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Ved en fremgangsmide til fremstilling af et B30-threonin-insu-
lin et des-B30-insulin med en over gde threonin-

derivat i narvasrelse af et enzym, som specifikt virker pd basisamino-
syrecarbonylet i peptidbindinger.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsméade til fremstil-
ling af et B30-threonin-insulin, herunder human insulin.

(nsulin er et uundvarligt legemiddel til behandling af diabetes.
Okse-og svineinsulin kan i gjeblikket f8s i handelen. Disse insuliner
afviger imidlertid fra human insulin ved nogle 3 aminosyrekomponen-
ter, som bevirker danneise af antistof i patiehter‘. Antistoffet vides
at formindske effektiviteten af videre insulinbehandling. Human in-
sulin er derfor mere gunstigt, og der har vearet et sterkt gnske om
at kunne f3 det i handelen. Human insulin afviger fra andre animal-
ske insuliner ved aminosyrekomponenterne i stillingerne 8, 9 og 10 i
A-kaeden og i B-kedens 30-stilling. Den foreliggende opfindelse til-
vejebringer en fremgangsmade til erstatning af aminosyren i 30-stil-
lingen i et animalsk insulins B-kade med L-threonin. Human insulin
kan fglgelig let fremstilles ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen
ved som udgangsmateriale at anvende svineinsulin. Svineinsulin af-
viger fra human insulin ved aminosyren i B30-stillingen. Human insu-
lin opn&et p8 denne mdde kan med fordel anvendes til behandling af
diabetes patienter. Opfindelsen tilvejebringer desuden andre B30-
-threonin-insuliner ved anvendelse af andre animalske insuliner som
udgangspunkt. De resulterende insuliner afviger fra human insulin
ved aminosyrer i A-kadens 8-, 9- og 10-stilling, og de kan anven-
des som reagenser til prgver for antigenicitet og som diabetes leege-
midler.

Human insulin er blevet fremstillet kemisk af M.A. Ruttenberg
som vist i U.S.A. patentskrift nr. 3.903.068 og af R. Obermeier et
al. som beskrevet i Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem., 357, 759-767
(1976). Disse fremgangsmader omfatter kondensation af et desocta-
peptid-(B23-30)-svineinsulin med et syntetisk octapeptid, der svarer
til stillingerne B23-30 i human insulin. Den fgrste fremgangsméade
omfatter imidlertid alkalisk hydrolyse, som ledsages af uheldige bi-
reaktioner. Sidstnavnte fremgangsmide er ogsd en ikke-specifik om-
s@tning, som bevirker mange bireaktioner og kraver komplicerede

- rensningsprocedurer. Disse fremgangsmader kan derfor ikke anven-

des i industriel malestok.
M. Bodanszky et al. tilvejebringer i U.S.A. patentskrift nr.
3.276.967 en fremgangsmade til fremstilling af human insulin, ved

hvilken human insulin fremstilles ud fra andre animalske insuliner
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ved indvirkning af et enzym, s8som carboxypeptidase A eller tryp-
sin, i narverelse af threonin. Det er ikke sandsynligt, at denne
fremgangsmade vil frembringe human insulin, fordi trypsin og carbo-
Xypeptidase A ikke kun hydrolyserer lysyl-alaninpeptidbindingen
(B29-B30), men ogsd andre positioner i insulin under de i patent-
skriftet beskrevne betingelser. Trypsin hydrolyserer fortrinsvis ar-
ginyl-glycinpeptidbindingen (B22-B23) frem for lysyl-alaninbindingen
(B29-B30). Carboxypeptidase A kan ikke friggre alaninen ved B-ka-
dens C-terminal alene uden at friggre asparagin ved A-kadens C-ter-
minal. En speciel betingeise, dvs. omsztning i en ammoniumhydrogen-
carbonatpufferoplgsning, er ngdvendig for at forhindre asparaginfri-
ggrelsen. Denne betingelse blev opdaget i 1978 (Hoppe-Seyler's Z.
Physiol. Chem., 358, 799-802 (1978)). Desuden kan peptidsyntese
nappe finde sted, fordi hydrolysen sker hurtigere end syntesen i
denne tilstand.

Det konkluderes derfor, at der indtil nu ikke har varet nogen
industriel tilgengelig fremgangsméde til fremstilling af human insulin.

