(B26-B30)-[AspB10, Tyr-o-
karboxamid25] vagy GluB10 B lanccal val§ kombin4-
lasdval, a B lénc el64llithaté peptid-szintézis eljérs-
sokkal. Ismeretes, hogy a humén és a sertés inzulin A

4

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

lanca aminosav szekvencidjiban azonos egymaéssal,
igy a sertés inzulin A linca pétolhatja a humén inzulin
A l4nc4t minden olyan eljirdsban, amelyben [10-asz-
paraginsav-B]-humdan-inzulin, dez-pentapeptid-
(B26-B30)-[AspBl0, TyrB%.o-karboxamid] vagy
GluB!%-humén-inzulin-analégokat 4llitunk el6. A
lanc kombindlhaté a taldlmany szerint megvaltozta-
tott B 1anccal.

A [B10-aszparaginsav]-hum4n-inzulin, a dez-pen-
tapeptid-(B26-B30)-[Asp B0,  TyrB%.o-karboxa-
mid]-humdn-inzulin el§4llitisira birmely ismert elj4-
rassal elGallitott humén vagy sertés inzulin A Incot
barmely alkalmas eljarassal el64llitott mddositott hu-
mén B l4nccal kombindlunk. Az A ldnc és a médosttott
B lanc el6nySsen stabilizalt S-szulfonilt formdéjiak,
amelyek ismert eljirdsokkal az inaktiv humén inzulin
analégokkd rekombindihatok. Ismert rekombindcids
eljarasok szerepelnek példdul a 3 420 810 szdmu [Kat-
soyannis] és a 4 421 685 sz4mi (Chance és munkatér-
sai) amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi lefrs-
sokban, Péld4ul a 4 421 685 szdmu amerikai egyesiilt
dllamokbeli szabadalmi lefrisban olyan egyetlen Ié-
pésbdl all6 eljardst ismertemek inzulin elGéllitdséra,
amelyben az S-szulfon4lt A Iincot és az S-szulfondlt B
I4ncot egy tiol redukdldszer jelenlétében, példaul diti-
otreitol vagy cisztein jelenlétében vizes kézegben hoz-
zék érintkezésbe. A rekombindci6é koriilményei: 1)
pH= 8-12, 2) az Ussz-protein koncentrici6 0,1-
50 mg/ml és 3) a tiol reduk4lGszer olyan koncentracid-
ban van jelen, amely mintegy 0,4-2,5 SH csoportot
eredményez az elegyben 16v6 Osszes S-szulfondlt A és
B lanc minden egyes S-SO; csoportjira szdmitva. A
[B10-aszparaginsav]-humén-inzulin, a dez-pentapep-
tid-(B26-B30)-[AspB10, TyB%-o-karboxamid]-hu -
mén-inzulinanalég képz6dése akkor kovetkezik be, ha
a reakcidelegyet 0 és 25 “C k§z&iti hémérsékleten tart-
juk oxigénforrast biztosité kdrnyezetben, hogy az in-
zulin S-S kotései kialakuljanak,

Ha a rekombindcids reakcié befejez6dbtt, az inzu-
lin-analég elkiilSnithet6, tisztasdga és aktivitdsa szak-
ember szdmira ismert kiilonféle eljarisokkal ellend- -
rizhet6. Az inzulin és inzulin analGgok tisztitdsira szo-
késosan alkalmazott eljirdsok kromatogréfids eljard-
sok, példdul nagynyomésdi folyadékkromatografids
eljards (HPLC), gélsziirés vagy ioncserlé§ kromatog-
rafia. A termék tiszfasdga szdmos eljardssal ellenGriz-
het6, koztiik HPLC eljrdssal, poliakrilamid gél elekt-
roforézissel, aminosav analizissel és aminosav szek-
vencia vizsgélattal.

Bir az inzulin analdgok 4ltaldban megoriznek némi
maradék inzulin aktivitdst, az ilyen analdgok aktivits-
sa 4ltaldban a természetes inzulinokénak csak egy t6-
redéke. A humén, marha és sertés inzulinok aktivitisa
az Amerikai Egyesiilt Allamokban érvényes szab-
vanyok szerint mintegy 25-26 nemzetkdzi egység/mg
fehérje. Nem vért médon a [B10-aszparaginsav]-hu-
mén-inzulin az inzulin aktivitisi vizsgélatokban 4-6-
szor aktivabbnak bizonyult a természetes inzulinoké-
ndl, a dez-pentapeptid-(B26-B30)-[AspBl0, TyrB%.
o-karboxamid]-humén-inzulin 11-13-szor aktivabb-



1 HU 205145 B 2

nak bizonyult a természetes inzulinnal,

Az inzulin aktivitdsdnak vizsgdlatira alkalmas
médszerek t6bbek kozétt az 1) inzylin radioreceptor
vizsgdlat, amelyben egy inzulin relativ aktivitdsét gy
hatérozzék meg, hogy mérik az inzulin és inzulin ana-
16g ahhoz sziikséges ardnyat, hogy a sejtmembréno-
kon, példdul patkdnym4j plazma membrén frakcién
jelen 1év6 inzulin receptorokhoz fajlagosan kot6d6
125 1-inzulin 50%-4t helyettesitse; 2) lipogenezis vizs-
gélat, amelyet példiul patkdny adipocitdkon végez-
nek, amelyben az inzulin relatfv aktivitdsét az inzulin-
nak az inzulin anal6ghoz val6 azzal az arinyaval hat4-
rozzék meg, amely ahhoz sziikséges, hogy a [3-H]
gliik6z szerves-extrahdlhatd anyaggé (példaul lipidek-
ké) valé maximdlis 4talakuldsdnak 50%-4t ekrje; 3)
glitkéz oxidicids vizsgdlat izoldlt zsirsejtekben, ame-
lyekben az inzulin-analég relativ aktivitisat az inzu-
linnak az inzulin-analéghoz valé azzal az arinyaval
hatérozzék meg, amely a gliik6z-1-[14C] [14CO,}-d4
valé. maximdlis 4talakuldsinak 50%-a eléréséhez
sziikséges; 4) inzulin radioimmuno-vizsgalat, amellyel
az inzulin-analégok immunogenitdsa hatdrozhaté
meg annak a hatékonysdgnak a mérésével, amellyel az
inzulin-anal6g a 125 J-inzulinnal a fajlagos anti-inzu-
lin antitestekhez valé k&t6désben verseng; és 5) egyéb
olyan vizsgélatok, amelyekben az inzulin vagy inzulin-
anal6gok ismerten fajlagos inzulin detektorokkal bird
sejtekhez, példdul tenyésztett limfocitdkhoz vald ko-
t6dését mérik. A relativ inzulin aktivitds mérésére
szolgdl6 standard vizsgalatokban példaul az el6z6ek-
ben ismertetett 1), 2) és 5) vizsgélatokban a [B10-asz-
paraginsav]-humén-inzulin 4—6-szor aktivabbnak bi-
zonyult a természetes inzulinnél, a dez-pentapeptid-
(B26-B30)-[AspB10, TyrB%. o.karboxamid]-humén-
inzulin 11-13-szor hatdsosabbnak bizonyult a termé-
szetes inzulinoknl, és a GluB10 analég 20-szor akti-
vabbnak bizonyult a természetes inzulinnal,

A taldlmény szerint el6llitott humén inzulin ana-
16gok diabeteszes betegek kezelésére alkalmas gy6-
gyészati készitményekké formalhaték. A gyégyészati
készitmények [B10-aszparaginsav]-human-inzulin, a
dez-pentapeptid-(B26-B30)-[Asp B10, TyrB%.q-kar-
boxamid] vagy [GluBl0, TyrB25_o karboxamid]-hu -
mén-inzulin anal6got tartalmaznak olyan mennyiség-
ben, amely terdpidsan hatésos a diabeteszes beteg hor-
mondlis egyensilya elérésének el6segitésére. A fenti
készitmények a megadott hatGanyagok mellett gy6-
gyészati célra alkalmas hordozGanyagokat is tartal-
maznak, Mint minden md4s, a diabetesz kezelésére
szolgdld inzulin esetén, a taldlmany szerint el64llitott
készitmények esetén is az adott beteg hormondlis
egyensilydnak eléréséhez sziikséges alkalmas terdpids
hatéanyag mennyiséget betegenként kell meghatdroz-
ni. A terdpids mennyiség meghatdrozdsanal figyelem-
be kell venni a diabeteszes 4llapot siilyossdgét, és a
készitmény adagoldsdnak modjat. A beteget kezel6
adott orvos dontésére van bizva a gydgysszati készit-
mény mennyiségének, és az adagolds médjinak meg-
hatdrozisa, '

A természetes inzulinokat 4ltaldban olyan terdpids
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dézisban adjék a betegnek, amely 0,02-5 egység hu-
mén inzulin aktivitds (testtémeg kg/nap) értéket ered-
ményez (l4sd a 4 652 547 szdmi amerikai egyesiilt
dllamokbeli szabadalmi leirdsban),

Mivel a taldlmany szerint el§éllitott j inzulin ana-
16gok in vitro jéval hatékonyabbak a természetes inzu-
linndl, felteheten a diabeteszes beteg egyensiilydnak
elérésére szikkséges terdpids mennyisége kevesebb,
mint a diabetesz kezelésére napjainkban haszndlt ter-
mészetes inzulinok terdpids mennyisége. A taldlmany
szerint el@allitott inzulin anal6gok tov4bbi fontos eld-
nye, a diabeteszes beteg vérébdl valé gyorsabb- kiva-
lasztas. Ismeretes, hogy az inzulin kivalasztdsat (clea-
rance) a vérbél a sejteken 1év6 inzulin receptorok koz-
vetitik. Mivel a [B10-aszparaginsav]-human-inzulin
az inzulin receptorokhoz mintegy S5-szor szorosabban
kot6dik, a dez-pentapeptid-(B26-B30)-{AspBl,
TyrB%. o-karboxamid]-humén-inzulin 11-13-szor, a
GluB10 analég 20-szor szorosabban kotdik, mint a
természetes inzulin, feltehetS, hogy ezek az inzulin
analGgok a beteg véréb6l gyorsabban vilasziddnak ki,
mint a természetes inzulinok. Ennek kévetkeztében
feltehet, hogy a diabeteszes betegek kezelése sordn a
kering6 inzulin novekedésgatlé hatdsdval kapcsolatos
ér-toxicitds cstkken, amennyiben a [B10-aszparagin-
sav]-humén-inzulinnal ~ dez-pentapeptid-(B26-B30)-
[AspBl0,  TyrB2.g karboxamid]-humén-inzutin, a
GluB10 analéggal, kezeljiik a beteget.

