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(57) Sammendrag:
Humaninsulin fremstilles semi-gyntetisk ved anvendelse af

en ny metode, der omfatter fremstilling af et modificeret
humaninsulin med den almene formel

o]
des (B30) tnsulin-N-cH-c?” -r!
HE—CH3
=R
hyori R = H eller en enzymatisk fraskillelig sukkerrest el-
ler en ester deraf, og Rl = en enzymatisk fraskillelig suk-
kerrest eller en ester deraf eller en aminosyre eller et
peptid eller et amid eller ester af sidstnazvnte to, eller
R1 = OH, hvis R ¥ H, efterfulgt af enzymatisk fjernelse af
de modificerende grupper R og/eller Rl til dannelse af human-
tnsulin.
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Den foreliggende opfindelse angir en sarlig fremgangsmade til semisyntetisk fremstil-
ling af humaninsulin, som gir ud fra et hidtil ukendt modificeret humaninsulin og pifel-
gende enzymatisk fjernelse af de modificerende grupper til dannelse af humaninsulin,

samt hidtil ukendte mellemprodukter til brug ved denne fremgangsmade.

Hypoglykami som felge af insulinmangel i blodet (diabetes mellitus) kan behandles ved
at administrere insulin, f.eks. ved injektion eller ved hjzlp af en doseringspumpe.
Specielt anvendes der til dette formal insulin isoleret af pancreas fra dyr, sdsom svin

eller kvag.

Insulinpraparater af denne art har antigenisk virkning eller allergenisk virkning i visse
tilfzlde. Dette kan delvis skyldes tilstedevarelsen af urenheder (f.eks. proinsulin, parti-
elle dekomponeringsprodukter deraf, arginin-insulin, insulin-ethylester, monodeamino-
insulin eller insulinaggregater). Desuden kan den antigeniske virkning ogs3 vedrere
strukturelle forskelle mellem animalske insulintyper og humaninsulin, som bevirker, at
proteinet fremkommet af dyr afvises af det menneskelige legeme. Svineinsulin og hu-
maninsulin adskiller sig f.eks. ved én aminosyre, nemlig aminosyren med endestillet
carboxy i den sikaldte B-kade. Denne sikaldte B30 aminosyre er alanin i svineinsulin,
men threonin i humaninsulin. Svineinsulin kunne derfor omdannes til humaninsulin ved
at erstatte denne B30 aminosyre med threonin, og der kendes forskellige fremgangsma-

der til at gere dette.

Nazsten alle kendte metoder begynder naturligvis med at fjerne B30 aminosyren: Hvor
det drejer sig om svineinsulin bliver alaninet derfor fiernet. Dette frembringer
des(B30)insulin, ofte ogsA kaldet des(Ala)insulin eller kort DAL Til pafelgende proces-
ser kendes flere alternative metoder, som forer til dannelsen af humaninsulin. Disse er
baseret pa enzymatisk eller ikke-enzymatisk binding af threonin, hvor carboxylgruppen
beskyttes, f.eks. med en ester, til des(B30)insulin. Den beskyttende gruppe skal fjernes
efter threoninbindingen. En almindeligt anvendt beskyttende gruppe er en tertizr butoxy-

gruppe. Ret drastiske betingelser er nedvendige for at fjerne denne, iszr en ekstrem pH-
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vardi, som ogsé pavirker den resterende del af insulinmolekylet. Som folge heraf opstér
partielle nedbrydningsprodukter af insulin, som er praktisk taget umulige at separere fra
det enskede produkt, nemlig humaninsulin. Der fis derfor et meget urent insulinpra-
parat. Rensningen udger ogs4 et betydeligt problem p4 et tidligere stadium med adskillel-
se af det reagerede og ureagerede des(B30)insulin fra reaktionsblandingen, hvori threo-
ninbindingen er udfert. Disse adskillelser giver et utilstrzkkeligt rent materiale, iszr ved

fremstilling i stor malestok, undtagen pa bekostning af meget store tab.

