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Fremstilling af humaninsulin eller threoninmoestere
af humaninsulin eller et salt eller kompleks deraf ved at en insu-
linforbindelse indeholdende human-des(ThrBso
et salt eller kompleks deraf, som kan omdannes dertil, transpep-
tideres med en L-threoninester eller et salt deraf i en blanding
af vand, et vandblandbart, organisk opl¢sningsmiddel og trypsin
eller et aktivt trypsinderivat, hvorhos indholdet af vand i reak-

) 1insulindelen eller

tionsblandingen er under 50% (rumfang/rumfang), og reaktionstempera-
turen er under 50° ¢ og eventuelt i narvarelse af en syre, hvor-
efter den resulterende threaninszoester af humaninsulin om ngdven-
digt spaltes.




10

15

20

25

30

35

-1 - 147437

Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmide
til fremstilling af humaninsulin eller threoninB30estere af
humaninsulin eller et salt eller kompleks deraf.

Til behandlingen af diabetes mellitus er der sad-
vanligvis anvendt insulinpreparater indeholdende svine- el-
ler okseinsulin. Okse-, svine- og humaninsulin udviser min-
dre forskelle med hensyn til deres aminosyresammens@tning,
idet forskellen mellem human- og svineinsulin er begranset
til en enkelt aminosyre, idet B30-aminosyren i humaninsulin
er threonin, hvorimod den i svineinsulin er alanin. Man kan
imidlertid havde, at det ideelle insulinprazparat til behand-
ling af mennesker er insulin, som har negjagtig samme kemiske
struktur som humaninsulin.

Den ngdvendige mzngde humanpankreaskirtler til
fremstilling af naturligt humaninsulin er ikke tilgangelig.

Syntetisk humaninsulin er fremstillet i lille ska-
la med store omkostninger, jfr. Helv.Chim.Acta 57, 2617, og
60, 27. Semisyntetisk humaninsulin er fremstillet ud fra
svineinsulin ad langsommelige veje, jfr. Hoppe-Seyler's
Z.Physiol.Chem. 357, 759.

USA-patentskrift nr. 3.276.961 pdstds at anga en
fremgangsmade til fremstilling af semisyntetisk humaninsu-
1in, hvor andre, animalske insuliner omszttes med threonin i
nerverelse af et enzym sdsom trypsin eller carboxypeptidase
A. Udbyttet af humaninsulin er imidlertid yderst ringe (hvis
der i det hele taget er noget udbytte), idet fremgangsmaden
udfores i vand, under hvilke betingelser trypsin medfgrer
spaltning af ArgB22~G1yB23
743.

-bindingen, jfr. J.Biol.Chem. 236,

En anden, kendt semisyntetisk fremgangsmdde til

fremstilling af humaninsulin omfatter fglgende tre trin: I
B30

forste trin spaltes svineinsulin til svine-des-(Ala )=in-

sulin ved behandling med carboxypeptidase A, jfr. Hoppe-

Seyler's Z. Physiol.Chem. 359, 799. I andet trin underkastes

B30)-insulin en trypsinkatalyseret kobling med

B30

svine-des-(Ala
Thr-OBut, hvorved der dannes Thr -tert.butylester af

humaninsulin. I tredie trin behandles den pagzldende ester
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med trifluoreddikesyre, hvorved fas humaninsulin, jfr.

Nature 280, 412. Det fgrste trin resulterer imidlertid i en

delvis fjernelse af AsnAzl, hvorved fas des—(AlaB30,AsnA21)-

insulin. Dette derivat giver efter de to efterfplgende trin

anledning til forurening med des-(AsnAZl

)-insulin i det
fremstillede semisyntetiske humaninsulin, hvilket er en for-

urening, som ikke let kan fjernes med kendte praparative me-
toder. Des-(AsnA21
(ca. 5%), jfr. Amer.J.Med. 40, 750.

Det har nu overraskende vist sig, at insulinfor-

)-insulin udviser lav biologisk aktivitet

bindelser, som er forskellige fra humaninsulin, £f.eks. svi-
neinsulin og visse urenheder deri, kan omdannes til humanin-
sulin ved en fremgangsmdde, ved hvilken insulinforbindelser-
ne i &t trin omdannes direkte til en threoninBBOester af
humaninsulin. Denne fremgangsmdde giver humaninsulin i ve-
sentligt sterre udbytte end ved de kendte fremgangsmader og
uden biprodukter, som det er vanskeligt at fjerne.

Den foreliggende opfindelse bygger pa den opdagel-
se, at aminosyren eller peptidkzden, som er bundet til car-
bonylgruppen, LysBzg, i insulinforbindelsen med den almene
formel I i krav 1, i &t trin kan udskiftes med en threonin-
ester. Den pagzldende udskiftning betegnes her en transpep-
tidering.

Insulinforbindelser med formlen I er insuliner og
B30

)..

insulindelen, i hvilke B30-aminosyren i insulinet er alanin

insulinlignende forbindelser indeholdende human-des(Thr

(i insulin fra f.eks. svin, hund, finhval og spermacethval)
eller serin (kanin). Den heri anvendte betegnelse "insulin-
lignende forbindelser" omfatter proinsulin stammende fra en
hvilken som helst af ovennazvnte arter og primater samt mel-
lemprodukter fra omdannelsen af proinsulin til insulin. Som
eksempler p& sddanne mellemprodukter kan angives splitpro-
insulin, desdipeptidproinsuliner, desnonapeptidproinsulin og
diarginininsuliner, jfr. R. Chance: In Proceedings of the
Seventh Congress of IDF, Buenos Aires 1970, 292 - 305,
Editors: R.R. Rodrigues & J.V.-Owen, Excerpta Medica,
Amsterdam.
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Fremgangsmdden ifglge den foreliggende opfindelse

er ejendommelig ved at en insulinforbindelse med den almene
formel I og forskellig fra humaninsulin eller flere forbin-

delser med den almene formel I

Rl-(1---a---21)
I 2 (1)
(1---B---29)-R
hvor -(l---A---21)
| 1
(1---B~--29) -
B30, . . . Al
betegner human-des(Thr Yinsulindelen, hvori Gly er for-
bundet med substituenten betegnet Rl, og LysB29 er forbundet

med substituenten betegnet R2, R2 betegner en aminosyre el-
ler en peptidka@de indeholdende hgjst 36 aminosyrer, og Rl
betegner hydrogen eller en gruppe med den almene formel
R3-X—, hvor X betegner arginin eller lysin, og R3 betegner
en peptidkade indeholdende hgjst 35 aminosyrer, eller R2
sammen med R3 betegner en peptidkade indeholdende hgjst 35
aminosyrer, med det forbehold, at antallet af aminosyrer,
som er til stede i R1 og R2, er mindre end 37, eller et salt

eller kompleks deraf, som kan omdannes dertil, transpeptide-
res med en L-threoninester med den almene formel II

4 (II)

Thr (R®) -OR
hvor R4 betegner en carboxylbeskyttelsesgruppe, og R5 be-
tegner hydrogen eller en hydroxylbeskyttelsesgruppe, eller
et salt deraf i en blanding af vand, et vandblandbart, orga-
nisk oplgsningsmiddel og trypsin, hvorhos indholdet af vand
i reaktionsblandingen er under 50% (rumfang/rumfang), og re-
aktionstemperaturen er under 50°C, og der eventuelt er en

syre til stede, hvorefter den resulterende threoninB30ester

af humaninsulin om gnsket spaltes.