Den foreliggende opfindelse kan imidlertid tilvejebringe human
insulin i kommerciel madlestok. Fremgangsm&den ifgige opfindelsen til
fremstilling af et B30-threonin-insulin er ejendommelig ved, at man
omseetter et des-B30-insulin (herefter betegnet forbindelse 11) med
et overskud af et L-threoninderivat (herefter betegnet forbindelse
1) med den almene formel:

Thr(R1)(R%)

hvori Thr st3r for en L-threoninrest, R1 er hydrogen eiler en hydro-
xybeskyttende gruppe, og R2 er en carboxylbeskyttende gruppe, i
nerverelse af trypsin eller et trypsinlignende enzym og i en reak-
tionsblanding med en pH-vardi pd ca. 5-9 og en temperatur p§ ca.
0-50°C og indeholdende et vandblandbart organisk oplgsningsmiddel,
hvorpd den eller de beskyttende grupper fjernes. Denne fremgangs-
méde frembyder mange fordele. Det er en specifik omsztning, som
ikke ledsages af nogen ugunstig bireaktion, s8som racemisering.
Desuden kan uomsatte udgangsmaterialer let genvindes uden at vaere
gdelagt, og de kan genanvendes. Fremgangsmaden benytter et over-
skud af et L-threoninderivat. Overskudet af threoninderivatet hin-
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drer brydning af arginincarbonylbindingen i B-kadens 22-stilling,
selv om denne binding sadvanligvis spaltes med trypsin. Den be-
skyttelse af argininresten, som er ufravigelig ved sadvanlig enzy-
matisk omsatning, er fglgelig ikke ngdvendig ved denne fremgangs-
made.

Forbindelse Il kan fremstilles ved omsaetning af forskellige ani-
malske insuliner (f.eks. svine-, kvag-, h\)al-, fare-, kanin-, fiske-,
abeinsulin, og lignende) med carboxypeptidase A som beskrevet af
E.W. Shimitt et al. i Hoppe-Seyler's Z. Physiol.Chem., 359, 799
(1978). Det kan ogs8 fremstilles ved anvendelse af en protease frem-
stillet af Achromobacter lyticus. Proteasen har en specificitet over
for lysin og spalter specifikt lysincarbonylbindingen i peptidbindinger.
Isolering og karakteristika er beskrevet af Masaki et al. i Agric.Biol.
Chem., 42, 1443 (1978). Enzymet kaldes Protease |. Fremstillingen
af des-B30-svineinsulin er beskrevet i Biochem.Biophys.Res.Commun.
92, 396-402 (1980) og japansk offentligggrelsesskrift 54-135789. Des-
-B30-insuliner af andre dyreinsuliner kan fremstilles pd samme made.

Forbindeise I's hydroxygruppe kan vare beskyttet eller ej. Beg-
ge forbindelser kan benyttes ved omsatningen. Den beskyttende
gruppe, som anvendes, udvalges blandt vilkdrlige af de hydroxybe-
skyttende grupper, der i almindelighed anvendes ved peptidsyntese,
sdsom t-butyl, benzyl, acetyl og lignende. Forbindelse I's carboxyl-
gruppe skal vare beskyttet, og der kan anvendes en hvilken som
helst af de ved peptidsyntese anvendte carboxylbeskyttende grupper,
f.eks. i form af alkylestere (f.eks. t-butylestere), aralkylestere
(f.eks. benzylester), amid, substituerede amider (f.eks. anilid), salte
(f.eks. natrium), osv.

En beskyttende gruppe bgr udvelges under hensyntagen til
indfgrings- og fjernelsesomsatningernes indvirkning pé& insulin, da
omsztningerne kan resultere i denaturering eller inaktivering af in-
sulinet. Hvis en hydroxybeskyttende gruppe og en carboxylbeskyt-
tende gruppe for threoninresten udvelges hensigtsmeessigt, er én
fjernelsesprocedure tilstrakkelig til at fjerne begge de beskyttende
grupper. Beskyttende grupper, der anvendes ved peptidsyntese, er
beskrevet narmere af M. BodanszKy et al. i Peptide Synthesis, 2.
udgave (1976) udgivet af John Wiley & Sons.
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Det ved fremgangsmaden anvendte enzym indbefatter enzymer,
der kan f3s fra forskellige planter og dyr. Som tidligere navnt ud-
fgres omsatningen i narvearelse af trypsin eller et trypsinlignende
enzym. Til illustration af trypsinlignende enzymer kan neavnes sadan-
ne enzymer, som den af Morihara et al. isolerede protease, Arch.
Biochem. Biophys., 126, 971 (1968), og den af Yoshida et al. i FEBS
Lett., 15, 129 (1971) beskrevne protease. Enzymet, som skal anven-
des, kan behandles med tosyl-L-phenylalaninchlormethylketon (heref-
ter forkortet TPCK) til fjernelse af blandede enzymer, sdsom chymo-
trypsin og chymotrypsiniignende enzym.