Fra EP-A1-0 045 187 kendes en fremgangsmade til fremstilling af humaninsulin ved
transpeptidering af svineinsulin med et threonin-derivat omfattende en szdvanlig beskyt-
tende gruppe efterfulgt af enzymatisk fjernelse af den beskyttende gruppe. Denne kendte
fremgangsméde forer imidlertid til et udbytte af insulin, der ikke er s4 hajt som udbyttet,
der opnas ifelge US patent nr. 4.320.196, jvf. Breddam et al., "Carboxypeptidase Y
Catalyzed C-terminal Modification in the B-chain of Porcine Insulin”, Carlsberg Res.
Commun. 46, 361-372 (1981). Dette sidstnzvnte udbytte er imidlertid kun 43% huma-

ninsulin med en renhed pi 77% (og det ferstnzvnte siledes endnu mindre).

I modsatning til den kendte fremgangsmade, hvor man fremstiller humaninsulin ved at
fraspalte en aminosyre fra des(b30)insulin-thr-thr-NH, ved hjzlp af en carboxypeptidase,
har det vist sig, at man kan opni et overraskende hejt udbytte af humaninsulin, nir man
fraspalter diphenylgruppen fra des(b30)insulin-thr-phe-phe ved hjelp af carboxypepti-
dase A. Man opnir tilmed et meget rent produkt, uden at det er nedvendigt at foretage

mange separationer og rensninger, som reducerer udbyttet.

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen er ejendommelig ved, at man fra et modificret

humaninsulin med den almene formel 1
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/O
des (B30) insulin-N'-cH ¢ -r! (1)
-R
hvori
R = H eller en enzymatisk fraspaltelig sukkerrest eller en ester deraf, og
R'= phe, phe-phe eller phe-phe-phe,

ved anvendelse af carboxypeptidase A enzymatisk fraspalter phe, phe-phe eller phe-phe-

phe, hvorefter man isolerer human-insulin fra mediet.

Det modificerede humaninsulin, som er vist ved formlen I, kan bekvemt fremstilles ved,

at man til des(B30)insulin binder forbindelsen II

0
i
HN-¢7-C “R (I1)
HE~CH,
O-R

eller ved, at man til des(B29,B30)insulin binder forbindelsen III

( -CH
-R

Hy)y
NH

3

0
H,N- H—c¢/¢ -NHo H—c4¢¢o -r! (II1I)
oyl
2.

hvori R og R' i begge forbindelser har den ovenfor beskrevne betydning.
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Des(B30)insulin kan fremstilles separat ved behandling af animalsk insulin, som bortset
fra B30-aminosyren pa alle punkter er identisk med humaninsulin, med et egnet enzym,
f.eks. med carboxypeptidase A eller med lysylendopeptidase fra Achromobacter lyticus.
En des(B30)insulinrest kan dog fremstilles in situ, i hvilket tilfzlde fjernelsen af B30-
aminosyren og bindingen af forbindelsen IT opnis ved en sdkaldt transpeptidasereaktion

med et enkelt enzym, f.eks. trypsin.

Des(B29,B30)insulin kan ligeledes fremstilles ud fra et egnet animalsk insulin under

anvendelse af en peptidase, der specifikt spalter prolin-lysin-peptidbindingen.

Forbindelsen II kan bindes til B29-lysin i det tidligere fremstillede des(B30)insulin,
f.eks. ved hjelp af trypsin eller med ethvert andet enzym med trypsin-lignende virkning,
sdsom lysylendopeptidase. Bererbundne enzymer kan anvendes, i hvilket tilfzlde enzy-
met og oplesningen med modificeret insulin blot kan adskilles, efter at reaktionen er

afsluttet.

Den covalente binding mellem gruppen R og/eller R' og humaninsulinet skal kunne

brydes enzymatisk.
Denne betingelse bestemmer i vidt omfang valget af gruppen R og/eller R'.