Selv om trypsin er bedst kendt for sine proteoly-
tiske egenskaber, har fagfolk som nzvnt fundet ud af, at
trypsin er i stand til at katalysere koblingen af des-

B30

(Ala )-insulin og en threonin-tert.butylester, jfr. Nature
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280, 412. Ved fremgangsmdden ifplge den foreliggende opfin-
E;Ise anvendes trypsin imidlertid til at katalysere en
transpeptidering.

Ifplge ovenstdende angar Nature 280, 412, en meto-
de til peptidkobling, hvorimod den foreliggende opfindelse
angdr en metode til transpeptidering af peptider. Hvis man
ser bort fra det trin, hvor humaninsulinesteren hydrolyse-
res, skal der ifglge Nature 280, 412, anvendes to trin til
fremstilling af humaninsulinesteren, nemlig et peptidspalt-
ningstrin og et peptidkoblingstrin. Ved fremgangsmaden ifgl-
ge den foreliggende opfindelse fds humaninsulinesteren di-
rekte i &t trin, nemlig et transpeptideringstrin.

I Nature 280, 412, anfgres det, at det er overra-
skende, at der ikke sker nogen spaltning af Arngz—GlyB23—
bindingen i produktet. Det er kendt, at trypsin i vandigt
medium spalter ved bade Arngz-GlyB23 Bzg-AlaB30,

og man m& fglgelig pd basis af Nature 280, 412, forvente, at
B29

og ved Lys

trypsin i det organiske medium heller ikke spalter Lys
B30

Ala

vidt der kan ske en spaltning af Lys

-bindingen. I Nature 280, 412, angives intet om, hvor-
B29—AlaB30

det organiske medium. Det er fglgelig szrdeles overraskende,

-bindingen i

at man direkte pd svineinsulin kan foretage transpeptide-
ringen ifglge den foreliggende opfindelse.

I Biochem.Biophys.Res.Com. 92, 396, er beskrevet
en metode til fremstilling af humaninsulin, hvilken metode
stort set er identisk med den i Nature Z§2' 412, beskrevne,
idet der dog som enzym anvendes Achromobacter lyticus-prote-
ase. Ovennavnte betragtninger vedrgrende Nature 280, 412, er
fglgelig analogt geldende for Biochem.Biophys.Res.Com. 92,
396.

Transpeptideringen ifgplge den foreliggende opfin-
delse kan udferes ved at oplgse insulinforbindelsen, en
L-threoninester og trypsin i en blanding af vand og mindst
ét vandblandbart, organisk oplgsningsmiddel, eventuelt i

nzrvaerelse af en syre.
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Foretrukne vandblandbare, organiske oplgsningsmid-
ler er polare oplpsningsmidler. Som specifikke eksempler pa
sddanne oplgsningsmidler kan angives methanol, ethanol, 2-
propanol, 1,2-ethandiol, acetone, dioxan, tetrahydrofuran,
N,N-dimethylformamid, formamid, N,N-dimethylacetamid, N-
methylpyrrolidon, hexamethylphosphortriamid og acetonitril.

Afhangigt af det anvendte, vandblandbare, organi-
ske oplegsningsmiddel, af den valgte reaktionstemperatur og
af tilstedevarelsen af en syre i reaktionsblandingen er ind-
holdet af vand i reaktionsblandingen fortrinsvis mellem 43
og 10% (rumfang/rumfang). Ved en foretrukken udfprelsesform
for fremgangsmadden ifplge den foreliggende opfindelse er
indholdet af vand i reaktionsblandingen mellem 43 og 10%
(rumfang/rumfang), idet der herved fas et produkt med et re-
lativt lavt indhold af urenheder.

En fordel ved at formindske mzngden af vand i
reaktionsblandingen er, at derved formindskes dannelsen af
biprodukter. Ved at forpge mengden af syre i reaktionsblan-
dingen er det pd tilsvarende mdde muligt at formindske dan-
nelsen af biprodukt. Forggelsen i udbytte er positivt kor-
releret med en hgj procentsats af organisk oplgsningsmiddel.

Ved udgvelse af den foreliggende opfindelse er det
ikke vasentligt, hvilken art trypsin der anvendes. Trypsin
er et godt karakteriseret enzym, der kommercielt er tilgan-
geligt i hej renhed, iszr fra okse- og svinekilder. Der kan
endvidere anvendes trypsin af mikrobiel oprindelse. Ved ud-
pvelse af denne opfindelse er trypsinformen, f.eks. kry-
stallinsk trypsin (oplgpselig form), immobiliseret trypsin
eller endog trypsinderivater (s& lenge trypsinaktiviteten
bibeholdes), endvidere ikke vasentlig. Den heri anvendte be-
tegnelse trypsin skal omfatte trypsiner af enhver oprindelse
og alle trypsinformer, som har bibeholdt den transpeptide-
rende aktivitet, herunder proteaser med trypsinlignende spe-
cificitet, f.eks. Achromobacter lyticus-protease, jfr.

Agric.Biol.Chem. 42, 1443.
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Som eksempler pa aktive trypsinderivater kan angi-
ves acetyleret trypsin, succinyleret trypsin, glutaraldehyd-
behandlet trypsin og immobiliserede trypsinderivater.

Safremt der anvendes et immobiliseret trypsin,
suspenderes det i mediet.

Til opndelse af et egent puffersystem kan der til-
settes organiske eller uorganiske syrer sasom saltsyre,

myresyre, eddikesyre, propionsyre og smgrsyre og baser sdsom

- pyridin, TRIS, N-methylmorpholin og N-ethylmorpholin. Orga-

niske syrer foretrzkkes. Omsztningen kan imidlertid udfgres
uden siddanne tilsetninger. Den tilsatte maengde syre er sad-
vanligvis mindre end ca. 10 zkvivalenter pr. zkvivalent
L-threoninester. Mengden af syre er fortrinsvis mellem 0,5
og 5 zkvivalenter pr. akvivalent L-threoninester. En fore-
trukken udfgrelsesform for fremgangsmaden ifplge den fore-
liggende opfindelse gdr ud pd, at koncentrationen af L-
threoninester i reaktionsblandingen overstiger 0,1 moler, og
at reaktionsblandingen indeholder fra 0 til 10 zkvivalenter
af en syre pr. zkvivalent L-threoninester.

Der kan tilszttes ioner, som stabiliserer trypsin,
sédsom kalciumioner.

Til opndelse af en tilstrakkelig reaktionshastig-
hed udfgres enzymatiske reaktioner med trypsin szdvanligvis
ved ca. 37°C. Fremgangsmdden ifglge den foreliggende opfin-
delse kan udfgres ved en temperatur i omradet mellem 50°C og
reaktionsblandingens frysepunkt. For at undgd inaktivering
af trypsin er det imidlertid fordelagtigt at udfere frem-
gangsmdden ifplge den foreliggende opfindelse ved en tempe-
ratur under stuetemperatur. I praksis foretrazkkes reaktions-
temperaturer over ca. 0°C. En foretrukken udfprelsesform for
fremgangsmdden ifglge den foreliggende opfindelse gdr felge-
lig ud p&, at reaktionstemperaturen er under 37°C, fortrins-
vis under stuetemperatur, og over 0°C.

Afhangigt af reaktionstemperaturen, af den tilsat-
te mengde trypsin og af andre reaktionsbetingelser er reak-

tionstiden szdvanligvis mellem flere timer og flere dage.
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Vaegtforholdet mellem trypsin og insulinforbindel-
sen i reaktionsblandingen er sadvanligvis over ca. 1:200,
fortrinsvis over ca. 1:50, og under ca. l:1.