- A terdpidsan hatdsos mennyiségd [B10-aszparagin-
sav]-humén-inzualin, dez-pentapeptid-(B26-B30)-
[AspBl0,  TyrB%.q -karboxamid]-humén-inzulin,
GluB10 analég hatdanyagot tartalmazé készitmények
az inzulin kezelésre szorul6 diabeteszes betegnek pa-
renterdlisan adagolhaték. Elénytsen intramuszkuls-
risan, szubkutén vagy intravéndsan adagoljuk ezeket a
készitményeket. A készitmények adagolhatdk a beteg-
nek orrba fijt permet forméjdban is. Més eljérds sze-
rint, hosszi id6tartami szabilyozott egyensily bizo-
sitdsdra a készitmények implantilhaté szivattydiba
épitve alkalmazhaték. Az ilyen implantilhaté eszko-
26k, amelyek biztositjdk, hogy a hatéanyag hosszi
id6tartamon keresztiil szabalyozottan jusson a beteg-
be, szakember szdmdra ismertek, A készitmények a
hatéanyagon kiviil gyégyaszati célra alkalmas hordo-
zGanyagot is tartalmaznak, amelyek nem lehetnek k4-
rosak a betegre. A hordozéanyagnak nem szabad ked-
veztlen hatdst gyakorolnia a készitmény hatéanyaga-
ra, azaz a humén-inzulin anal6gra sem. A terdpidsan
hatékony mennyiségi [B10-aszparaginsav]-humén-
inzulint vagy dez-pentapeptid-(B26-B30)-[AspB!?,

- TyrB%.q-karboxamid]-huméan-inzulint, vagy GluB10
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analégot hatGanyagként tartalmazé készitmények
megfelel6 hordozdanyagai és egyéb adalékanyagai
példéul a 4 652 547 szdmii amerikai egyesiilt 4llamok-
beli szabadalmi lefrdsban az inzulintartalmd készit-
mények hordozbanyagaiként és adalékanyagaiként le-
irt anyagok. ' . ,

A taldlményt a tovibbiakban nem Kkorldtoz6 pél-
ddkban mutatjuk be kézelebbrél. Bar a példikban a
[B10-aszparaginsav]-humén-inzulin és a dez-penta-

5
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peptid-(B26-B30)-[AspB0, TyrB25.q karboxamid]-
humén-inzulin elGAllitdsat frjuk le, azonos eljardsok
alkalmazhat6k a GluB10, az 0-B10 homolGgok el64lli-
thséra is.

1. példa

[B10-Aszparaginsav]-humén-inzulin

A [B10-aszparaginsav]-humdan-inzulint fragmens-
kondenz4ci6s eljérdst alkalmazé peptidszintézis eljs-
réssal 4llitjuk el§ [14sd péld4ul a Blake és mtsai, Proc.
Natl. Acad. Sci. 80, 1556-1559 (1983) szakirodalmi
helyen]. Minden peptidszdrmazék koztitermék homo-
genitdsit vékonyrétegkromatografiss eljardssal 6060
Jel6lésit szilikagél lemezen (Eastman kromatografis
lemez) vizsgéljuk. A kromatogram kifejlesztéséhez al-
kalmazott old6szer kloroform, metanol és viz (45:10:1;
89:10:1; €s 200:75:13) ardnyd elegye.

A [Bl0-aszparaginsav]-humén-inzulint S-szulfo-
nélt humén inzulin A Idncdnak szintetikus humén in-
zulin [10-aszparaginsav Blinc] S-szulfonalt szdrmazé-
kéval ditiotreitol jelenlétében a 4 421 685 szdmi ame-
rikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi lefrdsban sze-
repl6 eljards szerint végzett kombindldsdval allitjuk
el6. Az S-szulfonalt humén A lincot, amely a megfele-
16 sertés inzulin I4nccal azonos, [Nicol és mtsai., Natu-
re, 181, 483485 (1960)] sertés inzulinbél oxidativ
szulfitolizissel, majd a kapott S-szulfonalt A és B I4n-
cok [Katsoyannis és mtsai, Biochemistry, 6, 2635

2624 (1967)] eljérdsa szerint oszlopkromatografiss el-

jérdssal val6 elvélasztdsdval 4llitjuk el6. Az S-szulfo-
nélt humén-[10-aszparaginsav] B lincot az S-szulfo-
nélt természetes humédn B 14ncbdl Schwartz és Kat-
soyannis [J. Chem. Soc. Perkin Trans. I 2894-2901
old. (1973)] eljdrdsaval 4llitjuk el6. A C-terminslis he-
xadekapeptid (B!5-B30 szekvencia) szomszédos hexa-
peptiddel (B®-B!4) val6 kapcsoldsa révén a C-termi-
nélis dokozapeptidet (B°-B30) nyerjiik. Ezt ezutn az
N-termindlis oktapeptiddel (B!-B®) kapcsolva nyer-
jiik a védett B Idnc anal6got, amelyet folyékony hidro-
gén-fluoriddal reagaltatunk, majd a kapott szulfhid-
til-szdrmazékot oxidativ szulfitolizisével nyerjiik az
S-szulfon4lt [10-aszparaginsav] B lancot.

Az 1, t4blazatban felsorolunk a peptidek szintézisé-
ben alkalmazott néhény vegyiiletet és amino véd6cso-
portot, és megadjuk ezek alkalmazott rviditését.

I tdbldzat

benzil-csoport Bzl
tercier-butoxi-karbonil-csoport Boc
tercier-butil-csoport Bdt
" ciklohexil-csoport cHex
dicilohexil-amin DCHA
dimetil-formamid DMF
Dimetil-szulfoxid DMSO
difenil-metil-csoport DPM
N,N’-diciklohexil-karbodiimid DDC
1-hidroxi-benzotriazol HOBT
benzil-oxi-karbonil-csoport zZ

A. S-szulfondlt [10-aszparaginsav] B ldnc szinté-
zise ’

Z: Glu(cHex):OH,DCHA (1. vegyiilet) el G4llitdsa

elddllitdsa

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Ezt a vegyiiletet a megfelelé Boc-szdrmazékbél (Pe-
ninsula Laboratories) dllitjuk el a védéesoportnak
trifluor-ecetsavval vald eltdvolitdsival, és a kapott ter-
méknek benziloxi-karbonilezésével. A kapott szdrma-
zékot éterbdl diciklohexil-amin-s6ja form4jdban kris-
tdlyositjuk. A kapott termék olvaddspontja 131-
132°C.

Elemzési eredmények a Cy; HygN,Og képlet alap-

jan:
sz4mitott: C:864,H: 8,88,N:5,4%,
talalt: C:68,3,H:9,11,N:5,1%.

Z: Glu(cHex)-Ala. OBu' (2. vegyiilet) ,

9,8 g 1. vegyiiletet 0,2 n kénsav és etil-acetdt kbzott
megosztunk, a szerves fizist elkiilonitjiik, vizzel mos-
suk, vizmentes magnézium-szulfiton sziritjuk, majd
szdrazra péroljuk. A visszamarad6 oldatot 30 ml
DMF-ban oldjuk, 0 “C hémérsékletre hitjiik és hozz4-
adunk 5,6 g Z.Ala.OBu*-bdl Schiwartz és Katsoyannis
(I4sd fent) eljrdséval eldéllitott H.Ala.OBu'-t, majd
2,3 g HOBT-t és 3,7 g DCC-t adunk hozz4. Az elegyet
24 Grén 4t szobah6mérsékleten hagyjuk 4llni, majd ki-
sz(irjiik bel6le a karbamid mellékterméket, a szirletet
500 ml etil-acetdttal higitjuk, és egymast k&vetGen
1 mdlfliteres natrium-hidrogén-karbonéttal, vizzel,
0,2 n hidrogén-kloriddal, majd vizzel mossuk, szrit-
juk, majd vékuumban szérazra paroljuk. 90%-os ho-
zammal 8 g terméket nyeriink olaj forméjiban, amely
vékonyrétegkromatografids vizsgélat alapjdn homo-
génnek bizonyul. Ezt a terméket a 3. vegyiilet el§4llita-
sdra tovébbi ellendrzés nélkiil alkalmazzuk.