Desuden er Protease |, der produceres af Achromobacter lyti-
cus M497-1, et trypsinlignende enzym og medregnet blandt enzymer-
ne, der kan anvendes. Protease | virker specifikt pd lysincarbonyl
i peptidbindinger, og dets isolering og karakteristika er beskrevet i
Agric. Biol. Chem., 42, 1443 (1978).

Kondensationen af forbindelse | med forbindelse Il gennemfgres
under betingelser, der er egnede til peptidsyntese med ovenst8ende
enzymer. Omsatningen gennemfgres séledes ved et pH pd ca. 5 til
9, fortrinsvis pH ca. 6 til 7. Omsatningstemperaturen er ca. 0-50°C,
fortrinsvis ca. 20-40°C. Det gnskes, at koncentrationen af sdvel for-

" bindelse | som forbindelse 11 er s& hgj som mulig. Det foretrukne

molforhold mellem forbindelse | og forbindelse 11 er ca. 5:1 til 1000:1,
iser ca. 25:1 til 200:1. Reaktionsblandingen indeholder som navnt

et vandblandbart organisk oplgsningsmiddel. Tilsatningen af organisk
oplgsningsmiddel senker reaktionsblandingens vandkoncentration,
hvilket resulterer i, at den omvendte reaktion, dvs. hydrolyse af
produktet hindres, og forgger ogsd bemarkelsesvardigt oplgseligheden
af forbindelserne | og |I. De organiske oplgsningsmidler til brug
herfor er f.eks. methanol, ethanol, dimethylformamid, dimethylsul-
foxid, glycerol, og lignende. De kan anvendes enkeltvis eller som

‘en blanding. Den foretrukne koncentration af det organiske oplgs-
ningsmiddel er ca. 0-65%, iser ca. 40-60% af reaktionsblandingen.

‘Den relative mangde af det organiske oplgsningsmiddel bgr bestem-

mes af udgangsmaterialernes oplgselighed, enzymets tilbgjelighed til
denaturering og dets hydrolyseaktivitet.

Reaktionsmediet kan udvalges blandt trishydroxymethylamino-
methan (herefter forkortet til tris), carbonat, boratpufferoplgsnin-
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ger, og lignende. Enzymkoncentrationen bestemmes i afhengighed af
koncentrationen af substrater og enzymaktiviteten. F.eks. anvendes
krystallinsk trypsinhandelsvare fortrinsvis i en koncentration fra
ca. 1 mg/ml til 10 mg/ml. Enzymet kan anvendes, som det er, eller
i fixeret form, sdsom i kombination med eller som inklusion i en uop-
Igselig baerer, sdsom cellulose, dextran (f.eks. "Sephadex"), agaro-
se (f.eks. "Sepharose"), polyacrylamidgel ("Bio-gel"), porgst glas,
og lignende.

Reaktionstiden er variabel og pavirkes af andre reaktionsbetin-
gelser. Omsatningen kan fortsattes, indti! substratet og produktet
kommer i ligeveegt. Det tager i almindelighed ca. 3 til 72 timer, og i
de fleste tilfzelde ca. 6 til 24 timer. 7

Insulinproduktet kan isoleres ved kombination af de sadvanlige
inden for peptidkemi anvendte metoder. Til illustration kan navnes
fglgende isoleringsfremgangsmade: Reaktionsblandingen underkastes
gelfiltrering til isolering og opsamling af uomsat forbindelse | og enzym.
Udvundet forbindelse | og enzym kan genanvendes. Den tilbageveae-
rende del underkastes passende kromatografi til isolering af opnaet
beskyttet insulin og uomsat des-B30-insulin. Sidstnavnte kan gen-
anvendes som forbindelse |l. Fgrstnavnte underkastes en omsztning
til fijernelse af den eller de beskyttende grupper.