De threoninB3oestere af humaninsulin, der fas ved

transpeptideringen, kan angives ved den almene formel III
(Thr (R7)-0r%)B30-h-1n (II1)

hvor h-In betegner human-des—(ThrB30)insulindelen, og R4 og
R® har ovenstdende betydning.

Anvendelige L-threoninestere med formel II er sa-
danne, i hvilke R4 er en carboxylbeskyttelsesgruppe, der kan
fjernes fra threoninB3oesteren af humaninsulin (formel III)
under betingelser, der ikke medfgrer vesentlig, irreversibel
#ndring i insulinmolekylet. Som eksempler pa sddanne car-
boxylbeskyttelsesgrupper kan angives lavere alkyl, f.eks.
methyl, ethyl og tert.butyl, substitueret benzyl sédsom p-
methoxybenzyl og 2,4,6-trimethylbenzyl og diphenylmethyl, og
grupper med den almene formel —CHZCHZSOZRG, hvor R6 betegner
lavere alkyl sdsom methyl, ethyl, propyl og n-butyl. Egnede
hydroxylbeskyttelsesgrupper R5 er sidanne, der kan fjernes
fra threoninB3oesteren af humaninsulin (formel III) under
betingelser, der ikke medfgrer vasentlig, irreversibel n-
dring i insulinmolekylet. Som et eksempel pa en sadan gruppe
(R5) kan angives tert.butyl.

Lavere alkylgrupper indeholder mindre end 7 car-
bonatomer, fortrinsvis mindre end 5 carbonatomer.

Yderligere, sedvanligt anvendte beskyttelsesgrup-
per er beskrevet af Wunsch: Methoden der Organischen Chemie
(Houben-Weyl), Vol. XV/1, editor: Eugen Muller, Georg Thieme
Verlag, Stuttgart 1974.

Nogle L-threoninestere (formel II) er kendte for-
bindelser, og de resterende L-threoninestere (formel II) kan
fremstilles analogt med fremstillingen af kendte forbindel-

ser.

147437
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L-threoninesterne med formel II kan vare de frie
baser eller egnede organiske eller uorganiske salte deraf,
fortrinsvis acetater, propionater, butyrater og hydrohaloge-
nider sadsom hydrochlorider.

Det er gnskeligt at anvende reaktanterne, dvs.
insulinforbindelsen og L-threoninesteren (formel II), i hgje
koncentrationer. Det molare forhold mellem L-threoninesteren
og insulinforbindelsen er fortrinsvis over ca. 5:1.

Det er gnskeligt, at koncentrationen af L-threo-
ninesteren (formel II) i reaktionsblandingen overstiger 0,1
moler.

Humaninsulin kan fas ud fra threoninB30

estere af
humaninsulin (formel III) ved fjernelse af beskyttelsesgrup-
pen R4 og en eventuelt tilstedeverende beskyttelsesgruppe R
pé kendt mdde eller pd i og for sig kendt made. Safremt r?
er methyl, ethyl eller en gruppe med formlen —CHZCHZSOZRG,
hvor R6 har ovennavnte betydning, kan den pagazldende beskyt-
telsesgruppe fjernes under milde, basiske betingelser i et
vandigt medium, fortrinsvis ved en pH-vaerdi pd mellem ca. 8
og ca. 12, f.eks. ved ca. 9,5. Som basen kan anvendes ammo-
niak, triethylamin eller hydroxyder af alkalimetaller sasom
natriumhydroxyd. Safremt R4 er tert.butyl, substitueret ben-
zyl sdsom p-methoxybenzyl eller 2,4,6-trimethylbenzyl eller
diphenylmethyl, kan den pagzldende gruppe fjernes ved acido-
lyse, fortrinsvis med trifluoreddikesyre. Trifluoreddike-
syren kan vare ikke-vandig eller kan indeholde noget vand,
eller den kan vere fortyndet med et organisk oplgsningsmid-
del sdsom dichlormethan. Safremt R® er tert.butyl, kan den
pagaeldende gruppe fjernes ved acidolyse, jfr. ovenfor.

B30

Foretrukne threonin estere af humaninsulin med

formel III er forbindelser, hvor R5 er hydrogen, og disse
kan fremstilles ud fra L-threoninestere med formel II, hvor

R5 er hydrogen.
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Ved transpeptideringen ifglge den foreliggende op-
findelse omdannes en hvilken som helst af ovennavnte insu-

B30

linforbindelser sdledes til threonin estere af humaninsu-

lin (formel III), som derefter kan spaltes til dannelse af
humaninsulin.

En yderligere fordel ved den foreliggende opfin-
delse er det forhold, at insulinlignende forbindelser, som
er til stede i rat insulin og i nogle kommercielle insulin-
preparater, og som er dzkket af formel I, ved transpeptide-
ringen ifplge den foreliggende opfindelse omdannes til
threoninB30estere af humaninsulin, hvilke forbindelser der-
efter kan spaltes under dannelse af humaninsulin. Eksempler
pa insulinlignende forbindelser med formel I fremgdr af det
felgende:

Svinediarginininsulin (Rl er hydrogen, og R2 er
-Ala-Arg-Arg), svineproinsulin (R2 er sammen med R3 -Ala-
Arg-Arg-Glu-Ala-Glu-Asn-Pro-Gln-Ala-Gly-Ala-Val-Glu-Leu-
Gly-Gly-Gly-Leu-Gly-Gly-Leu-Gln-Ala~Leu-Ala-Leu-Glu-Gly-
Pro-Pro-Gln-Lys-, hvor den terminale alanyl er knyttet til

sB29), hundeproinsulin (R2 er sammen med R3 ~-Ala-Arg-Arg-

Ly
Asp-Val-Glu-Leu-Ala-Gly-Ala-Pro-Gly-Glu-Gly-Gly-Leu-Gln-
Pro-Leu-Ala-Leu-Glu-Gly-Ala-Leu-Gln-Lys-, hvor den terminale

B29), svinesplitproinsulin (R2 er

alanyl er knyttet til Lys
-Ala-Arg-Arg-Glu-Ala-Glu-Asn-Pro-Gln-Ala-Gly-Ala-Val-Glu-
Leu-Gly-Gly-Gly-Leu-Gly-Gly-Leu-Gln-Ala-Leu, og R3
Leu-Glu-Gly-Pro-Pro-Gln-Lys-), svinedesdipeptidproinsulin
(Rl er hydrogen, og R2 er -Ala-Arg-Arg-Glu-Ala-Glu-Asn-Pro-
Gln-Ala-Gly-Ala-Val-Glu-Leu-Gly-Gly-Gly-Leu-Gly-Gly-Leu-
Gln-Ala-Leu-Ala-Leu-Glu-Gly-Pro-Pro~Gln), humanproinsulin
(R2 er sammen med R3 -Thr-Arg-Arg-Glu-Ala-Glu-Asp-Leu-Gln-
Val-Gly-Gln-Val-Glu-Leu-Gly-Gly-Gly-Pro-Gly-Ala-Gly-Ser-

Leu-Gln-Pro-Leu-Ala-Leu-Glu-Gly-Ser-Leu-Gln-Lys-, hvor den
B29

er Ala-

terminale threonyl er knyttet til Lys ) og abeproinsulin
(R2 er sammen med R3 ~Thr-Arg-Arg-Glu-Ala-Glu-Asp-Pro-Gln-
Val-Gly-Gln-Val-Glu-Leu-Gly-Gly-Gly-Pro-Gly-Ala-Gly~-Ser~

Leu-Gln-Pro-Leu-Ala-Leu-Glu-Gly-Ser-Leu-Gln-Lys-, hvor den

terminale threonyl er knyttet til LysB29).

