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Valmgsas
Insuliinin tuottamismenetelmd

Mahdollisuuden my&td tuottaa proteiinituotteita
rekombinaatti-DNA-menetelmin ja erityisesti tdllaisen me-
netelmdn avulla tapahtuvaa insuliinin A-ketjun ja B-ketjun
tuottamisen mukana (katso Goeddet et al., Proc. Nat'l.
Acad. Sci. USA 76, 106-110 (1979)/ on suuresti lisiddn-
tynyt tarve saada tehokas A- ja B-ketjujen yhdistdmismene-
telmd insuliinin muodostamiseksi.

Aiempien tutkimusten mukaiset menetelmdt, joissa in-
suliinia tuotetaan yhdist&mdlld A- ja B-ketjuja, kdyttdvit
ldhtSaineina A- ja B-ketjuja niiden stabiilien S-sulfonaat-
tien muodossa. Yleensd A- ja B-ketjujen S-sulfonaatit, joko
erikseen tai yhdessd, pelkistetddn vastaaviksi -SH-yhdisteik-~
si, tavallisesti kdyttden suurta ylimddrdd pelkistdvdd tio-
liyhdistettd. Tuotteet eristetddn pelkistdvdstd vdliainees-
ta ja, jos niitd ei ole yhdessd pelkistetty, tuodaan ne yh-
dessd hapettavaan vdliaineeseen, esim. ilmaan, A- ja B-
ketjujen yhdistdmiseksi, jolloin saadaan insuliinia. Esi-
merkkejd tdstd menetelmdstd 1lOytyy seuraavista julkaisuis-—
ta, Du etbal., Scientia Sinica 10, 84-104 (196l), Wilson et
al., Biochiwm. Biophys. Acta 62, 483-489 (1962); Du et al.,
Scientia Sinica 14, 229-236 (1965); Kung et al. Scientia
Sinica 15, 544-561 (1966); Kexne Tongbao (Republic of China)
17, 241-277 (1966); ja Markussen, J. Acta Paediatrica
Scandinavica, Suppl. 270, 121-126 (1977).

Tamdn aloittamistavan muunnokseen sisdltyy A-ketju
sulfonaatin pelkistdminen, jonka jdlkeen pelkistynyt A-ket-
ju reagoi B-ketjun S-sulfonaatin kanssa hapettavassa ilma-
kehdssd. Katso esim. Katsoyannis et al., Proc. Nat. Acad.
Sci. (Usa) 55, 1554-1561 (1966); Katsoyannis, Science 154,
1509-1514, (1966); Katsoyannis et al. Biochemistry 6, 2642-
2655 (1967); US. Patent No 3 420 810; ja Jentsch, Journal
of Chromatography 76, 167-174 (1973). -
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Erddseen toiseen muunnokseen kytkeytyy A-ketjun
SH-yhdisteen osittainen hapettaminen, jotta disulfidi muo-

dostuu A-6 ja A-11l kysteiini- tahtelden vdliin, jonka jdl-

| keen tuote hapetetaan B-ketjun —SAryhdlsteen tai B- ketjun

S-sulfonaatin kanssa. Katso esim. Belgialainen Patentti
no 676 069 ja Zahn et al., Liebigs Ann. Chem. 691, 225-231,
(1966) . |

Kussakin aiemmassa, ylld esitetyssd menetelmidssd
yksi tekijd on yhteinen, se on insuliinin tuottaminen kah-
den riippumattoman, Jjaksoittaisen vaiheen kautta, nimittdin
pelkistamalla S-sulfonaatti -SH:ksi, Jjonka jdlkeen hapete-
taan -S-S-:ksi. v

Dixon et al., Nature 188, 721-724 (1960) kuVaavat
olosuhteita, joissa esitetddn liuoksessa tapahtuva, yksin-
kertainen A~ ja B-ketjun S-sulfonaattien muuttaminen insu-
liiniksi kayttdmdlld tiolia pelkistdvdnd aineena sekd il-
malla suoritettavaa hapetusta.¥ksityiskohdat ovat jokseen-
kin luonnosmaiset ja saanto, joka perustui ainoastaan. takai-
sin saadun tuotteen aktiivisuuteen, oli 1-2 %. Kuitenkin
Dixon, Proc. Intern. Congr. Endecrinol.:ssa 2. Lontoo 1964,
1207-1215 (1965), hiukan l&hempid tietoja antavassa kirjoi-
tuksessa, taulukossa IV sivulla 1211, esittdd, ettd aiem-
massa julkaisussa esitettyihin olosuhteisiin kytkeyﬁyvét
erilliset hapetus- ja pelkistysvaiheet.

Erotuksena aiempiin menetelmiin ndhden on havaittu,
ettd tietyissd reaktio-olosuhteissa on mahdollista saavuttaa
insuliinien tai niiden analogien tuotolle S-sulfonoiduista
A- ja B-ketjuista hyvdt tasot suorittamalla sekd pelkistys-
ja hapetusreaktiot yksivaiheisena, yksinkertaisena liuos-
menetelmdnd. Keksintd koskee juuri tdllaista menetelmdd.