Fjernelsen af den eller de beskyttende grupper gennemfgres pd
sedvanlig made, idet metoden dog skal udvelges i afhangighed af
den beskyttende gruppes egenskaber. En t-butylgruppe er et eksem-
pel pd en beskyttende gruppe for sdvel threoninens hydroxygruppe
som dens carboxylgruppe. Den kan fjernes ved behandiing med tri-
fluoreddikesyre i narvarelse af et kation-opfangningsmiddel, f.eks.
anisol. Som naevnt ovenfor bliver processen simpel, hvis en enkelt
behandling kan fjerne den hydroxybeskyttende og den carboxylbeskyt-
tende gruppe pad én gang, og den resulterer i godt udbytte. Nar
C-terminalen i det opndede insulin beskyttes med en anden ester, et
amid, substitueret amid eller salt, kan den beskyttende gruppe fjer-
nes ved passende hydrolyse- eller afsaltningsteknik. ,

Det ifglge opfindelsen fremstillede insulin er nyttigt til behand-
ling af diabetes og ogsd som reagens.

Det ifglge opfindelsen opndede insulin viser samme aktivitet til
senkning af blodsukkerniveau som okseinsulin i mus pa fglgende

made:
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Testmetode: Testforbindelsen oplgses i 0,01M saltsyre, og op-
Igsningen fortyndes til en passende koncentration (2,5 - 20 ug/ml)
med 20 til 60 gange fysiologisk saltoplgsning. Den resulterende op-
Igsning administreres intravengst i en mangde pad 0,1 ml/10 g legems-
veegt til DS mus, der har fastet i 5 timer. Blod udtages fra orbital
blodkar 45 minutter efter administreringen, og blodsukker méles ved
hjelp af glucose-oxidasemetoden under anvendelse af et i handelen

varende udstyr fremstillet af Boehringer Mannheim Corporation.

Tabel |
Insulinaktivitet

Test- _ Dosis Blodglucoseniveau
forbindelse (png/10 g legemsvaegt) (mg/dl)
Fysiologisk saltoplgsning - 12,2 +£7,3 1M
Semisyntetisk 0,25 80,2 £ 2,6 (2)
human insulin , 1 41,0 + 6,0 (3)
Okseinsulin 0,25 73,2 £ 1,5 (4)

1 41,0 £ 2,3 (5)

Note: (2)-(4), (3)-(5) ingen signifikant forékel. '

‘ Human insulin fremstillet ifglge opfindelsen kan administreres
til mennesker pd samme made som de pd markedet varende svine-
eller okseinsulinpraparater. Det kan anvendes til farmaceutiske prae-
parater pd sadvanlig m8de. F.eks. kan det udformes som en injicer-
bar oplgsning ved hjzlp af passende fremgangsméder, sdsom fremgangs-
mader til fremstilling af zinkkompleks med zinkchlorid, en pufret
oplgsning med en passende puffer, s8som natriumhydrogenphosphat,
natriumacetat,' og lignende, og en isotonisk oplgsning med natrium-
chlorid. Desuden kan der tilssttes passende antiseptiské midier. S&-
danne er f.eks. cresol, phenol, para-hydroxybenzoesyrealkylestere
(f.eks. methyl-, ethyl-, propyl-, butylestere, og lignende). Dose-
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ringen af den humane insulin er som for insulinpraparaterne pa& mar-
kedet.  Der kan s@ledes administreres ca. 1 til 100 enheder til vok-
snhe mennesker pr. dag, om end dosis afhaznger af, hvor alvorlig
diabetes lidelsen er.

De efterfgigende eksempler tjener til yderligere illustration og
beskrivelse af den foreliggende opfindelse. Forkortelserne har fgl-
gende betydning: Ala: alanin, Arg: arginin, Asp: asparaginsyre,
CysosH: cysteinsyre, Glu: glutaminsyre, Gly: glycin, His: histidin,
lle: isoleucin, Leu: leucin, Lys: lysin, Phe: phenylalanin, Pro: pro-
lin, Ser: serin, Thr: threonin, Tyr: tyrosin, Val: valin, Obut: t-

-butylesterrest.