147437
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T alle disse urenheder, der er dezkket af formel I,
udskiftes Rl—substituenten betegnet R3—X- sdledes med hydro-
gen.

Tdet svineinsulin er relativt let tilgengeligt,
anvendes der som udgangsmateriale ved en foretrukken udfe-
relsesform for opfindelsen svineinsulin. En foretrukken ud-
fprelsesform for fremgangsmdden ifglge den foreliggende op-
findelse gdr ud pa at omsatte rdt svineinsulin indeholdende
insulinlignende forbindelser eller et salt eller kompleks
deraf med en L-threoninester (formel II) eller et salt deraf
under ovennavnte betingelser, hvorefter beskyttelsesgruppen
R4 og en eventuelt tilstedevarende beskyttelsesgruppe R5
fjernes. Ved denne metode omdannes svineinsulin samt insu-
linlignende forbindelser deri til humaninsulin.

Som eksempler pd et kompleks eller et salt af en
insulinforbindelse (formel I) kan angives et zinkkompleks
eller zinksalt.

Nir reaktionsbetingelserne valges ifplge ovenstd-
ende forklaring og under hensyntagen til de resultater, der
er opndet i de fplgende eksempler, er det muligt at f3 et

udbytte af threoninB30

ester af humaninsulin, der er over 60%
og endog over 80% og under visse foretrukne betingelser over
90%. Ved en foretrukken udfgrelsesform for fremgangsmaden i-
fplge den foreliggende opfindelse er indholdet af vand i re-
aktionsblandingen mellem 43 og 20% (rumfang/rumfang). En
yderligere foretrukken udfgrelsesform for fremgangsmdden i-
folge den foreliggende opfindelse gar ud pd, at insulinfor-
bindelsen er svineinsulin, at L-threoninesteren er Thr-OMe
eller Thr—OBut, at det vandblandbare, organiske oplesnings-
middel er N,N-dimethylformamid eller N,N-dimethylacetamid,
at reaktionstemperaturen er ca. 37°C, at indholdet af vand i
reaktionsblandingen er mellem 41 og 43%, at vegtforholdet
mellem trypsin og insulinforbindelsen er ca. 1:8, at molfor-
holdet mellem L-threoninesteren og insulinforbindelsen er
ca. 120:1, og at der er tilsat mellem 1,2 og 1,5 zkvivalen-

ter eddikesyre pr. zkvivalent L-threoninester.
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Fremgangsméden ifglge den foreliggende opfindelse
har derfor fplgende fordele i sammenligning med den kendte
teknik:

a) Den enzymatiske hydrolyse til fjernelse af
AlaB30, f.eks. med carboxypeptidase A, er udeladt.

b) Isoleringen af et mellemprodukt sdsom svine~

des—(AlaB30

)-insulin er ungdvendig.

c) Forurening med des(AsnAZl)-insulinderivater
undgés.

d) Proinsulin og andre insulinlignende urenheder,
som er til stede i rdt svineinsulin, omdannes ved fremgangs-

B3Oesteren af

maden ifplge denne opfindelse - via threonin
humaninsulin - til humaninsulin, hvorved udbyttet forgges.

e) Antigene insulinlignende forbindelser, jfr.
britisk patentskrift nr. 1.285.023, omdannes til humaninsu-
lin.

En foretrukken fremgangsmade til fremstilling af
humaninsulin er fglgende:

1) Det til transpeptideringen anvendte udgangsma-
teriale er rat svineinsulin, f.eks. krystallinsk insulin,
der er fremstillet under anvendelse af en citratpuffer, jfr.
USA-patentskrift nr. 2.626.228.

2) Hvis der er trypsinaktivitet tilbage efter
transpeptideringen, foretrzkkes det at fjerne det, f.eks.
under betingelser, ved hvilke trypsin er inaktivt, f.eks. i
surt medium ved en pH-vaerdi pd under 3. Trypsin kan fjernes
ved separation efter molekylvaegt, f.eks. ved gelfiltrering
pd "Sephadex G-50" eller "Bio-gel P-30" i 1 M eddikesyre,
jfr. Nature 280, 412.

3) Andre urenheder sdsom uomsat svineinsulin kan
fjernes under anvendelse af anion- og/eller kationbytter-
chromatografering, jfr. nedenstdende eksempler 1 og 2.

4) Derefter spaltes threoninB30esteren af humanin-
sulin, og humaninsulin isoleres, f.eks. krystalliseres, pa i
og for sig kendt madde.
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P4 denne mdde kan der f£a&s humaninsulin med en
acceptabel farmaceutisk renhed, og humaninsulinet kan om
gnskes renses yderligere.

Anvendte forkortelser er i overensstemmelse med de
regler, der blev godkendt (1974) af IUPAC-IUB Commission on
Biochemical Nomenclature, jfr. Collected Tentative Rules &
Recommendations of the Commission on Biochemical Nomen-
clature IUPAC-IUB, 2nd ed., Maryland 1975. Nermere prazcise-
ret er betydningen af de heri anvendte forkortelser fglgen-
de: Ala er alanin, Arg er arginin, Asn er asparagin, Asp er
asparaginsyre, Gln er glutamin, Glu er glutaminsyre, Gly er
glycin, Leu er leucin, Lys er lysin, Pro er prolin, Ser er
serin, Thr er threonin, og Val er valin. But er tert.butyl,

og Me er methyl.

Sephadex og Bio-gel er varemzrker.

Analytiske undersggelser:

omdannelsen af svineinsulin og svineproinsulin til
humaninsulinestere kan anskueligggres ved DISC-PAGE-elektro-
forese i 7,5%'s polyacrylamidgel i en puffer bestaende af
0,375 M TRIS, 0,06 M HC1l og 8 M urinstof. Pufferens pH-vardi
er 8,7. Estere med formel III vandrer med en hastighed, der
er 75% af svineinsulins hastighed. Svineproinsulin, som van-
drer med 55% af svineinsulins hastighed, omdannes ved frem-
gangsmaden ifglge denne opfindelse til det samme produkt.
Identifikationen af omdannelsesproduktet som forbindelser
med formel III skyldes felgende kriterier:

a) Den elektroforetiske vandring af humaninsulin-
estere med formel III i forhold til svineinsulin svarer til
tabet af én negativ ladning.

b) Aminosyresammensztningen af de farvede protein-
band i gelen reprazsenterende forbindelser med formel III er
identisk med humaninsulins aminosyresammensaztning, dvs. 3

mol threonin og 1 mol alanin pr. mol insulin, og sammensat-
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ningen af svineinsulin er 2 mol threonin og 2 mol alanin pr.
mol insulin. Teknikken til analysering af aminosyresammen-
setninger af proteinbdnd i polyacrylamidgeler er beskrevet i
Eur.J.Biochem. 25, 147.

c) Beviset for, at det inkorporerede threonin er
placeret som C-terminal aminosyre i B-kzden, kan fas ved
oxidativ sulfitolyse af S-S-broerne i insulin i 6 M guani-
dinhydrochlorid efterfulgt af adskillelse af A- og B-kader
ved ionbytterchromatografering pa "SP Sephadex". Ved fordej-
else af B-kade-S-sulfonatet med carboxypeptidase A frigeres
kun den C-terminale aminosyre. Teknikken er beskrevet af
Markussen i Proceedings of the Symposium on Proinsulin, In-
sulin and C-peptide, Tokushima, 12 - 14 juli, 1978 (udgiver:
Baba, Kaneko og Yaniahara) Int.Congress Series No. 468,
Excerpta Medica, Amsterdam-Oxford. Analysen udfgres efter,
at estergruppen er spaltet fra forbindelser med formel III.