Z.Val-Glu(cHex)-Ala.OBu* (3. vegyiilet) el6llitdsa

8 g 2. vegyiiletet 150 ml metanolban 2 g 10% fém-
tartalmi szénhordozds pallddiumkatalizitor jelenlé-
tében 3 6rdn 4t hidrogéneziink. Ezutdn a Katalizdtort
kiszfirjiik, és a szfrletet vikuumban sz4razra paroljuk.
A visszamaradé elegyet4,1 g Z.Val.OH, 2,7 g HOBT és
3,3 g DCC 30 ml DMF-ban késziilt aktivil6 elegyével
elegyitjiik (az aktivildst szobah6mérsékleten 30 per-
cig végezziik az amino-komponens hozzdad4sat meg-
el6zben). 24 6ra miilva a terméket a 2. vegyliletre lefrt
mddon elkiilonitjiik. 85%-0s hozammal 8,7 g olajat -
nyerink. Ez az anyag vékonyrétegkromatografis
vizsgélat tantisga szerint homogén, a kvetkez§ szin-
tézislépésben tovabbi jellemzés nélkiil alkalmazzuk,

ZLeu-Val-Glu(cHex)-Ala.OBu' (4. vegyiilet) el64l-
litdsa :

8 g 3. vegyiiletet az el6zGekben leirt médon hidrogé-
neziink, majd a kapott olajos maradékot 30 ml DMF-
ban oldjuk. A kapott oldathoz 5,5 g Z-leucin-(p-nitro-
fenil)-észtert és 1,8 g HOBt-t adunk. 48 dra elteltével
az elegyet 250 ml etil-acetattal meghigitjuk, majd
egymdst kdvetden 0,5 n ammonium-hidroxiddal, viz-
zel, 0,2 n hidrogén-kloriddal, majd vizzel mossuk,
magnézium-szuldton sziritjuk, majd vdkuumban szi-
razra péroljuk. A visszamarad6 anyagot 95%-os eta-
nolbdl kristilyositjuk. Igy 88%-0s hozammal 8.4 g ter-
méket nyeriink, amelynek olvaddspontja 190-194 °C,
[0§26;=-20,3° (c=1, DMF).

Elemzési eredmények a C37HggN,Og képlet alap-
jan:
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szamitott: . C:63,2,H:8,31,N: 8,0%
talalt: C:62,9,H: 8,37,N:8,1%.

Boc.Asp(cHex)-Leu-Val-Glu(cHex)-Ala.OBu® (5.
vegyiilet) el6llitisa 7

1,5 g 4. vegyiiletet az el6z6ekben lefrt médon hidro-
géneziink, €s a visszamaradé anyagot hozzdadjuk
10 m1 DMF-ban 16v6 0,8 g Boc.Asp(cHex).OH (Penin-
sula Laboratories), 0,34 g HOBT és 0,52 g DCC (az
amino komponens hozzéadisa el6tt 30 percig szoba-
hémérsékleten aktivalt) aktivals elegyhez. 24 6ra ml-
va areakcidelegyet a 2, vegyiiletnél lefrt médon feldol-
gozzuuk, a terméket etil-acetét és petroléter elegyéb6l
vald ismételt kicsapassal tisztitjuk. fgy 85%-0s ho-
zammal 1,5 g terméket nyeriink, amelynek olvadas-
pontja 203-205 °C,

[0]?6=-8,9° (c=1, DMF).

Elemzési eredmények a C344HysNsO;, képlet
alapjan;
szamitott: C:61,0,H:8,72,N:8,1%,
talalt: C:60,7,H:8,56,N:7,8%.

Boc.Ser(Bzl)-Asp(cHex)-Leu-Val-Glu(cHex)-Ala
OH (6. vegyiilet) el64llitdsa

1 g 5. vegyiilet 10 ml trifluor-ecetsavban késziilt ol-
datdt 2 6rdn 4t szobahGmérsékleten 4llni hagyjuk,
majd vékuumban szérazra paroljuk, és a visszamaradé
anyagot hideg éterrel eldorzsoljiik. A szildrd, véd6eso-
porttél megfoszfott pentapeptid-trifluor-ecetsav 6t
kiszrjiik, majd kélium-hidroxidon szérftjuk. Aktiva-
16 elegyet készitiink 1,2 g Boc.Ser (Bzl).OH-bél, 0,5 g
HOBT-bdl és 0,6 g DCC-b6l 10 ml DMF-ban, majd
30 perces inkubdlds utén az elegyet beleszfrjiik a pen-
tapeptid trifluor-ecetsav-s6 10 ml DMSO-ban késziilt,
0,13 ml N-metil-morfolint tartalmazé oldatéba.
24 6ra miilva a reakcidelegyet 100 ml hideg vizzel
meghigitjuk, majd a kicsapddott terméket kiszirjiik,
szérftjuk, majd etil-acetdt és petroléter elegyébol is-
mételten kicsapjuk. Igy 90%-o0s hozammal 0,9 g ter-
méket nyeriink, amelynek olvaddspontja 200-203 °C.

- [0]%p=-178(c=1,DMF). °

Elemzési eredmények a CsoHygNgO, 4 képlet alap-
jan:
szamitott: C:60,8,H:7,96,N:8,5%,
talalt: C:61,4,H:8,25,N:8,7%.

Az aminosav arény savas hidrolizist kévetGen a ké-
vetkez6: Aspl,osero"sGlul oAlal ovall lLeul 0° 7

Boc.Ser(Bzl)-Asp(cHex)-Leu-Val-Glu(cHex)-Ala
-Leu-Tyr(Bzl)-leu-Val-Cys(Dpm)-Gly-Glu(Bzl)-Arg
(NO,)-Gly-Phe-Phe-Tyr(Bzl)-Thr-Pro-Lys(Z) -
Thr(Bzl)-OBzl (7. vegyiilet) elGallitisa

Schwartz és mtsai [Int. J. Pept. Protein Res. 17,
243-255 (1981)] eljarasdval el6allitott 400 mg hu-
mén inzulin B I4nc részlegesen védett hexadekapepti-
det (B15_B30 szekvencia) szabad bézis form4jéban,
494 mg 6. vegyiiletet és 80 mg HOBT-t tartalmazé
szuszpenzi6t old6désig keveriink. Az oldathoz 100 mg
DCC-t adunk, majd 4 °C h6mérsékleten 48 drén 4t

keverjik, ezutin 150 ml 95%-os etanollal meghigit-"

juk. A kicsapott dokozapeptidet (B9-B3® szekvencia)
kiszdrjiik, 95%-os etanollal mossuk, majd széritjuk.
Igy 88%-o0s etanollal mossuk, majd sz4ritjuk. Igy 88%-
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os hozammal 450 mg terméket nyeriink. Hidrolizist
kovetden végzett aminosav analizis alapjin az alibbi,
molardnyokban megéllapitott 6sszetételt hatdroztuk
meg:

Aspl'l ThrZ.oserl’oGluZlProl OGlyz’zAlao’gvall;gL
eu, g Tyr; gPhe, gLys; | Argy ;. (A ciszteint nem vizs-
géltuk.

H.Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys(SO 3) ~ Gly-Ser-
Asp-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys(SO 3)
-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr.
OH (human inzulin [10-aszparaginsav] B lanc S-szul-
fonat) (8. vegyiilet) elG4llitisa o '

400 mg 7. vegyiilet 10 ml 7:3 térfogatardnyd triflu-
or-ecetsav -ecetsav elegyben késziilt oldatit szobahd-
mérsékleten 1 6rdn 4t téroljuk, majd éterrel meghigit-
Jjuk. A dokozapeptid kicsapott trifluor-ecetsavas s6jat
kiszdrjiik, éterrel mossuk, majd szdritjuk. A termék-.
nek 6 mi, 0,1 ml trietil-amint is tartalmazé N-metil-
pirrolidonban és 6 ml1 DMFE-ban késziilt oldatat éterrel
meghigitjuk és szaritjuk. Ezt a terméket és 500 mg
Schwartz és Katsoyannis [J. Chem. Soc. Perkin Trans. -
1. 2894-2901 (1973)] eljardsdval késziilt Boc-Phe-.
Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys(Dpm)-Gly.OH-t 90 mg
HOBT-t tartalmaz6 5 ml DMF és 5 ml DMSO elegyben
oldjuk, majd 100 mg DCC-t adunk hozzi. Az elegyet
48 o6rén 4t szobah6mérsékleten allni hagyjuk, majd
5 ml1 n ammdnium-hidroxidot tartalmaz4.250 ml hi-
deg vizbe Ontjiik, és a kicsapidott védett triakonta-
peptidet kisz(irjiik, vizzel 50%-os metanollal, majd
metanollal mossuk, szritjuk, majd DMF és metanol
elegyéb6l ismételten kicsapjuk. Igy 90%-os hozammal
400 mg terméket nyeriink. -