Eksempel 1
(1) Desalanin-(B30)-svineinsulin

Til en oplgsning af svineinsulin (500 mg) i 0,1M ammoniumhy-
drogencarbonat (100 ml, pH 8,3) sattes krystallinsk carboxypepti~
dase A-(5 mg, Worthington Co., forbehandlet med diisopropylfiuor-
phosphat, 49 u/mg). Blandingen inkuberes ved stuetemperatur i 8

timer. Inkubationen afbrydes, nér alanin friggres i forhold pa
0,77M/1M insulin. Reaktionsblandingen lyofiliseres. Produktet opig-
ses i 0,5M eddikesyre og adsorberes pa en sgjle af "Sephadex G 50"
(3,5 x 95 cm) af yderst fine partikler. Sgjlen elueres med 0,5M ed-
dikesyre med en portion pa 11,5 ml pr. fraktion. Fraktion nr. 40-60
opsamles og lyofiliseres til frembringelse af den i overskriften anfgrte
forbindelse (460 mg). Udbyttet er 92%.

Produktet hydrolyseres til aminosyreanalyse med 6M saltsyre
ved 110°C i 24 timer, hvorved fglgende resultat f8s. De i parantes
viste tal er i hele beskrivelsen de teoretiske verdier.

Aminosyreanalyse: Lys 1,00 (1), His 1,91 (2), Arg 0,95 (1),
Asp 3,2l (3), Thr 2,09 (2), Ser 2,97 (3), Glu 7,35 (7), Gly 4,29
(4), Ala 1,26 (1), CysO3H 5,94 (6), val 3,86 (4), lle 1,55 (2), Leu
6,53 (6), Tyr 4,08 (4), Phe 3,22 (3), Pro 1,2 (1).

(2) [B30-Thr-OBut]-svineinsulin

Ovenstdende produkt (100 mg, 10 mM) og L-threonin-t-butyi-
ester (205 mg, 500 mM) oplgses i en blanding (1,05 mi) af ethanol
og dimethylformamid (1:7, vol./vol.) Til oplgsningen sattes en op-
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Igsning af krystallinsk trypsin (4 mg, Worthington Co., omkrystal-
liseret tre gange) i 0,5M boratpufferoplgsning (0,75 ml, pH 6,5) og
TPCK til en slutkoncentration pd 0,01 mM. Blandingen holdes natten
over ved 37°C. Produktet bekraftes med hp veaskekromatografi, og
det beregnede udbytte er 75%. Blandingen ggres sur med iseddike-
syre og underkastes gelfiltrering med en sgjle af "Sephadex G 50"
(4,2 x 130 cm) af yderst fine partikler, hvorved der fds tre frak-
tioner svarende til trypsin, det i overskriften anfgrte insulinderivat
og L-threonin-t-butylester. Malinger af enzymaktivitet og ninhydrin-
reaktion viser, at henholdsvis trypsin og L-threonin-t-butylester
genvindes 50%. .

Den fraktion, der indeholder insulinderivatet, lyofiliseres til
frembringelse af et rat pulver (89 mg) af den i overskriften anfgrte
forbindelse. Produktet fyldes ved 4°c pd en sgjle af "DEAE-Sepha-
dex A 25" (1,9 x 24,5 cm), som pd forhand er ligevaegtsindstillet
med 0,01M trispufferoplgsning (pH 7,6) og 7M urinstof. Sgjlen elu-
eres med ovenstiende pufferoplgsning (800 ml), og der frembringes
s& en linemr Na© gradient (til 0,3M NaCl), og der f8s en fraktion A

naer ved 0,08 til 0,09M koncentration og en fraktion B ner ved 0,13

- til 0,14M. Hver fraktion dialyseres gjeblikkeligt mod 0,01M ammonium-

acetat i 3 til 4 dage p8 et kgligt sted og lyofiliseres, hvorved der
f@s et pulver (35 mg) fra fraktion A og et pulver (27 mg) fra frak-

- tion B. Fgrstnaevnte identificeres som den i overskriften anfgrte for-

bindelse, og sidstnzvnte som en blanding af des-alanin-(B30)-svine-
insulin og intakt svineinsulin ved hp vaskekromatografi og polyacryl-
amidgelelektroforese.