De 3 analyser beviser klart, at der er sket omdannel-
se til humaninsulin.

omdannelsen af svineinsulin og svineproinsulin til
humaninsulinestere kan fglges kvantitativt ved HPLC (high
pressure liquid chromatography) pa omvendt fase. Der anvendes
en 4 x 300 mm "uBondapak Clg-kolonne" (Waters Ass.), og elu-
eringen udfgres med en puffer indeholdende 0,2 M ammoniumsul-
fat (som er indstillet pd en pH-vardi pa 3,5 med svovlsyre)
og indeholdende 26 - 50% acetonitril. Den optimale acetoni-
trilkoncentration afhznger af, hvilken ester med formel III
man gnsker at separere fra svineinsulin. Safremt R4 er
methyl, og R5 er hydrogen, opnds separation i 26% (rumfang/
rumfang) acetonitril, Svineinsulin og (Thr—OMe)B30—h—In (Me
er methyl) eluerer efter henholdsvis 4,5 og 5,9 kolonnerum-
fang som klart separerede symmetriske toppe. For paferingen
p& HPLC-kolonnen udfazldes proteinerne i reaktionsblandingen
ved tilsatning af 10 rumfang acetone. Bundfaldet opsamles ved
centrifugering, terres i vakuum og oplgses i 0,02 M svovl-

syre.
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7 Fremgangsmdden til fremstilling af humaninsulinestere
og humaninsulin belyses nzrmere ved felgende eksempler, som
illustrerer nogle foretrukne udfgrelsesformer for fremgangs-

mdden ifplge opfindelsen.
uBondapak er et varemzrke.

Eksempel 1

200 g rd svineinsulin, som er krystalliseret én gang,
oplgses i 1,8 ml 3,33 M eddikesyre. Der tilsettes 2 ml af en
2 M oplesning af Thr-OMe (Me er methyl) i N,N-dimethylaceta-
mid og 20 mg trypsin oplest i 0,2 ml vand. Efter henstand i
18 timer ved 37°C udfzldes proteinerne ved tilsztning af 40
ml acetone, og bundfaldet isoleres ved centrifugering. Super-
natanten kasseres. Analyse af bundfaldet ved HPLC under
anvendelse af 26% acetonitril (jfr. Analytiske underspgelser)
viser en 60%'s omdannelse af svineinsulin til (Thr-OMe)B30—
h-In. Bundfaldet oplgses i 8 ml friskt afioniseret 8 M urin-
stof, pH-vaerdien indstilles pd 8,0 med 1 M ammoniak, oples-
ningen fgres pa en 2,5 x 25 cm kolonne, som er fyldt med "QAE
A-25 Sephadex", der er equilibreret med en 0,1 M ammonium-
chloridpuffer, som indeholder 60% (rumfang/rumfang) ethanol,
og pH-verdien deraf indstilles pd 8,0 med ammoniak. Elue-
ringen udfgres med den samme puffer, og der opsamles fraktio-
ner pa 15 ml. (Thr—OMe)B30

- 46, og ikke-omsat svineinsulin i fraktionerne nr. 90 - 120.

-h-In findes i fraktionerne nr. 26

Fraktionerne nr. 26 - 46 forenes, ethanolet afdampes i vaku-

B30-h--In krystalliseres i citratpuffer som

um, og (Thr-OMe)
beskrevet af Schlichtkrull et al., Handbuch der inneren
Medizin, 7/2A, 96, Berlin, Heidelberg, New York 1975. Udbyt-
tet er 95 mg krystaller med samme rombiske form som svinein-
sulin, der er krystalliseret pd analog mdde. Aminosyresammen-
setningen viser sig at vere identisk med humaninsulins amino-

syresammensa@tning. Yderligere analytiske undersggelser, der
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er beskrevet i ovenstdende afsnit: "Analytiske undersegel-
ser", viser, at det resulterende produkt er (Thr-OMe)B30—h—

In.
Eksempel 2

100 mg svineinsulin, som opfylder de renhedskriteri-
er, der er angivet i britisk patentskrift nr. 1.285.023,
oplgses i 0,9 ml 3,33 M eddikesyre, og der tilsattes derefter
1 ml af en 2 M oplgsning af threoninmethylester i N,N-
dimethylformamid og 12 mg TPCK-behandlet (TPCK er tosyl-
phenylalaninchlormethylketon) trypsin, som er oplgst i 0,1 ml
vand. Efter inkubering i 24 timer ved 37°C standses reaktio-
nen ved tilsatning af 4 ml 1 M fosforsyre. Den vundne (Thr-
OMe)B30
bytterchromatografering pa en 2,5 x 25 cm's kolonne af "SP
Sephadex" med en eluent indeholdende 0,09 M natriumchlorid og

-h-In separeres fra ikke-omsat svineinsulin ved ion-

0,02 M natriumdihydrogenfosphat (pH-verdi af puffer: 5,5) i
60% ethanol. Fraktioner indeholdende (Thr-oMe)23?
les, ethanolet fjernes i vakuum, og produktet krystalliseres
pd analog mdde som beskrevet i eksempel 1. Udbyttet er 50 mg
(Thr-oMe)B30-n-1n.

-h~In opsam-

Eksempel 3

100 mg svineproinsulin oplgses i 0,9 ml 3,33 M eddi-

B30y _1p og renses pa analog

kesyre og omdannes til (Thr-OMe)
médde som beskrevet for svineinsulin i eksempel 1. Omdannelsen
af proinsulin til (Thr-OMe)B30—h—In viser sig at vare 73% ved .
HPLC-analyse af acetonebundfaldet. Udbyttet af krystallinsk

(Thr—OMe)B30—h-In er 54 mg. .
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Eksempel 4

100 mg svineinsulin oplgses i 0,9 ml 2,77 M eddike-
syre i vand og omszttes pd analog mdde som beskrevet i eksem~
pel 2. Efter afslutning af omsztningen udfzldes proteinerne
ved tils®tning af 10 rumfang acetone. Analyse ved DISC PAGE
viser en omdannelse til (Thr—OMe)B30-h-In pa 70%.

Eksempel 5

100 mg svineinsulin oplgses i 0,9 ml 3,33 M eddike-
syre, og der tilszttes 1 ml 2 M Thr-OMe i N-methylpyrrolidon.
Omsztningen udfgres pa analog made som beskrevet i eksempel
4, og omdannelsen til (Thr-OMe)B30—h-In er 20%.
Eksempel 6

100 mg svineinsulin oplgses i 0,9 ml 2,77 M eddike-
syre i vand, og der tilsmzttes 1 ml 2 M Thr-OMe i HMPA (hexa-
methylfosfortriamid). Omsztningen udfgres pd& analog made som

B30

beskrevet i eksempel 4. Omdannelsen til (Thr-OMe) ~h-In er

80%.
Eksempel 7

100 mg svineinsulin oplgses i 0,9 ml 3,33 M eddike~-

syre, og der tilsszttes 1 ml 2 M Thr-OMe i N,N-dimethylaceta-
“mid. Omsaztningen udfgres pa analog méde som beskrevet i

eksempel 4. Omdannelsen til (Thr-OMe)BBO-h-In er 80%.
Eksempel 8

100 mg svineinsulin oplegses i 0,9 ml 3,33 M eddike-
syre, og der tilsazttes 1 ml 2 M Thr-OMe i N,N-dimethylaceta-
mid. Derefter tilsattes 200 U (units = enheder) trypsinakti-
vitet (bestemt med substratet BAEE) immobiliseret pa lg
glasperler, og efter inkubering ved 37°C i 24 timer frafil-
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treres det til glasset bundne trypsin. Efter afslutning af
omsztningen udfeldes proteinerne ved tilsatning af 10 rumfang
acetone. Analyse ved DISC PAGE viser en omdannelse til (Thr-
ome)B30-n-1n pa 40s.