Ezt a terméket a véd6esoportnak folyékony hidro
gén-fluoriddal val6 eltavolitisival, majd ezt kévetGen
Schwartz és Katsoyannis (l4sd fent) humén inzulin B
lanc S-szulfondt elGallitdsara lefrt eljérdsdval végzett
oxidativ szulfitolizissel S-szulfondlt [10-aszparagin-
sav] B lanccd alakitjuk. 200 mg védett triakontapepti-
det 1 ml m-krezolt tartalmazé 9 ml vizmentes folyé-
kony hidrogén-fluoriddal regagéltatunk 0 °C hémér-
sékleten 1 rén 4t. Ezutdn a hidrogén-fluoridot eltdvo-
litjuk, és a visszamaradé anyagot egymdst kovetSen
etil-acetattal, majd petroléterrel eldorzstljiik, Ezt a-
terméket 20 ml 8 mél/literes guanidin-hidrogén-klo-
ridban oldjuk, majd az oldathoz 700 mg nitrium-szul-
fitot és 500 mg nétrium-tetrationdtot adunk. Az ele-
gyet 3 6rdn 4t szobah6mérsékleten reagéltatjuk, majd
dializis cs6be, példdul Spectrapor® membrdn No. 3
csGbe helyezziik, egyenként 4 liter vizzel szemben 4 °C
hémérsékleten 24 dran 4t dializdljuk, a mdveletet
négyszer ismételjiik meg, majd a terméket liofilizal-
juk. - -
Tisztitds céljdra a liofilizélt anyagot 3 ml karba-
mid-acetét pufferben oldjuk (0,04 mé)/liter acetdt - 8
mol/liter karbamid, pH=4,0) ésazoldatot 2,5 x40 cm-
es CM-celluldz oszlopra vissziik, amelyet azonos puf-
ferrel izokratikusan eludlunk. [Ldsd példdul a Kat-
soyannis és mtsai, Biochemistry 6, 2635-2642 (1967)
szakirodalmi helyen.] Az oszloprél elfolyé eludtumot
spektrofotométerrel (ISCO Model U-5A) ellendrizve
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az 1. dbrdn bemutatott eliciés mintdt kapjuk. A f6
cstics eludtumat (125-168 ml) gydijtjiik, az el6z6ekben
lefrt médon dializaljuk, és liofilizdlds utin 22 mg S-
szulfondlt [10-aszparaginsav] B lancot nyeriink bel6le
fehér por forméjéban. A tisztitott ldnc savas hidroli-
zist kvetd aminosav analizise a kvetkez6 mélars-
nyokban megadott §sszetételt eredményezte, amely

ardnyok az elméletileg kaphaténak megfelelnek:’

Aspy 1 Thry  Sery 1 Proy 1 Glug oGly, g Alay g Vals oL
euz g Tyr; gPhe, gLys, His; gArgyy (a ciszteint nem
hatdroztuk meg).
B. [B10-aszparaginsav]-huméin-inzulin szintézise és

elkiilonitése

40 mg S-szulfonalt humén (sertés) A ldnc és 20 mg
S-szulfondlt humén [B10-aszparaginsav]-lanc 10 ml
0,1 mélfliteres pH= 10,6-0s glicin-pufferben késziilt
oldatdhoz 4 °C hoémérsékleten 7 mg ditiotreitolt
adunk. Az elegyet 24 Grén 4t 4 °C hémérsékleten tart-
juk, majd 1 ml ecetsavval meghigftjuk, és a kapott csa-
padékot centrifugéldssal (International Centrifuge,
Model HN; 3000 fordulat/perc) eltdvolitjuk. Az aktiv
anyagot tartalmaz6 feliiliszét 045 p-os celluléz-ace-
tit sziirén (Sartorius) 4tengedjiik, majd forditott fazi-
sii nagynyomésid folyadékkromatografids rendszerhez
kapcsolt 0,45 x 25 cm-es Vydac® 218 TP oszlop alkal-
maziséval végziink. Egyenként mintegy 5 mg fehérjét
tartalmaz$ adagokat kromatografdljuk 0,5 ml/perc
dramlasi sebességgel 2-propanolnak 0,1%-os trifluor-

ecetsavban 10-50%-ig nSvekv6 linedris gradiensével

70 percen 4t. A kapott kromatogramot a 2a. 4brdn mu-
tatjuk be. A 2-4. példikban leirt biolégiai vizsgalatok
kimutattdk, hogy csak a mintegy 32,3 percnél lejové
eludtum tartalmaz lényeges inzulinaktivitdst. Azonos
kromatogréfids kériflmények mellett a marha inzulin
30 percnél eludlédik. Az aktiv anyagot tartalmazé
frakcidkat besritjiik, és azonos oszlopon ismételten
kromatografdljuk, ebben az esetben 0,1%-os trifluor-
ecetsavas 2-propanolt alkalmazunik 20-35%-ig line4-
risan novekv6 gradiens szerint 0,5 ml/perc dramldsi
sebességgel 85 percen 4t. Az eliciés mintét a 2b. dbrdn
mufatjuk be. Az aktiv anyagot tartalmazé frakcié
mintegy 47,2 percnél elul6dik, ezt a frakci6t Gssze-
gyfjtiiik, bestiritjiik és a 2-4. példikban lefrt bioldgiai
vizsgilatokhoz haszndljuk fel. Azonos kromatografiss
koriilmények kozott a marha inzulin mintegy 38 perc-
nél eludlédik. Az A és B lancok el6z6ekben lefrt kom-
bindl4sénak eredménye 2 mg nagy tisztasigy termék.
A tisztitott, szintetikus dton el6éllitott anyag savas
hidrolizist kévet6 aminosav analizise révén a kivetke-
26, molardnyokban kifejezett dsszetételt allapitottuk
meg, amely j6 egyezésben van az elméletileg varhaté
értékekkel:

AspqoThry gSers 1 Pro; oGluy 4Glys g Alay ; Valy gTleg
4Leu5 oTyT3 5Phe2 9Lys1 lesl (,Arg1 o (a ciszteint
nem hatroztuk meg).

2. példa

[B10-aszparaginsav]-humdn  inzulin  aktivitdsd-
nak vizsgdlata inzulin receptor kitbdési vizsgdlattal

A receptor kot6dési vizsgélatot patk4nym4j plazma
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membran alkalmazdsdval végezzik Kitagawa és mtsai
[Biochemistry 23, 1405-1413 (1984)] eljirdsdval. A
patkdnym4j plazma membrinokat Horvat és mitsai
{Biochem. Biophys. Acta382, 609-620 (1975)] eljard-
sédval nyerjiik.

Roviden Osszefoglalva, hirom pérhuzamos, 0,2 ml-
es minidt inkubdlurk, amelyek mindegyike 3x10°0
mél/liter 1257 inzulint, jelzetlen inzulint vagy az 1. pél-
da szerint elGallitott [10-aszparaginsav-B] humén in-
zulint, és 0,6% marha szérum albumin V frakcidt tar-
talmazé, 0,1 mélftiteres pH= 7,4-es natrium-foszfat-
ban 1év6, 20-40 ug fehérjének megfelel6 plazma
membrant tartalmaz. Az elegyet 45 percig 24 °C hé-
mérsékleten inkubdljuk, majd 2,0 ml jéghideg, 0,1%
marha szérum albumin V frakci6t tartalmazé 0,1
mél/literes, pH= 7,4-es nétrium-foszfattal meghigit-
juk, és azonnal cellul6z-acetdt sz6irén szfirjik. A szfi-
réket a jéghideg pufferrel kétszer mossuk, sziritjuk,

‘majd radioaktivitisukat szcintilliciés szdml4l6val,

Filtron-XR alkalmazdsdval mérjiik. Minden értékb6l
levonjuk a nem specifikus kot6dést, amelyet annak a
minténak a szfirén maradd radioaktivitdsival hatdro-
zunk meg, amely 1x10 mdl/liter jelzetlen inzulint
tartalmaz az inkubéciés elegyben. A relativ aktivitdst
a 125 T.inzulin receptor készitményhez valé fajlagos
kot6désének 50%-os gitldsahoz sziikséges jelzetlen
inzulin és ugyanezt a gatldst kivalté [10-aszparagin-
sav-B] humin inzulin koncentrici6janak ardnyaként
nyerjiik.

A 3. dbrén marha inzulin és [10-aszparaginsav-B]
humén inzulin 125J-inzulinnal ~patkényméj-plazma
membrén inzulin receptoraihoz valé kot6désben vald
versengési képességét mutatjuk be. A kot6dés gatlasat
a maximum %-4ban kifejezve dbrazoljuk a kompetitor
anyag koncentriciGjinak fiiggvényében (kompetitiv
gatlas). A 3. dbrén szerepl6 adat pontok hdrom megha-
tarozas 4tlagit jelentik egy olyan vizsgdlatban, ame-
lyet négyszer ismételtiink. Ezekben a vizsgélatokban a
maximélis k6t6dés a bevitt radioaktivitds 8,2%-4t te-
sziki.

Amint az a 3. dbrdr6l lathatd, a [10-aszparaginsav- -
B] humdn inzulin és a marha inzulin dézis — hatdsgér-
béje 1ényegében parhuzamos. A [10-aszparaginsav-B]
humén inzulinnak marha inzulinhoz viszonyitott akti-
vitisa — az el6zek szerint szdmolva ~ mintegy
543+ 146%.