(3) Human insulin
Trifluoreddikesyre (2 ml) med anisol (0,2 ml) szttes til det ovenfor
opndede produkt (30 mg), og blandingen holdes ved stuetemperatur
i 30 minutter. Trifluoreddikesyren fjernes under nitrogenatmosfare,
og blandingen ekstraheres med ether (15 ml) efter tiisstning af 1N
eddikesyre (2 ml) til flernelse af anisolen. Eddikesyrelaget lyofiliseres,
hvorved den i overskriften anfgrte forbindelse fas (28 mg). Udbyt-
tet er 43% beregnet ud fra udgangsforbindelsen i 77% renhed.
Produktet identificeres som den i overskriften anfgrte forbin-

delse ved aminosyreanalyse, "Slab" gelelektroforese og hp vaske-
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kromatografi. Aminosyreanalysen gennemfgres under samme betingel-
ser som i afsnit (1), og resultatet er som fgiger:

Aminosyreanalyse: Lys 1,00 (1), His 1,89 (2), Arg 0,87 (1),
Asp 3,32 (3), Thr 3,16 (3), Ser 2,99 (3), Glu 7,35 (7), Pro 1,29
(1), Gly 4,39 (4), Ala 1,26 (1), CysOzH 4,6.(6), val 3,93 (4), lle
1,61 (2), Leu 6,51 (6), Tyr 3,68 (4), Phe 3,19 (3).

Eksempel 2
(1) Desalanin-(B30)-okseinsulin

Til en oplgsning af okseinsulin (200 mg) i 0,1M ammoniumhy-

drogencarbonat (40 mi) sattes krystallinsk carboxypeptidase A (1,8
mg, 49 u/mg). Blandingen holdes natten over ved stuetemperatur

og lyofiliseres, hvorved der f3s et rat pulver (180 mg) af den i over-

‘skriften anfgrte forbindelse. Man forvisser sig om, at produktet be-

st8r af 78% af den i overskriften anfgrte forbindelse og 22% desaspa-

ragin-(A21)-desalanin-(B30)-insulin.

(2) [BSO-Thr‘-OBut]-okseinsulin

Det under afsnit (1) ovenfor opn8ede produkt (116 mg, 5 mM)
og L-threonin-t-butylester (448 mg, 500 mM) oplgses i en blanding
(2,4 ml) af ethanol og dimethyiformamid (1:1). Oplgsningen blandes
med 0,5M boratpufferoplgsning (1,6 ml, pH 7,0) indeholdende kry-
stallinsk trypsin (87,5 mg, 0,94 mM) og TPCK (0,27 mg, 0,2 mM)

og inkuberes natten over ved 37°%¢. Fremstillingen af den i overskrif-

ten anfgrte forbindelse bekraftes ved hp vaskekromatografi, og ud-
byttet beregnes til 80%.

Reaktionsblandingen behandles pa@ samme made som i eksempel 1
(2). Den resulterende fraktion A rekromatograferes for at fjerne
desasparagin-(A21)-desalanin-(B30)-insulin og behandles pa samme
made som i eksempel 1 (2), hvorved der f3s et rat pulver (63 mg).
Produktet identificeres som den i overskriften anfgrte forbindelse

ved hp veaskekromatografi og "Slab" gelelektroforese.

(3) [B30-Thr]-okseinsulin
Til produktet (63 mg) fra afsnit (2) ovenfor settes trifluoreddi-

kesyre (2 ml) med anisol (0,2 mi). Blandingen holdes ved stuetempe-

ratur i 30 minutter, behandles s8 pd samme mi3de som i eksempel 1
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(3) og lyofiliseres, hvorved der f3s den i overskriften anfgrte for-
bindelse (60 mg). Udbyttet er 66% beregnet ud fra udgangsforbindelsen
i 78% renhed.

Produktet identificeres ved hjzlp af [B30-Thr]-okseinsulin frem-
stillet p8 en anden méde, ved aminosyreanalyse, "Slab" gelelektroforese
og hp veeskekromatografi. Aminosyreanalysen gennemfgres under samme
betingelser som i eksempel 1 (1), og resultatet er som fgiger:

Aminosyreanalyse: Lys 1,00 (1), His 1,95 (2), Arg 0,98 (1),

Asp 3,00 (3), Thr 2,00 (2), Ser 2,83 (3), Glu (6,69 (7), Gly 4,06
(4), Ala 2,06 (2), CysO3H 5,38 (8), Val 4,45 (5), le 0,76 (1), Leu
6,14 (6), Tyr 3,92 (4), Phe 2,97 (3), Pro 1,20 (1).