Eksempel 9

100 mg svineinsulin oplgses i 0,9 ml 3,33 M eddike-
syre, og der tilszttes 1 ml 2 M Thr-OMe i N,N-dimethylaceta-
mid. Derefter tilsattes 300 U trypsin aktivitet (mdlt med
substratet BAEE), der er immobiliseret pa 200 mg CNBr-aktive-
ret "Sephadex G-150". Efter incubering ved 37°C i 24 timer
frafiltreres det til "Sephadex" bundne trypsin. Efter afslut-
ning af omsatningen udfazldes proteinerne ved tilsetning af 10
rumfang acetone. Analyse ved DISC PAGE viser en omdannelse
til (Thr-oMe)B30-n-1n pa 70s.

Eksempel 10

Den i eksempel 7 angivne fremgangsmide gentages med
det forbehold, at den anvendte ester er 2 M Thr-OBut (But er
tert.butyl) i N,N-dimethylacetamid. Omdannelsen til (Thr-

OBut)BBO-h-In er 80%.

Eksempel 11

Den i eksempel 8 angivne fremgangsmade gentages med
det forbehold, at den anvendte ester er 2 M Thr-OBut i N,N-
dimethylacetamid. Omdannelsen til (Thr—OBut)BBO—h-In er 30%.
Eksempel 12

Den i eksempel 9 angivne fremgangsmade gentages med
det forbehold, at den anvendte ester er 2 M Thr—OBut i N,N-

dimethylacetamid. Omdannelsen til (Thr-OBut)B30-h—In er 70%.

147437
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Eksempel 13

100 mg svineproinsulin oplgses i 0,9 ml 3,33 M eddi-~
kesyre, og der tilszttes 1 ml 2 M Thr-OMe i N,N-dimethyl-
acetamid. Oms@tningen udfpres p& analog made som beskrevet i

eksempel 4. Omdannelsen til (Thr-OMe)B3o-h-In er 80%.

Eksempel 14

100 mg svineproinsulin oplgses i 0,9 ml 3,33 M eddi-
kesyre, og der tilszttes 1 ml 2 M Thr-OMe i N,N-dimethyl-
acetamid. Blandingen behandles med immobiliseret trypsin pd
analog mdde som beskrevet i eksempel 8. Omdannelsen til
(Thr-oMe)B3%-n-1n er 40%.

Eksempel 15

100 mg svineproinsulin oplgses i 0,9 ml 3,33 M eddi-
kesyre, og der tilszttes 1 ml 2 M Thr-OMe i N,N-dimethyl-
acetamid. Blandingen behandles med immobiliseret trypsin pé
analog mdde som beskrevet i eksempel 9. Omdannelsen til

(Thr-oMe) B30 h-1n er 70s.
Eksempel 16

100 mg svineproinsulin oplgses i 0,9 ml 3,33 M eddi-
kesyre, og der tilszttes 1 ml 2 M Thr—OBut i N,N-dimethyl-
acetamid. Omsztningen udfgres pa analog madde som beskrevet i
eksempel 4. Omdannelsen til (Thr—OBut)B30—h—In er 80%.

Eksempel 17

100 mg svineproinsulin oplgses i 0,9 ml 3,33 M eddi-
kesyre, og der tilszttes 1 ml 2 M Thr-OBut i N,N-dimethyl-
acetamid. Blandingen behandles med trypsin, der er immobili-
seret pd glasperler, pd analog mdde som beskrevet i eksempel

8. Omdannelsen til (Thr-OBut)B30—h—In er 40%.
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Eksempel 18

100 mg svineproinsulin oplgses i 0,9 ml 3,33 M eddi-
kesyre, og der tilszttes 1 ml 2 M Thr-OBut i N,N-dimethyl-
acetamid. Blandingen behandles med trypsin, der er immobili-
seret til CNBr-aktiveret "Sephadex G-150", pa& analog made som
beskrevet i eksempel 9. Omdannelsen til (Thr—OBut)B30

70%.

-h-In er

Eksempel 19

100 mg svineinsulin oplgses i 0,5 ml 6 M eddikesyre,
og der tilszttes 1 ml 1 M Thr-OTmb (Tmb er 2,4,6-trimethyl-
benzyl) i N,N-dimethylacetamid. Der tilszttes yderligere 0,5
ml N,N-dimethylacetamid og 5 mg TPCK-behandlet trypsin i 0,1
ml vand. Reaktionsblandingen opbevares ved 32°C i 44 timer.
Efter afslutning af omsetningen udfeldes proteinerne ved
tilsetning af 10 rumfang acetone. Analyse ved DISC PAGE viser
en omdannelse til (Thr—OTmb)B3O—h-In pa 50%.

Eksempel 20

100 mg svineinsulin oplgses i 0,9 ml 3 M eddikesyre,
og der tilsattes 1 ml 2 M Thr-OMe i dioxan. Oms@tningen udfe-
res pa analog made som beskrevet i eksempel 4, og omdannelsen
til (Thr—OMe)B30-h—In er 10%.

Eksempel 21

100 mg svineinsulin oplgses i 0,9 ml 3 M eddikesyre,
og der tilsazttes 1 ml 2 M Thr-OMe i acetonitril. Omsatningen
udfgres pad analog made som beskrevet i eksempel 4, og omdan-
nelsen til (Thr-OMe)B3O—h-In er 10%.

147437



10

15

20

25

30

- 20 - 147437

Eksempel 22

250 mg krystallinsk (Thr—OMe)B30-h—In, som er frem-
stillet som beskrevet i eksempel 1 - 9, 13 - 15, 20 eller 21,
dispergeres i 25 ml vand og oplgses ved tilsztning af 1 N
natriumhydroxydoplesning til en pH-verdi pd 10,0. pH-verdien
holdes konstant ved 10,0 i 24 timer ved 25°C. Det dannede
humaninsulin krystallisereé ved tilsatning af 2 g natrium-
chlorid, 350 mg natriumacetattrihydrat og 2,5 mg zinkacetat-
dihydrat efterfulgt af tilsetning af 1 N saltsyre til opna-
else af en pH-verdi pa 5,52. De romboedriske krystaller iso-
leres ved centrifugering efter opbevaring i 24 timer ved 4°C,
vaskes med 3 ml vand, isoleres ved centrifugering og tgrres i

vakuum. Udbytte: 220 mg humaninsulin.
Eksempel 23

100 mg (Thr~0Tmb)B30-h-In, som er fremstillet som
beskrevet i eksempel 19, oplgses i 1 ml iskoldt trifluoreddi-
kesyre, og oplgsningen opbevares-i 2 timer ved 0°C. Det dan-
nede humaninsulin udfzldes ved tilsatning af 10 ml tetrahy-
drofuran og 0,97 ml 1,03 M saltsyre i tetrahydrofuran. Det
dannede bundfald isoleres ved centrifugering, vaskes med 10
ml tetrahydrofuran, isoleres ved centrifugering og tegrres i
vakuum. Bundfaldet oplgses i 10 ml vand, og oplgsningens pH-
vaerdi indstilles p& 2,5 med 1 N natriumhydroxydoplgsning.
Humaninsulinet udfzldes ved tilsaztning af 1,5 g natrium-
chlorid og isoleres ved centrifugering. Bundfaldet opleses i
10 ml vand, og humaninsulinet udfzldes ved tilsatning af 0,8
g natriumchlorid, 3,7 mg zinkacetatdihydrat og 0,14 g natri-
umacetattrihydrat efterfulgt af tilsetning af 1 N natriumhy-
droxydoplesning til opndelse af en pH-vaerdi pa 5,52. Bundfal-
det isoleres ved centrifugering efter henstand i 24 timer ved
4°C, vaskes med 0,9 ml vand, isoleres ved centrifugering og

tgrres i vakuum. Udbytte: 90 mg humaninsulin.
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Eksempel 24