Sukkerarter, der kan anvendes ifolge opfindelsen som gruppen R, er mono-, di- eller
polysacchariderne. Iser foretrzkkes mono- og disaccharider, sdsom glucose, fructose,
mannose, galactose, sucrose, maltose og lactose. Pa grund af deres stzrkt pol@re karak-
ter har sukkerarter bundet til insulin en meget gunstig virkning pa adskillelse og rensning

af proteinet.

For at fremstille humaninsulinet skal residualgrupperne R og/eller R' fjernes enzymatisk

fra det modificerede humane insulin med den almene formel 1. Valget af residualgruppe
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bestemmer hvilket enzym eller hvilken kombination af enzymer, der er egnet til dette
formal.

Gruppen R fraspaltes ved hjzlp af carboxypeptidase A. En carboxypeptidase er en
exopeptidase, der kan fjerne en aminosyre, den ene efter den anden, fra peptidkeden
begyndende med det endestillede carboxy, og som udviser przference for bestemte

aminosyrer.

Carboxypeptidase A (CPA) fraspalter hydrofobe aminosyrer, herunder iszr mono-, di-

og trimeren af phenylalanin.

Opfindelsen angar endvidere de modificerede humaninsuliner med den almene formel
I, hvor R=H.

Opfindelsen illustreres nzrmere ved de felgende eksempler.

I de felgende eksempler anvendes i hvert tilfzlde som grundlag des(B30)insulin fremstil-
let af svineinsulin efter fremgangsmaden, der er beskrevet af E.W. Schmitt m.fl. (Hoppe
Seyler's Z. Physiol. Chemie 359, 799 (1978), det sikaldte des(Ala)insulin (DAD).
Eksem -

Binding af di- og tripeptider til DA]

Bindingen foretages med forskellige substrater (di- og tripeptider og HCl-salt af tripep-
tid) med forskellige enzymsystemer (trypsin og barerbundet trypsin og lysylendopepti-

dase).

Disse bindinger foretages som felger:
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(a) Etbuffermedium sammensattes af
- 1:1 blanding af dimethylformamid og ethanol
(= den sikaldte organiske fraktion) og

- en vis mzngde tris-HCl-buffer med en koncentration p 0,5 mol liter”.

(b) En afvejet mangde substrat opleses i dette buffermedium sammen med en mangde
DAI

(c) Denne blanding hzves til den enskede pH-vardi ved hjlp af koncentreret NaOH

(1 mol liter™).

(d) Der tilszttes en mangde bindingsenzym, hvorefter bindingsreaktionen begynder og

fortszttes ved 37°C.
(e) Efter afslutning af reaktionsperioden fraskilles reaktionsproduktet chromatografisk,
hvorefter udbyttet af bindingsproduktet bestemmes af chromatogrammet og udtryk-

kes som en procentdel af den teoretiske vardi.

Reaktionsbetingelserne og udbyttet for eksemplerne I-VI fremgar af tabel 1.
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Jabe] 1
Eks. nr.
I II IIT Iv A" VI
betingelser
koncentraiion
DAI (g.1%%) 67,1 66,6 13,6 25,2 32,2 32,2
substrat thr-phe | thr-phe thr-phe | thr-phe|thr-phe| thr-phe
phe phe~HC1| phe~HC1| phe
koncentrftion
(mol. 174) 0,176 | 0,175 0,067 0,037 {0,047 0,025
~1
enzym (g.l 7);
trypsin: 2,7 5
trypsin
siliciumdioxid: 808 157 157
lysylendo-
peptidase 77
siliciumdioxid
medium (%
organisk 60 60 67 60 60 60
fraktion) _
pH 6,2 6,5 6,5 6,3 6,5 6,5
reaktionstid
(timer) 1/3 1 7/12 48 3 3
udbytte
(¢ af teoretisk)] 53 28 54 38 27 16
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Eksempel VII

rafisk adskillel indings k

Der er foretaget en sammenligning mellem den chromatografiske opfersel af peptidbun-

det DAI og opferslen af esterbundet DAI.