Eksempel 3
&) [B30-Thr-OBut]-svineinsulin

Desalanin-(B30)-svineinsulin (100 mg, 10 mM) fremstillet ved
fremgangsmaden i eksempel 1 (1) og L-threonin-t-butylester (205
mg, 500 mM) oplgses i en blanding af (1,05 ml) af ethanol og dime-
thylformamid (1:1, vol./vol.). Oplgsningen blandes med en 0,5M borat-

pufferoplgsning (0,7 ml) og Protease | (0,35 mg) fremstillet med
Achromobacter lyticus M497-1 og inkuberes ved ved 37°%ci2 dage.
Reaktionsblandingen ggres sur med iseddikesyre og underkastes gel-
filtrering med en sgjle (4,2 x 130 cm) af "Sephadex G 50" med
yderst fine partikler til adskillelse i en enzymfraktion, en insulin-
fraktion og en threoninfraktion. Enzymet og L-threonin-t-butyleste-
ren genvindes mere end 50%. Insulinfraktionen lyofiliseres, hvorved
der f8s et rit pulver (83 mg). Pulveret underkastes sgjlekromatogra-
fi p8 samme made som i eksempel 1 (2), hvorved der f3s et pulver
(48 mg) fra fraktion A og et andet pulver (20 mg) fra fraktion B.
Fgrstnavnte identificeres som den i overskriften anfgrte forbindelse,
og sidstnavnte som en blanding af desalanin-(B30)-svineinsulin og

et kontamineret svineinsulin.

(2) Human insulin

Det ovenfor opndede produkt (40 mg) behandles med trifluor-
eddikesyre (2 ml) og aniso! (0,2 ml). Blandingen holdes ved stue-
temperatur i 30 minutter og behandles s8 p& samme m3de som i eks-

empel 1 (3), hvorved der f3s den i overskriften anfgrte forbindelse
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(37 mg). Udbyttet er 56% beregnet ud fra udgangsmaterialet i 76%
renhed.

Produktet identificeres som den i overskriften anfgrte forbin-
delse ved aminosyreanalyse, "Slab" gelelektroforese og hp veeske-
kromatografi. Aminosyreanalysen gennemfgres under samme betin-
gelser som i eksempel 1 (1), og resultatet er som fglger:

Aminosyreanalyse: Lys 1,00 (1), His 1,90 (2), Arg 0,93 (1),
Asp 3,21 (3), Thr 3,05 (3), Ser 2,99 (3), Giu 7,23 (7), Pro 1,25
(1), Gly 4,33 (4), Ala 1,25 (1), Vval 3,91 (4), lle 1,58 (2), Leu
6,51 (6), Tyr 3,66 (4), Phe 3,15 (3).

PATENTKRAV:

1. Fremgangsmade til fremstilling af et B30-threonin-insulin,
KENDETEGNET ved, at man omseatter et des-B30-insulin med et

overskud af et threoninderivat med den almene formel:
Thr(R1)(R?)

hvori Thr stir for en L-threoninrest, R1 er hydrogen eller en hy-
droxybeskyttende gruppe, og R2 er en carboxylbeskyttende gruppe,
i nerverelse af trypsin eller et trypsinlignende enzym og i en reak-
tionsblanding med en pH-verdi pd ca. 5-9 og en temperatur pd ca.
0-50°C og indeholdende et vandblandbart organisk oplgsningsmiddel,

hvorp8 den eller de beskyttende grupper fjernes.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at enzy-

met er trypsin.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at det

trypsinlignende enzym er Protease I.

4. Fremgangsmade ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at mol-
forholdet mellem L-threoninderivatet og des-B30-insulinet er 5:7 til
1000:1.

5. Fremgangsmide ifglge krav 4, KENDETEGNET ved, at mol-
forholdet er 25:1 til 200:1.
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6. Fremgangsméde ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at det
organiske oplgsningsmiddel er udvalgt blandt methanol, ethanol, di-

methylformamid, dimethylsulfoxid og glycerol.

7. Fremgangsmade ifglge krav 6, KENDETEGNET ved, at det
organiske oplgsningsmiddel er udvalgt blandt ethanol og dimethyi-

formamid.

8. Fremgangsmade ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at des-
B30-insulinet er des-B30-svineinsulin.

9. Fr‘émgangsmgde ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at des-

B30-insulinet er des-B30-okseinsulin.

10. Fremgangsméide ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at threo-
ninderivatet er L-threonin-t-butylester.

11. Fremgangsmade ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at om-
satningen gennemfgres ved pH 6 til 7.

_ 12. Fremgangsméade ifgige krav 1, KENDETEGNET ved, at om-
sztningen udfgres ved en temperatur pd 20 til a0°c.
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