3. példa

[Bl10-aszparaginsav]-humdn-inzulin
nak vizsgdlata lipogenezis vizsgdlattal

Az inzulin-anal6gok aktivitdsdnak meghatdrozasat
szolgdl6 lipogenezis vizsgélatokat Kitagawa és mun-
katdrsai (l4sd fent) eljardsdval végeztik, A vizsgélattal
az inzulin analégnak azt a képességét hasonlitjuk mar-
ha inzulinéhoz, ahogy a [3->H]-gliikdzt lipidekké ala-
kitja.

Adipocitdkat gy nyeriink, hogy 200--300 g testts-
megi him patkinyokbol nyert mellékhere és vese k&-
riili zsirpdrndkat 1,0 mg/ml kollagendzzal 60 perce nét
37 °C h6mérsékleten inkubdlunk, majd az elegyet gé-

aktivitdsa-
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zen, ezt kovetGen srd szitdji selymen szdrjik 4t. A
sejteket felhaszndldsra valé szuszpend4lst megel6z6-
en klinikai centrifugén kétszer flotdljuk. A sejtek in-
kubédldsshoz Krebs-Ringer hidrogén-karbon4t oldatot
alkalmazunk, amely az ajanlott kalciumnak a felét,
0,5 pmdlliter gliik6zt &s 3% zsirsavmentes marha szé-
rum albumint tartalmaz, az inkub4ldsnal atkalmazott
gazfazis 95% oxigént és 5% szén-dioxidot tartalmaz. A
lipogenezis vizsgélatot hdrom pérhuzamos minta in-
kubdldsdval végezziik, A mintdk 1,0 ml adipocita
szuszpenzi6t (20-40 mg szdraz sejttémeg) és marha
inzulint vagy az 1. példa szerint elGéllitott [B10-aszpa-
raginsav]-humén-inzulint tartalmaznak. A sejteket a
[3-3H] glikéz adagolssa el6tt 37 °C homérséklete nd5
percen 4t inkubdljuk. Az inkubdlast a gliikéz hozzé-

~ adésa utdn 60 percig folytatjuk, majd a reakciét 0,2 ml

5 n kénsav hozzdadds4val 4llitjuk le, és 0,2 ml kukori-
caolajat adunk az elegybe a lipidek extrakcijénak el-
Gsegitésére. A mintdkat 10 ml Soluscint-OR-val
30 percig szobah6mérsékleten extrahaljuk, miel6tt a
radioaktivitdst szcintilliciés szdmldléval méménk.
Ezen kériilmények mellett a [3-*H] gliik6z nem extra-
halédik a szcintilldtort tartalmazé szerves fézisba, igy
lényegében nem jérul hozz4 a mért értékhez. Az inzu-
lin nélkiil, illetve a 9,1x10°10 mél/liter (5,5 ng/ml) in-
zulin jelenlétében észlelt radioaktivitdst hatdrozzuk
meg, mint a lipogenezis fokozdsdnak 0 és 100%-4t. A
relativ aktivitést a lipogenezis maximalis fokozdsanak

50%-a eléréséhez sziikséges inzulin és [10-aszpargin-

sav B] humén inzulin koncentréci6-ardnyaként kap-
juk.

A 4, dbran [3-3H] gliikéznak szerves-extrahalhat6
anyagokkd (azaz lipidekké) val6 4talakuldsdnak foko-
zésAt mutatjuk be izoldlt patkdny adipocitdkban az 1.
példa szerint elGéllitott [B10-aszparaginsav]-humén-

inzulin és marha-inzulin hatdsdra. A lipogenezis foko- -
-z4sét a maximum %-dban kifejezve az agonista kon-

centrdci6 fiiggvényében dbrazoljuk. Az adat pontok
hdrom meghatdroz4s 4tlagét jelentik olyan vizsg4lat-
ban, amelyet négyszer ismételtiink, A vizsgalatokban a
0% és 100% stimulalas 0,3 illetve 3,5 nmél glitkéz/mg
sejt/éra értéknek felel meg,

A 4. &brén Ithat6 értékek azt mutatjak, hogy a [10-
aszparaginsav-B] humén inzulin a vizsgélatokban tel-
jes agonistaként hat, a lipogenezisnek ugyanazt a ma-
ximdlis fokozdsat éri el, mint a természetes marha in-
zulin.

A [B10-aszparaginsav]-humén-inzulin relativ akti-

Vitdsit azonban szdmitdsok szerint a marha-inzuliné-
nak 435t 144%-aként dllapitottuk meg.
- A [B10-aszparaginsav]-huméan-inzulinnak a 2. pél-
da szerinti receptor kot6dési vizsgalatban, valamint a
jelen lipogenezis vizsgalatban kapott aktivitdsi értéke-
it nem taldltuk statisztikailag kiilonbézének (Student
t-teszttel 0,4p0,3).

Igy nyilvanvalévé vélik, hogy a [B10-aszparagin-
sav]-humén-inzulin szuperakdv inzulin, aamely in vit-
10 a természetes inzulin aktivitdsinak mintegy Gtszo-
résével bir.
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4. példa

[B10-aszparaginsav]-humén-inzulin
noldgiai vizsgélata ' 7

Kitagawa és mtsai (lasd fent) eljardsdval radioim-
munoldgiai vizsgélatot végziink annak megallapitiss-
ra, hogy a [B10-aszparaginsav]-humén-inzulin immu-
nolégiailag megkiilonboztethetd-¢ a természetes inzu-
lint6l.

Sertés inzulin elleni tengerimalac antiszérumot és
kecske anti-tengerimalac-y-globulint alkalmazunk a
vizsgalati pufferben 1:25 higitdsban. Pufferként 0,04
mol/literes pH= 7,6-0s ndtrium-foszfit puffert alkal-
mazunk, amely 0,154 mdl/liter natrium-kloridot,
0,1% zselatint és 0,01% thimerosalt is tartalmaz. P4r-
huzamos vizsgalatokat végziink, egy-egy cs6 0,1 ml
antiinzulin antiszérumot, 0,072 ng 12°J-inzulint és
0,06-0,36 ng marha-inzulint vagy 1-4,0 ng, az 1. példa
szerint elGéllitott [B10-aszparaginsav]-humén-inzu-
lint tartalmaz 0,8 ml dssz-térfogatban. Az elegyet éj-
szakdn 4t szobah6mérsékleten inkubdljuk, majd
0,2 ml precipitdl6 antitestet (kecske anti-tengerima-
lac-y-globulin) adunk hozz4, és a cstveket éjszakan 4t
szobah6mérsékleten tovabb inkubdljuk. Az immun-
precipitdtumot cellulézyacetdt szfr6n gydijtjik, és
egymdst kovetden kétszer 1,0-1,0 ml jéghideg vizsgé-
lati pufferrel mossuk. A szdréket széritjuk, és a radio-
aktivitdst szcintilliciés szAdmldlén mérjik - (Filtron—
XR-ban). A C,/C; pontokbél alkotott egyenes alapjan
linedris regresszids analizist végziink Hales. szerint
{Biochem. J. 88, 137-146 (1963)] és a [B10-aszpara-
ginsav]-humdn-inzulinnak a marha-inzulinhoz viszo-
nyitott aktivitdsdt a fenti pontokbdl adott egyenesek
meredekségének ardnyaként adjuk meg.

A szintetikusan el6allitott [B10-aszparaginsav]-hu-
mén-inzulin mintegy azonos aktivitdst mutatott a ra-
dioimmunol6giai vizsgdlatban marha és sertés inzu-
linnal szemben. Ez az eredmény azt jelzi, hogy a B10
helyzetben 1év6 hisztidinnek aszparaginsavra torténé
kicserélése nem okozott jelentSs hatdst a molekula
immunogén determinansaira,

radioimmu-

5. példa : '
dez-pentatpeptid-(B26-B30)-[Asp B0, TyrB%5.
o-karboxamid]-humén-inzulin el64llitdsa
Dez-pentatpeptid-(B26-B30)-[Asp B0, TyrB%.q-
karboxamid]-humén-inzulint 4llitunk el6 peptidszin-
tézissel fragmens kondenzdcids eljardst alkalmazva,
[Lésd példaul a Blake és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci.,
80, 1556-1559 (1983) szakirodalmi helyen,] Minden
peptidszdrmazék koztitermék homogenitdsit vékony-
rétegkromatografiss vizsgalattal ellen6rizziik 6060 je-
Id szilikagél lemezen (Eastman kromatogrifids le-
mez). A kromatogram kifejlesztésére olddszer-rend-
szerként kloroform, metanol és viz elegyét alkalmaz-
zuk (45:10:1; 89:10:1; s 200:75:13 arényban),
dez-pentatpeptid-(B26-B30)-[Asp B0, TyB%.q-
karboxamid]-humén-inzulint dllitunk el6 az S-szulfo-
nélt-humédn-inzulin A l4ncnak a szintetikusan el64lli-
tott S-szulfonalt-human-inzulindez-pentapeptid
(B26-B30)-[Asp10, Tyr-o-karboxamid 23] B l4nccal
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ditiomreitol jeleniétében a 4 421 685 szdmii amerikai
egyesiilt dllamokbeli szabadalmi lefrisban ismertetett
médon végzett kombindldsdval. Az S-szulfondlt hu-
mén A lncot, amely a sertés inzulin megfelel6 linca-
val azonos [Nicol és mtsai., Nature, 187, 483-485
(1960)] sertés-inzulin oxidativ szulfitolizisével 4llit-
juk el6, és a kapott S-szulfondlt A és B ldncokat Kat-

soyannis és mitsai [Biochemistty 6, 2635-2624

(1967)] oszlopkromatogréfids eljarisdval kiilonitjik
¢l egymastél. Az S-szulfonilt, kétszeresen médositott
B l4nc szintézisét Iépésenként szildrd fazisd szintézis-
sel valésitjuk meg, amelyhez szildrd hordozéként 1 g
4-metil-benzhidril-amin gyantit (0,5 mmdél amin/g)
alkalmazunk a Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85,
2149-54 (1963) és Barany és misai ,,The Peptides™,
kiad6 Gross és misai, 2, 1-284, Academic Press (New
York, 1980) szakirodalmi helyen leirt eljdrdsok sze-
rint. Az N védelmére Boc csoportot alkalmazunk, ki-
véve az N-termindlis fenilalanin-egységet, amelyet
benzil-oxi-karbonil-csoporttal védiink.