100 mg svineinsulin oplgses i 0,5 ml 10 M eddikesyre,
og der tilszttes 1,3 ml 1,54 M Thr-OMe i N,N-dimethylaceta-
mid. Blandingen afkegles til 12°C. Der tilszttes 10 mg trypsin
oplgst i 0,2 ml 0,05 M kalciumacetat. Efter 48 timer ved 12°C
udfeldes proteinerne ved tilsztning af 20 ml acetone. Omdan-

nelsen af svineinsulin til (Thr—OMe)B30—h-In er 97% ved HPLC.

Eksempel 25

20 mg svineinsulin oplgses i en blanding af 0,08 ml
10 M eddikesyre og 0,14 ml vand. Der tilszttes 0,2 ml 2 M
Thr-OMe i N,N-dimethylacetamid, og blandingen afkgles til
-10°C. Der tilsettes 2 mg trypsin oplegst i 0,025 ml 0,05 M
kalciumacetat. Efter 72 timer ved -10°C udfzldes proteinerne
ved tilsetning af 5 ml acetone. Omdannelsen af svineinsulin
£il (Thr-oMe)®3% h-1n er 643 ved mpIC.

Eksempel 26

20 mg svineinsulin dispergeres i 0,1 ml vand. Ved
tilsztning af 0,6 ml 2 M Thr-OMe i N,N-dimethylacetamid gar
insulinet i1 oplgsning. Blandingen afkeples til 7°C. Der til-
settes 2 mg trypsin oplgst i 0,025 ml 0,05 M kalciumacetat.
Efter 24 timer ved 7°C udfeldes proteinerne ved tilsstning af
5 ml acetone. Omdannelsen af svineinsulin til (Thr—OMe)B30—

h-In er 62% ved HPLC.

Eksempel 27

20 mg svineinsulin oplgses i 0,135 ml 4,45 M propion-
syre. Der tilsettes 0,24 ml 1,67 M Thr-OMe i N,N-dimethyl-
acetamid. Der tilssettes 2 mg trypsin i 0,025 ml 0,05 M kalci-
umacetat, og blandingen opbevares ved 37°C i 24 timer. Prote-
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inerne udfazldes ved tilsaztning af 10 rumfang 2-propanol. Om-

dannelsen af svineinsulin til (Thr—OMe)B30~h-In er 75% ved

HPLC.

Eksempel 28

20 mg svineinsulin dispergeres i 0,1 ml vand. Der
tilsezttes 0,4 ml 2 M Thr-OMe i N,N-dimethylacetamid efter-
fulgt af 0,04 ml 10 N saltsyre, hvorved insulinet gdr i op-
lgsning. Der tilszttes 2 mg trypsin oplgst i 0,025 ml 0,05 M
kalciumacetat, og blandingen opbevares ved 37°C i 4 timer.
HPLC-anlyse viser en 46%'s omdannelse af svineinsulin til

(Thr-OMe)B3o—h-In.

Eksempel 29

20 mg svineinsulin oplgses i 0,175 ml 0,57 M eddike-
syre. Der tilsattes 0,2 ml 2 M Thr-OMe i N,N-dimethylacetamid
efterfulgt af tilsetning af 0,025 ml 0,05 M kalciumacetat.
Der tilsattes 10 mg af et rdt praparat af Achromobacter
lyticus-protease, og blandingen opbevares i 22 timer ved
37°C. Proteinerne udfazldes ved tilsatning af 10 rumfang ace-
tone. Omdannelsen af svineinsulin til (Thr—OMe)B30-h—In er

12% ved HPLC.

Eksempel 30

20 mg svineinsulin dispergeres i 0,1 ml 0,5 M eddike-
syre. Ved tilsetning af 0,2 ml 0,1 M Thr-OMe i N,N-dimethyl-
acetamid oplgses insulinet. Blandingen afkgles til 12°C, og
der tilszttes 2 mg trypsin i 0,025 ml 0,05 M kalciumacetat.
Efter 24 timer ved 12°C viser HPLC-analysen en 42%'s omdan-

nelse af svineinsulin til (Thr—OMe)B30—h-In.
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Eksempel 31

2 mg kanininsulin opleses i 0,135 ml 4,45 M eddike-
syre. Der tilsettes 0,24 ml 1,67 M Thr-OMe i N,N-dimethyl-
acetamid efterfulgt af tilsatring af 1,25 mg trypsin i 0,025
ml 0,05 M kalciumacetat. Blandingen opbevares ved 37°C i 4
timer. Analyse ved HPLC viser en 88%'s omdannelse af kanin-
insulin til (Thr-OMe)B3O
svineinsulin fra HPLC-kolonnen, idet forholdet mellem elue-
B30 p_1n er 0,72.

-h-In. Kanininsulin eluerer for
ringsrumfanget for kanininsulin og (Thr-OMe)

Eksempel 32

l-ArgB32-insulin)

2 mg svinediarginininsulin (ArgB3
oplgses i 0,135 ml 4,45 M eddikesyre. Der tilsattes 0,24 ml
1,67 M Thr-OMe i N,N-dimethylacetamid efterfulgt af tilsat-
ning af 1,25 mg trypsin i 0,025 ml 0,05 M kalciumacetat.
Blandingen opbevares ved 37°C i 4 timer. HPLC-analyse viser
B30_h_

In. Diarginininsulin eluerer fpr svineinsulin fra HPLC-kolon-

en 91%'s omdannelse af diarginininsulin til (Thr-OMe)

nen, idet forholdet mellem elueringsrumfanget for diarginin-
insulin og (Thr—OMe)B30—h—In er 0,50.
Eksempel 33

2 mg "svinemellemprodukter" (dvs. blanding af desdi-

62—Arg63)proinsu1in og desdipeptid-(Arg3l—

peptid-(Lys
Arg32)proinsulin) omszttes pd analog mdde som beskrevet i

eksempel 32. HPLC-analyse viser 88% (Thr-OMe)B30—h—In.
Eksempel 34
20 mg svineinsulin oplgses i 0,1 ml 2 M eddikesyre.

Der tilszttes 0,2 ml 2 M Thr-OMe i N,N-dimethylacetamid, og
blandingen afkgles til -18°C. Der tilsattes 2 mg trypsin op-
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lgst i 0,025 ml 0,05 M kalciumacetat, og blandingen opbevares
i 120 timer ved -18°C. HPLC-analyse viser, at omdannelsen til

(Thr-OMe)B30-h—In er 83%.