Til dette formal fremstiliedes bindingsprodukterne af DAI med thr-O-methy!, thr-O-tBu,
thr-phe-O-methyl og thr-phe-phe pd den made, der er beskrevet i eksempel I-VI.

Bindingsbetingelserne var: DAI-koncentration 14 g liter”, 0,06 mol liter” substrat, 2,5
liter! trypsin, 67% organisk fraktion i medium med pH 6,4 og en reaktionsperiode pi
1/2 time.

Bindingsprodukterne blev fraskilt pd en analytisk HPLC-sejle, og retentionsvaerdierne
(Rf) bestemt. Resultaterne af denne fraskillelse fremgr af tabel 2 som forskellen mellem

retentionsvardien af bindingsprodukterne og af DAI (ARf).

Tabel 2
Koblet til DAI AREF (sek.)
thr-O-methyl 220
thr-O-tBu 1000
thr-phe-O-methyl 1400
thr-phe-phe 1700
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Eksempel VII]

Emm&mm@p;mmmmmmm

Efter fraskillelse af uvomdannet DAl og bindingsprodukt DAI-thr-phe-phe pA en hydrofob
sejle fremkom en fraktion p4 23 ml, som indeholdt 0,85 mg ml" bindingsprodukt. Dette
bindingsprodukt blev frysetarret og derpa oplest i 0,2 mol liter’ ammoniumbicarbonat-
buffer, pH 8,5, til en slutkoncentration p4 ca. 2,8 mg ml”. Til denne oplesning blev sat
2 pl carboxypeptidase A (2,3 E). Reaktionen blev standset efter 30 minutter ved tilsat-
ning af et lige s stort volumen 0,5 mol liter? citronsyre. Materialet blev s4 krystalli-

seret.

En undersagelse viste, at bindingsproduktet var blevet fuldstzndigt omdannet til huma-
ninsulin som pAvist ved hjzlp af aminosyreanalyse. Efter krystallisation kunne der ikke
pavises andre aminosyrer end phenylalanin i supernatanten ved hjzlp af aminosyreana-
lyse.
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PATENTKRAYV

1. Fremgangsmide til semisyntetisk fremstilling af humaninsulin, kende -

tegnet ved, at man fra et modificeret humaninsulin med den almene formel I

A1

des (B30) 1nsu11n-N“-I -C -R

- M
H CH3
-R
hvori
R = H eller en enzymatisk fraspaltelig sukkerrest eller en ester deraf, og
R' = phe, phe-phe eller phe-phe-phe,

ved anvendelse af carboxypeptidase A enzymatisk fraspalter phe, phe-phe eller phe-phe-

phe, hvorefter man isolerer humaninsulin fra mediet.

2. Fremgangsmide til semisyntetisk fremstilling af humaninsulin ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at man til des(B30)insulin eller en des(B30)insulinrest binder

forbindelsen

hvori R og R' har de i krav 1 anferte betydninger, hvorefter man ved anvendelse af
carboxypeptidase A enzymatisk fraspalter phe, phe-phe eller phe-phe-phe og isolerer

humaninsulin fra mediet.
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3. Fremgangsmide til semisyntetisk fremstilling af humaninsulin ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at man til des(B29,B30)insulin binder forbindelsen

0 0
/
HZN—?H—C/ wH-cH_c” gl
NH, R

hvori R og R' har de i krav 1 anferte betydninger, hvorefier man ved anvendelse af
carboxypeptidase A enzymatisk fraspalter phe, phe-phe eller phe-phe-phe og isolerer
5 humaninsulin fra mediet.

4. Fremgangsmade ifelge ethvert af kravene 1-3, kendetegnet ved, atRer H.

5. Modificeret humaninsulin til brug ved fremgangsmaden ifelge krav 1, ke nd e -

tegnet ved, at det har formlen
H

des (B30) insulin-NH—E -<Z R

hvor R' er phe, phe-phe eller phe-phe-phe.
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