A L. téblazatban néhdny, a peptidszintézis sorin al-
kalmazott védend6 vegyiiletet és aminosav védGeso-
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30

portot tiintetlink fel.
II. tdbldzat

Véd6esoport Védett vegyiilet

benzil-csoport szerin

ciklohexil-csoport glutaminsav és-
aszparaginsav

benzil-oxi-metil-csoport hisztidin

2,6-diklér-benzil-csoport tirozin

NC_p-toluol-

szulfonil-csoport arginin

4-metil-benzil-csoport cisztein

Manudlis, ketts kapcsoldsi eljarast kovetiink Mer-
rifield és mtsai eljirdsdval [Biochem., 21, 5020-31
(1982)] aktivlt védett arhinosavaknak (1-hidroxi-
benzotriazol-dicikloheyil-karbodiimid ~ dimetil-for-
mamidban) hdromszoros feleslegben vald alkalmazi-
sval. A reakci6 lejdtsz6d4dsdt kvalitativ ninhidrin
teszttel Kaiser és misai eljardsdval [Anal. Biochem.,
34: 595-98 (1970)] kvetjikk nyomon, a teszt minden
kett6s kapcsol4s utdn negativ. .

A linc kialakitdsa utdn a gyantdhoz kotott peptidet
metilén-kloriddal és metanollal alaposan kimossuk,
majd 3,0 g végs6 timegig széritjuk. Ennek a termék-
nek egy 700 mg-os részér6l a védGesoportokat ala-
csony-magas hidrogén-flnorid eljdrdssal Tam és mun-
katdrsai szerint [J. Am. Chem. Soc., 105, 6442-55
(1983)] eltvolitjuk. Az els6 1épésben a peptid-gyantét
1 ml p-krezolt, 6,5 ml dimetil-szulfidot és 2,5 ml folyé-
kony hidrogén-fluoridot tartalmazé eleggyel reagil-
tatjuk. Az elegyet 2 6rdn 4t 0 °C hémérsékleten tart-
juk, majd vdkunmban bepéroljuk, és a visszamaradé
anyagot 10 ml folyékony hidrogén-fluoriddal 1 érén
at 0 °C h6mérsékleten reagaltatjuk. Ezutin a hidro-
gén-fluoridot eltdvolitjuk, és a visszamaradé anyagot
etil-acetéttal és petroléterrel eldsrzsoljiik. A terméket
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0,1 mdl/literes, pH= 8,8-as trisz-HCI pufferrel puffe-
rolt 20 ml 8 md/literes guanidin-hidrogén-kloridban
szuszpendéljuk, és a szuszpenziéhoz 700 mg nétrium-
szulfitot és 500 mg nitrium-tetrationitot adunk. Az
elegyet 3 drdn 4t szobah6mérsékleten reagéltatjuk,
majd kisz(irjiik belSle a gyantit, és a szfirletet Spectra-
por No 3 membrdn csébe helyezziik, és egyenként 4
liter vizzel szemben a viz négyszeri véltisival 4 *C hé-
mérsékleten 24 érén 4t dializdljuk. A dializétum Liofi-
lizal4sdval 250 mg nyers S-szulfonélt B lanc anal6got
nyeriink fehér por forméjaban.

A liofilizdlt anyagot 0,02 mdl/liter pH= 7,5-8s
trisz. HCI puffert tartalmazé, 2:1 térfogatardnyd viz —
2-propanol elegyben oldjuk, és nagynyomésd folya-
dékkromatografids ioncserél§ eljardssal tisztitjuk,
amelyet LKB folyadékkromatogréfids rendszerhez
kapcsolt Synchropak AX 300 oszlopon (1x25 cm) vég-
ziink. Mintegy 70 mg fehérjét tartalmazé adagokat
kromatografilunk, az el6zéekben emlitett olddszert
alkalmazzuk 0,5 mé/liter nétrium-klorid 0-80% kd-
z6tti linedris gradiensével, 1,5 mi/perc 4ramldsi sebes-
séggel 140 percen 4. A kromatogramot az 5. dbrén
mutatjuk be. A f6 csiicsot kitev6 eludtumot (mintegy
60 percnél jon le) vdkuumban eredeti térfogatdnak
mintegy felére siritjikk be, desztillélt vizzel szemben
dializdljuk (Spectrapor No 3 membréncs6), majd liofi-
lizdljuk. A 250 mg nyerstermékbSl 150 mg tisztitott
terméket nyeriink fehér, laza por forméjdban. A tiszti-
tott S-szulfon4lt B l4nc analGg savas hidrolizist kévet6
aminosav analizise a kévetkez, mélardnyokban kife-
jezett Osszetételt eredményezte, amely Osszetétel az
elméleti értékek alapjdn vért dsszetételnek megfelel6,
az elmélet értékeket zdrGjelben tiintetjiik fel:

Aspy g6 Ser g1y Cluz o3)Glys o3y Alay 11

Valy 73 Letis gy TYT; 92 Phe; ooy Hisg 9(1) ATy 0
(1 (A ciszieint nem hatéroztuk meg.

5. Példa

Dez-pentatpeptid-(B26-B30)-[Asp B0, TyrB25.

o-karboxamid]-humén-inzulin eldllitdsa és elkiilSni-
tése :
20 mg S-szulfonlt humén (sertés) A lanc és 10 mg

S-szuifondlt humén  dez-pentapeptid-(B26-B30)-
[Asp10, Tyr-o-karboxamid25] B ldnc 6 ml 0,1 mél/li-
teres, pH= 10,6-0s glicin pufferben késziilt, 4 °C hé-
mérsékletre hiitstt oldatihoz 3,5 mg ditiotreitolt majd
1 ml jégecettel meghigitjuk, és a kapott csapadékot
centrifugdldssal (international Centrifuge, Model HN;
3000 fordulat/perc) eltdvolitjuk. Az aktiv anyagot tar-
talmazg feliihiszot 045 p-os celluléz-acetit szfirn
(Sartorius) dtengedjiikk, majd forditott fizisi nagy-
nyomésd folyadékkromatografiss eljardssal tisztit-
juk, amelyet LKB folyadékkromatografids rend-
szerhez kotott VydacR 218 TP oszlopon (0,45%25 cm)
végziink. Egyenként 5 mg fehérjét tartalmazé adago-
kat kromatografdlunk, 0,1% trifluor-ecetsavas 2-pro-
panolt alkalmazunk 10-50% line4ris gradiens szerint,
0,5 ml/perc dramlési sebességgel 70 percen 4t. A kro-
matogramot a 6a. dbran mutatjuk be. Az inzulin meg-
hatéroz4s alapjin azonositott aktiv anyag tartalmi
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frakeiot besdritjiik; 65 azonos oszlopon ismételten
kiomatografaljuky:a-kromatografalast 0,1% trifluor-
ecetsav:2-propanol:20-35% linedris, gradiensével vé-
gezziik 0,5 ml/perc dramlasi sebességgel 110 percen 4t.
A kromatogramot a 6b. 4brdn mutatjuk be. Az aktiv
anyagot tartalmazé frakciét, amely mintegy 63,1
percnél jon le, dsszegydijtjiik és liofilizaljuk. Az A és B
ldricok fenti elegyéb6l 1,4 mg nagy tisztasdgy terméket
nyeriink;: A tisztitott szintetikus anyag hidrolizist ko-
vef§ aminosav: analizise az aldbbi, mélardnyokban ki-
fejezett Gsszetételt-mutatja, amely értékek j6 egyezés-
benvannak az elméleti értékekkel (utdbbiak zérdjel-
ben): .
APy, 14 Thrg 91y Sers o3y Gluy o7 Glys sy
Alal,lfl) : _
Val3 304) 116, 402 Letg o(6) Tyrs gy Phey o) Hisy gy A
Igg,0¢1y-(A Ciszteint nem hatdroztuk meg.)

nelopélda- e .
Dez-pentatpeptid-(B26-B30)-[Asp B0, TyrB2.

o-karboxamid]-humén-inzulin aktivitisinak megha-

tdrozasa inzulin receptor k6t6dési vizsgalattal

A 2. példdban ismertetett vizsgalatot végezziik el,

A 7. 4brén marha-inzulinnak és dez-pentatpeptid-
(B26-B30)-[AspB10, TyrB25.y-karboxamid]-humé4n-
inzulinnak 123J-inzulinnal valé kompeticiéjst mutat-
juk: be: patkdnymdj-plazma membrén inzulin recep-
torjaihoz val kot6dés vizsgalatdban. A kot6dés gatls-
sat — a maximum szizalékaban kifejezve — a kompeti-
tor koncentrécio. fiiggvényében tiintetjiik fel. A 7. 4b-
1én szereplG adat-pontok harom meghatérozés tlagét
jelentik olyan vizsgélatban, amelyet négy alkalommal
ismételtiink meg a szintetikusan el64llitott vegyiilet
hirom kiilonféle készitményének alkalmazasdval.
Ezekben a vizsgélatokban a 12 J-inzulinnak kompeti-
tor tivollétében valé kot6dése a bevitt radioaktivitds
9,1%-4t tette ki, mig a nem-specifikus kot6dés az 6sz-
szeskot6désnek 9,6%-a volt.