Eksempel 35

Den i eksempel 34 angivne fremgangsmade gentages med
det forbehold, at omsatningen udfgres ved 50°C i 4 timer.
HPLC-analyse viser, at omdannelsen til (Thr-OMe)B30—h—In er

23%.
Eksempel 36

20 mg svineinsulin oplseses i 0,1 ml 3 M eddikesyre.
Der tilszttes 0,3 ml 0,33 M Thr-O(CHz)Z-Soz—CH3,CH3COOH
(threonin-2-(methylsulfonyl)ethylesterhydroacetat) i N,N-
dimethylacetamid. Blandingen afkeles til 12°C, og der tilsat-
tes 2 mg trypsin i 0,025 ml 0,05 M kalciumacetat. HPLC viser
efter 24 timer ved 12°C en 77%'s omdannelse til (Thr-
O(CH -S0 -CH3)B30-h—In. Produktet eluerer omtrentligt ved

212750, 30
positionen for (Thr-OMe) ~h-In.

Eksempel 37

20 mg svineinsulin oplgses i 0,1 ml 10 M eddikesyre.
Der tilsazttes 0,2 ml 2 M Thr-OEt (Et er ethyl) i N,N-
dimethylacetamid, og blandingen afkgles til 12°C. Der til-
settes 2 mg trypsin i 0,025 ml 0,05 M kalciumacetat. HPLC

viser efter 24 timer ved 12°C en 75%'s omdannelse til (Thr-

OEt)B30-h-In_ Produktet eluerer i en position lige efter
(Thr—OMe)B30-h-In.
Eksempel 38

20 mg svineinsulin oplgses i 0,1 ml 6 M eddikesyre.
Der tilsattes 0,3 ml 0,67 M Thr(But)-OBut i N,N-dimethyl-
acetamid. Blandingen afkgles til 12°C, og der tilszttes 2 mg
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_25_

trypsin i 0,025 ml 0,05 M kalciumacetat. Efter 24 timer ved
12°C er omdannelsen til (Thr(But)—OBut)B30-h~In 77%. Produk-
tet elueres fra HPLC-kolonnen under anvendelse af en gradient

i acetonitril fra 27% til 40%.
Eksempel 39

20 mg svineinsulin oplgses i 0,1 ml 4 M eddikesyre.
Der tilsattes 0,2 ml 1,5 M Thr-OMe oplgést i tetrahydrofuran,
og blandingen afkgples til 12°C. Der tilsattes 2 mg trypsin
oplest i 0,025 ml 0,05 M kalciumacetat. Efter 4 timer ved
12°C viser HPLC-analyse en omdannelse til (Thr—OMe)B30—h-In

pa 75%.
Eksempel 40

20 mg svineinsulin oplgses i 0,1 ml 4 M eddikesyre.
Der tilsszttes 0,8 ml 2 M Thr-OMe oplgst i 1,2-ethandiol, og
blandingen afkeles til 12°C. Der tilsezttes 2 mg trypsin op-
lgst i 0,025 ml 0,05 M kalciumacetat. Efter 4 timer ved 12°C
viser HPLC-analyse en omdannelse til (Thr—OMe)B30—h-In pa

48%.
Eksempel 41

20 mg svineinsulin oplgses i 0,1 ml 4 M eddikesyre.
Der tilszttes 0,2 ml 2 M Thr-OMe oplgst i ethanol, og blan-
dingen afkeles til 12°C. Der tilsettes 2 mg trypsin oplest i
0,025 ml 0,05 M kalciumacetat, og omsztningen udfgres i 4
timer ved 12°C. HPLC-analyse viser en 46%'s omdannelse til

(Thr—OMe)BBO—h—In.
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Eksempel 42

20 mg svineinsulin oplgses i 0,1 ml 4 M eddikesyre.
Der tilszttes 0,2 ml 2 M Thr-OMe i acetone, og blandingen af-
koles til 12°C. Der tilsmttes 2 mg trypsin oplgst i 0,025 ml
0,05 ml kalciumacetat. Efter 4 timer ved 12°C viser HPLC-ana-

lyse en omdannelse til (Thr-OMe)B30—h-In pa 48%.

PATENTKRAV:

1. Fremgangsmdde til fremstilling af humaninsulin
eller threoninB3oestere af humaninsulin eller et salt eller
kompleks deraf, kendeteénet ved, at en insulinforbindelse
med den almene formel I og forskellig fra humaninsulin eller

flere forbindelser med den almene formel I

Rl-(1---A---21)
I | 2 (1)
(1~--B~--29)-R
hvor -(1---A---21)
o
(1---B-—--29)-
B30, . . . Al
betegner human-des(Thr yinsulindelen, hvori Gly er for-
bundet med substituenten betegnet Rl, og LysB29 er forbundet

med substituenten betegnet R2, R2 betegner en aminosyre el-
ler en peptidkede indeholdende hgjst 36 aminosyrer, og Rl
betegner hydrogen eller en gruppe med den almene formel
R3-X—, hvor X betegner arginin eller lysin, og R3 betegner
en peptidkade indeholdende hgjst 35 aminosyrer, eller R2
sammen med R3 betegner en peptidkade indeholdende hgjst 35
aminosyrer, med det forbehold, at antallet af aminosyrer,

som er til stede i Rl

og Rz, er mindre end 37, eller et salt
eller kompleks deraf, som kan omdannes dertil, transpeptide-~

res med en L-threoninester med den almene formel IT
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Thr(RS)-OR4 (1I1)

4 betegner en carboxylbeskyttelsesgruppe, og R5 be-

hvor R
tegner hydrogen eller en hydroxylbeskyttelsesgruppe, eller
et salt deraf i en blanding af vand, et vandblandbart, orga-
nisk oplgsningsmiddel og trypsin, hvorhos indholdet af vand
i reaktionsblandingen er under 50% (rumfang/rumfang), og re-
aktionstemperaturen er under 50°C, og der eventuelt er en
syre til stede, hvorefter den resulterende threoninB3oester
af humaninsulin om gnsket spaltes.

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, kendetegnet ved,
at koncentrationen af L-threoninester i reaktionsblandingen
overstiger 0,1 molar, og at reaktionsblandingen indeholder
fra 0 til 10 ®kvivalenter af en syre pr. akvivalent L-threo-
ninester.

3. Fremgangsmdde ifglge et hvilket som helst af de
foregdende krav, kendetegent ved, at insulinforbindelsen er
af svineoprindelse.

4. Fremgangsmade ifglge krav 3, kendetegnet ved,
at der som insulinforbindelse anvendes relativt rdt insulin.

5. Fremgangsmdde ifplge et hvilket som helst af de
foregédende krav, kendetegnet ved, at reaktionstemperaturen
er under 37°C, fortrinsvis under stuetemperatur, og over
0°cC.

6. Fremgangsmdde ifglge et hvilket som helst af de
foregdende krav, kendetegnet ved, at indholdet af vand i
reaktionsblandingen er mellem 43 og 10% (rumfang/rumfang).

7. Fremgangsmdde ifgplge krav 6, kendetegnet ved,
at indholdet af vand i reaktionsblandingen er mellem 43 og
20% (rumfang/rumfang).

8. Fremgangsmdde ifglge et hvilket som helst af
kravene 1 - 5, kendetegnet ved, at insulinforbindelsen er
svineinsulin, at L-threoninesteren er Thr-OMe eller
Thr-OBut, at det vandblandbare, organiske oplgsningsmiddel
er N,N-dimethylformamid eller N,N-dimethylacetamid, at reak-
tionstemperaturen er ca. 37°C, at indholdet af vand i reak-

tionsblandingen er mellem 41 og 43%, at vagtforholdet mellem
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trypsin og insulinforbindelsen er ca. 1:8, at molforholdet
mellem L-threoninesteren og insulinforbindelsen er ca.
120:1, og at der er tilsat mellem 1,2 og 1,5 zkvivalenter

eddikesyre pr. @kvivalent L-threoninester.
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