Amint az a 7. 4brdbdl l4that6, a ‘szintetikus vegyii-
letnek az a koncentricija, amelyben a fajlagosan ké-
tott 125 J-inzulin 50%-4t helyettesiti, t6bb mint tizszer
alacsonyabb, mint a természetes inzulin hasonlé ha-
tdst kivalté koncentrdciéja. Az el6zGekben ismertetett
szdmitisok szerint a dez-pentapeptid-(B26-B30)-
[AspB10, TyrB25. o karboxamid]-humén-inzulin  akei-
vitdsa a marha inzulin aktivitdsdnak mintegy 1166
* 31,2%-2. . , :

8. példa

Dez-pentapeptid-(B26-B30)-[Asp B0, TyrB%.¢.
karboxamid]-human-inzulin aktivitdsinak meghats-
rozésa lipogenezis vizsgélattal

A 3, példaban lefrt vizsgalatot végezziik el.

A 8. 4brén lathat6 az 5. példa szerint el6allitott dez-
pentapeptid-(B26-B30)-[Asp B10, TyrB25.g.karboxa-
mid]-humén-inzulin és marha-inzulin izol4lt patkény
adipocitdban kivéltott [3-3H]-gliik6z szerves extrahl-
hat6 anyagokk4 (azaz lipidekké) val6 stalakuldsat sti-
muldl$ hatdsa. A maximum %-4ban kifejezett stimu-
1416 hatést az agonista koncentrécié fiiggvényében 4b-
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razoljuk. Az adat-pontok hirom meghatdrozis 4tlagdt
jelentik, olyan kisérletben, amelyet négyszer ismétel-
tiink meg a szintetikus dton-elGallitott vegyiilet hdrom
kiilénboz6 készitményét alkalmazva, A vizsgdlatok-
ban a 0 és 100% stimuldlés 11,4, illetve 78,8 nmdl glii-
kéz/mg sejt/6ra éri€kekre vonatkozik,

A 8. dbrdn bemutatott adatok azt mutatjik, hogy a
dez-pentapeptid-(B26-B30)-[Asp B10, TyrB%.okar-
boxamid]-humén-inzulin a lipogenezis stimul4lisa
maximumdanak felét 1ényegesen alacsonyabb koncent-
racidban véltja ki, mint a természetes marha-inzulin,
A dez-pentapeptid-(B26-B30)-[AspB10, TyrB%-o- -
karboxamid]-humén-inzulinnak a marha inzulinra
vonatkoztatott relatly aktivitdsat 1352+ 114% érték-
nek taldltuk. A lipogenezis maximélis stimuldldsa a
két vegyiilet esetén azonos.

A fentiekbdl nyilvdnval6, hogy a dez-pentapeptid-
(B26-B30)-[AspB10, TyrB25.o-karboxamid]-human-
inzulin,. amely in vitro koriilmények kozoétt 11-13-
szor nagyobb akfivitisii a természetes inzulinnél,

Az ASPB10 analég elGallitisaval azonos médon el6-
allitott és elkiilonitett dez-pentapeptid-(B26-B30)-
[GluB10, TyrB25. o karboxamid]-human-inzulin a ter-
mészetes inzulinhoz viszonyitva hiisszoros aktivitasi-
nak bizonyult. '

9. példa

Dez-pentapeptid-(B26-B30)-[Asp B0, TyB%.¢r-
karboxamid]-humén-inzulin radioimmunoldgiai - vizs-
gilata -

A 4, példdban lefrt vizsgalati mdédszert kovetjiik.

A szintetikus iton elGallitott dez-pentapeptid-
(B26-B30)-[AspB10, TyrB%-o-karboxamid]-hum4n-
inzulin a radioimmunoldgiai vizsgilatban kozelitSleg
azonos aktivitdst mutat marha és sertés inzulinra, Ez
az eredmény azt mutatja, hogy azok a szerkezeti vlto-
2430k, amelyek az inzulin receptorokhoz valé erésebb
kotGdést eredményezik, €s amelyek egyidejdleg maga-
sabb in vitro inzulin-szerd aktivitdst eredményeznek,
nem okoznak a szintetikus \ton elGéllitott vegyiilet-
ben a molekula immunogén meghatdrozdira jelent6s
hatdst. }

Az aldbbiakban a példikban kapott eredményeket
értékeljiik.

Korabban Rtg-sugdr elemzések kimutattdk, hogy a
BI0 helyzetben 1év6 hisztidin az inzulin monomer fel-
szinén tal4lhatd, és jelentSs szerepe van a cink-inzulin -
hexamerek képz6désében [lisd a Blondell és misai,
Adv. Prot. Chem., 26, 279-402 (1972) szakirodalmi
helyen]. A kordbbi tanulményok kimutattdk, hogy a
Bl0.helyzetti hisztidinnek leucinra, lizinre vagy asz-
paraginra vald kicserélése révén kapott szintetikus in-
zulin analégok csokkent biol6giai aktivitdssal birnak,
aktivitisuk a természetes hormonra vonatkoztatva
mintegy 14-45%. [L4sd a Schwarz és mtsai, J. Chem.
Res. (8), 220-221 (1977); J. Chem. Res. (M), 2453~
2469 (1977); Schwartz és mtsai., J, Prot, Chem., J.
Prot. Chem,, 177-189 (1982); Burke és mtsai., Int. J.

- Protein Res., 23, 394401 (1984) szakirodalmi helye-
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ken]. A vizsgélatokbél az a kovetkeztetés vonhatd le,
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hogy a B10-helyzethen 16v6 egység hidrofil jellege vi-
szonylag kevéssé fontos az inzulin biol6giai aktivitd-
sanak szempontjabdl, és egy er6sen bazikus aminosav
maradéknak ebben a helyezetben vald el6fordulédsa,
kéros e tekintetben. Azt is feltételezték tovabbd, hogy
az a koriilmény, hogy a fiziol6gids 4llapothoz kézeli
pH-naB10-helyzetd egység protonalt vagy nem proto-

nalt llapotban is képes legyen jelen lenni, ami a hiszti-

din egységre tnmagra jellemz6, a nagy biol6giai akti-
vitds szempontjabdl sziikséges. [Lasd Burke és munka-
térsai (fent) szakirodalmi helyen.] Azonban a [B10-
aszparaginsav]-humén-inzulint, amely fiziologids pH-
n a B10-helyzetben negativ toltéssel bir, a példik ta-
misdga szerint in vitro néhanyszor aktivabbnak taldl-
tuk a természetes inzulinn4l.

A [B10-aszparaginsav]-humdan-inzulin szuperakti-
vitdsa lithatdan az inzulin receptorokhoz valé erGsebb
k6t6déséb6l adédik. Feltételezziik, hogy az analégnak
a receptorhoz val6 erfsebb kot6dése az analég kom-
formiciGjdban bekovetkezett olyan véltozds kovet-
kezménye, amely alkalmasabbd teszi a receptorhoz
val6 kot6désre, és ez a véltozds a B10-helyzetben 16v6
negativ t5ltést érint6 intramolikuléris kolcsonhatisok

eredménye (példdul egy s6 hidé). Més lehetfség sze-

rint az erfsebb kit6dés szdrmazhat a receptornak egy
pozitiv téltéssel biré komplementer feliiletével valé
kozvetlen kolesonhatdsbél is. A forditott fazisd nagy-
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azt a 2. 4brin bemutatttuk, a [B10-aszparaginsav]-hu--

mén inzulin két kiilénboz6 kromatografids kérilmény
megvalGsitisa esetén is szignifikdnsan kés6bb eluals-
dott, mint a természetes inzulin. Ez a viselkedés azt
jelzi, hogy a szintetikus anal6g az apoldrosabb mole-

30

kula. A természetes inzulin, és a [B10-aszparaginsav]- -

humén-inzulin polaritisa kozotti nagy differencia
nem tulajdonithat6 annak, hogy egy hidrofil maradé-
kot egy mésikkal helyettesitettiink. A polaritdsban je-
lentkez6 kiilonbség legésszeribb magyarézatinak azt
tartjuk, hogy a polaritds-kiilsnbség egy komformécié-
beli valtozist tikkroz, amely feltehetGen az analégnak
az inzulin receptorhoz val6 er6sebb kitddését eredmé-
nyezi.

A dez-pentapeptid-(B26-B30)-[AspB10, TyB%-q-
karboxamid]-humén-inzulin két mdédosulatot foglal
magéban, amelyek az inzulin molekul4ba kiiln bevive
a természetes hormonénal nagyobb aktivitdssal biré
analégok Iémejtittéhez vezetek, Ezek a médosulatok
akovetkezok: i) a B26-B30 szegmens elimin4ciGja és a
Phe B25 helyen Tyr-o-karboxamid helyettesits és ii) a
His B10 helyettesitése Asp-val. Ez az analdg, a dez-
pentapeptid-(B26-B30)-[Asp 310, TyrB%-g-karboxa-
mid]-humén-inzulin, az ezideig lefrt leghatdsosabb in-
zulin. Bioldgiai aktivitdsa nagyobb, mint a bérmelyik
médosulatot nmagéban tartalmaz6 analégok aktivi-
tdsdnak sszege. Ez a felismerés arra a feltételezésre
vezet, hogy a B25 és B10 helyek az inzulin kiilén recep-
tor-kt6 teriileteinek konforméciGjst nagy receptor-
kot6 affinitdssal biré helyekké modul4lhatjsk. Val6js-
ban az inzulin-receptor komplex kiilénbtz6 szévetek-
ben 1év6 nagy asszoci4cids konstansa (mintegy 10° M-
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1y feltehet6leg néhdny kot6d6 faj sszehangolt hatdsdt
teszi szikségessé. A B10-helyzetben 16v6: hisztidin
maradék nem tartozik azok kozé a részek k6zé, ame-
lyekr6l feltételezziik, hogy hozzdjirul ahhoz, hogy a
receptor felismerje az inzulint [Blundell és mitsai.,
Adv. Protein Chem., 26, 279~482 (1972); Blundell és
mtsai., Nature (London), 257, 197-203 (1975); Pullen
és mtsai., Nature (London), 259, 369-72 (1976)].
Azonban az [AspP0]-inzulin- ([10-aszparaginsav-B]
inzulin) megnovekedett aktivitdsa, valamint a [Le-
uB10]., [AsnP10]- és [LysB10]-inzulinok cstkkent akti-
vitdsa, Schwartz és mitsai., J. Chem. Res., 220-21
(1977); Schwartz és mtsai., J. Protein Chem. 1, 177-89
(1982); Burke és mtsai., Int. J. Pept. Prot. Res., 23,
394-401 (1984)], azt mutatjdk, hogy az ebben a hely-
zetben torténG helyetiesitések mélyrehaté hatdssal
birnak a kapott molekuldnak az inzulin receptorral va-
16 kdlcsonhatdsi képességére, és egy bioldgiai-vélasz
elinditdsdra. A hozzéférhet§ adatokbdl nem dénthetd
el egyértelmden, vajon a B10 hely része-e egy recep-
tor-k6t6dési teriiletnek, vagy a B10 helyen bekdvetke-
z6 mddositas egy tavol6 kotGdési teriiletre van hatds-
sal. Ezen analégok igen nagy aktivitdsdnak szdmbavé-
telével szdmos modell feltéielezhetS. A B25 és B10 he-
lyek lehetnek az inzulin kiilon receptor kotési helyei-
nek elemei, amelyek a B25 és B10 helyzetben 16v6 egy-
ségek médositdsaval kiilon véltoztathatok és a taldl-
mény szerinti, receptor kot6dés irdnt nagy affinitdsi
dllapotd analGgokhoz vezetnek. Ezen kiviil a B25 és
B10 egységek médositisa egymdéstdl fiiggetleniil és
egyméssal Osszhangban kedvezden befolydsolhatja
miés, az inzulin fontos. receptor k&tési teriileteit képe-
z6 régidk konformécidjat.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras az (I) képletd szuperaktiv humén-inzulin-
analgelGallitisira, azzal jellemezve, hogy az inzulin-
analégismert médon eld4llitott S-szulfonat formaji A
és B lancat — elénydsen ditiotreitol — redukaldszer je-
lenlétében egyesitjiik. (Els6bbsége: 1987.07.17)

2. Eljarés a (IT) és (1) képletd, a B10 helyzetben
aszparaginsavat vagy glutaminsavat tartalmazé dez-
pentapeptid-(B26-B30)-[TyrB25-0- karboxamid]-hu-
mén-inzulin-analdgok el6allitdsdra, azzal jellemezve,
hogy azinzulin-analégismert médon el6allitott S-szul-
fondt formédjd A és B ldncat — elénytsen ditiotreitol —
redukaldszer jelenlétében egyesitjiik. (ElsGbbsége:
1988.07.07)

3.Eljaras diabetesz kezelésére alkalmas gydgydszati
készitmény el6allitdsdra, azzal jellemezve, hogy az 1.
igénypont szerint el6llitott [10-aszparaginsav-B]-hu-
mén-inzulin szuperaktfv humén-inzulin-analégot gyé-
gyészati célra alkalmas hordoz6- és/vagy segédanyag-
gal sszekeverjiik, és gydgy4szati készitménnyé alakit-
juk. (Els6bbsége: (1987.07.17.)

4.Eljras diabetesz kezelésére alkalmas gyGgy4szati
készitmény elééllitasara, azzal jellemezve, hogy a 2.
igénypont szerint elfallitott dez-pentapeptid-(B26—
B30)-[AspB0, TyrB25-o-karboxamid]-humén-inzulin
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vagy dez-pentapeptid-(B26-B30)-[GIuBl0, TyrB25.q.
karboxamid]-humén-inzulin szuperaktiv human-inzu-
in-analégot gyGgydszati célra alkalmas hordozé-
és/vagy segédanyaggal osszekeverjik, és gy6gydszati
készitménnyé alakitjuk. (Els6bbsége: 1988.07.07 J)

5. A 3. igénypont szerinti eljr4s intramuszkuldris
adagolsra alkalmas készitmény el6allitdséra, azzal
Jellemezve, hogy intramuszkulris készitmények el64l-
litdséra szokdsosan haszn4lt hordozé- ésfvagy segéd-
anyagokat alkalmazunk. (Els6bbsége: 1987.07.17.)

6. A 3. igénypont szerinti eljdrds szubkutn adago-
lisra alkalmas készitmény el64llitdsdra, azzal jelle-
mezve, hogy szubkutdn adagol4si készitmények el64l-
litdsdra szok4sosan alkalmazott hordozo- ésfvagy se-

gédanyagokat alkalmazunk. (Els6bbsége: 1987.07.17.)

7.A3.igénypont szerinti eljr4sintravénds adagolds
céljara alkalmas készitmény el64llitdsdra, azzal jelle-
mezve, hogy intravénds adagoldsd készitmények el64l-
litdsdra szokdsosan hasznilt hordozs- ésfvagy segéd-
anyagokat alkalmazunk. (Els6bbsége: 1987.07.17.)

8. A 3. igénypont szerinti eljérds beiiltethetd szi-
vattyival adagolhaté készitmény elG4llitasdra, azzal
Jellemezve, hogy beiiltethet6 szivattydval adagothat6
készitmények eldéllitdsara szokdsosan hasznélt hordo-
z6- ésfvagy segédanyagokat alkalmazunk. (Els6bbsége:
1987.07.17)

9. A 3.igénypont szerinti eljaras orr-permet formd-
jdban adagolhat6 készitmények el6allitdsira, azzal
Jellemezve, hogy orr-permet formdjdban adagolhat6
készitmények el64llitdsara szokdsosan hasznlt hordo-

5

10

15

20

25

30

z6- ésfvagy segédanyagokat alkalmazunk. (Els6bbsége:
1987.07.17.) :

10. A 4. igénypont szerinti eljar4s intramuszkuldris
adagoldsra alkalmas készitmény el64llitdsdra, azzal
Jjellemezve, hogy intramuszkuldris készitmények el4l-
litdsdra szokdsosan hasznlt hordozé- és/vagy segéd-
anyagokat alkalmazunk. (Els6bbsége: 1988.07.07.)

" 11. A 4.igénypont szerinti elj4rds szubkutAn adago-
lasra alkalmas készitmény el64llitdsdra, azzal jelle-
mezve, hogy szubkutén adagoldsi készitmények el64l-
litAsAra szokdsosan alkalmazott hordozé- és/vagy se-
gédanyagokat alkalmazunk. (Els6bbsége: 1988.07.07.)

12. A 4.igénypont szerinti eljards intravénas adago-
las céljéra alkalmas készitmény elGallitdsira, azzal
Jjellemezve, hogy intravénds adagoldsi készitmények
el6allitdsdra szokdsosan hasznalt hordozé- ésfvagy se-
gédanyagokat alkalmazunk. (Els6bbsége: 1988.07.17.)

13. A 4. igénypont szerinti eljarés beiiltethets szi-
vattyival adagothaté készitmény elGillitdsara, azzal
jellemezve, hogy beiiltethet szivattyival adagolhaté
készitmények elGallitdsdra szokdsosan haszndlt hordo-
20- ésfvagy segédanyagokat alkalmazunk. (ElsGbbsége:
1988.07.07.)

14. A 4. igénypont szerinti eljaras orr-permet for-
méjdban adagolhatd készitmények el6allitdsira, azzal
jellemezve, hogy orr-permet formédjdban adagolhaté
készitmények el64llitasira szokdsosan haszn4lt hordo-
26- és/vagy segédanyagokat alkalmazunk, (Els6bbsége:
1988.07.07.)
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