Sen téhden, keksinndn kohteena on menetelmid, jossa
insuliinin tai insQlllnln analogin A-ketju yhdistetddn insu-
liinin tai insuliinin analogin B-ketjun kanssa insuliinin

tai insuliinin analogin tuottamiseksi, jolle menetelmdlle
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on ominaista, ettd A-ketjun S-sulfonoitu muoto reagoi
B-ketjun S-sulfonoidun muodon sekd pelkistdvdn tioli-yh-
disteen kanssa yhdessd, vettd sisdltdvissi vidliaineessa,
olosuhteissa, jotka tuottavat seoksen, jonka (1) pH on

noin 8-12, (2) kokonaisproteiiﬁikonsentraatio on noin 0,1-50
mg/ml ja (3) jonka pelkistdvdn tioliyhdisteen mddrd on sel-
lainen, joka tuottaa kaikkiaan 0,4-2,5 -SH-ryhmdd kutakin
—SSO3—ryhméé kohti, Jjoita on kaikkiaan ldsnd A- ja B-ketju-
jen S-sulfonaateissa; ja insuliinin tai sen analogin muo-
dostumisen annetaan tapahtua l&mpdtilassa, joka on noin
0-25°¢C ja ympdrist8ssd, joka tarjoaa hapen ldhteen.

Keksintd kohdistuu tehokkaaseen, yksivaiheiseen, yh-
dessd liuoksessa suoritettavaan menetelmidn insuliinia tai
sen analogin tuottamiseksi sen rakenneosista, S-sulfonoiduis-
ta A- ja B-ketjuista. '

"Insuliini" termilld tarkoitetaan tietenkin mit&
tahansa, luonnossa esiintyvdd insuliinia, kuten esim. ihmi-
sen, hdrdn, porsaan, lampaan,kalan,Alinnin yms., sekd hybri-
did, joka on muodostunut yhdistd8mdlld yhden lajin A-ketju
toisen lajin B-ketjun kanssa. ‘

"Insuliinin analogi” nimitykselld tarkoitetaan mo-
nenlaisia proteiineja, Jjoissa kussakin on perus-A- ja
-B-ketju, joka sisdltdd kaikki puoli—kyst?&nitéhteet samas-
sa Jjaksollisessa jdrjestyksessd kuin luonnon insuliineissa.
Analogit erocavat luonnon insuliineistd yhden tai useamman
aminohappotdhteen korvautumisen, lisdyksen, poiston tai
muunnoksen suhteen, mutta ne sdilytt8vat disulfidisidos-
jdrjestyksen ja ainakin osan insuliinia kaltaiseéta aktii-
visuudesta. Esimerkkejd sellaisista analogeista ovat
/N-formyyli—Gyl—A/insuliini, desamino—Al—insuliini,}/sarko—
siinil—A/insuliini, /L-alaniinil-A/insuliini;’/D*alaniinil—
A/insuliini, /isoasparagiinizl—A/insuliini, /D-asparagiiniZI—
A/insuliini, /ArginiiniZl-A/insuliini, /AsparagiiniamidiZl—
A/insuliini, /sarkosiinil~A, asparagiin12l—A/insuliini,
/norleusiiniz-A/insuliini, /treoniiniS—A/insuliini, /leusiiniS—

A/insuliini, /fenyylialaniinilg—A/insuliini, /D—tyrosiinilg—A/—
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insuliini, /tyrosiinilS—A, asparagiinilg—A, arginiinizl-A/—

28-30 27-30_

insuliini, des/B -trupeptidi/insuliini, des/B

26-30

tetrapeptidi/insuliini, des/B -pentapeptidi/~insuliini,

27730 _tetrapeptidi, tyrosiiniamidi’®-B/insuliini, ,
- 0—pentapeptidi, fenyylialaniiniamidiZS-B/insuIiini,
des/Bl—4-tetrapeptidi/insuliini, des/Bl-5~pentapeptidi/—
insuliini, /lysiinizz-B/insuliini, /leusiinig—B/insuliini,
/leusiinilO—B/insuliini, des/fenyylialaniinil—B/insuliini
yms. N&itd insuliineja ja muita kuvataan kirjallisuudessa;
katso esim. Blundell, T., et al., Advances in Protein
Chemistry, 26, 330-362, Academic Press, N.Y., N.Y. (1972);
Katsoyannis, P.G., Treatment of Early Diabetes, 319-327,
Plenum Publishing Corp. (1979); Geiger, R., Chemiker Zeitung,
eripainos 100, 111-129, Tontori A. Hiithing, julkaisija,
Heidelberg, lLansi-Saksa (1976); Brandenburg, D et al.,
Biochem J. 125, 51-52 ({1971). ‘

Vaikka keksinndn mukainen menetelmd on laajalti sovel-
lettavissa insuliinien ja insuliinin analogien tuottamiseen,
pidetd&n huomattavasti parempana kdyttdd sitd luonnossa
esiintyvien insuliinien, erityisesti ihmisen, hdrdn tai
porsaan ja aivan erityisesti ihmisen insuliinien.tuottami—
seen. ;

Pantaessa tdytdntodn keksinndn mukaista menetelmdid,
A- ja B-ketjun yhdistdminen insuliinin tai insuliinin ana-
login muodostamiseksi voidaan saada aikaan laajalla ketju-

jen keskindisen suhteen alueella. Yhdistymistd tietenkin

| {ponnostaan rajoittaa joko A- tai B-ketju, jota on vidhemmidn

30

vrd, eagl.
Lob, lelads 35

ldsnd. Ainakin, vaikka ei vdlttamdtti, A-ketjug tavanomainen
suhde B-ketjuun painon perusteella on noin O,lil - 10:1. On
erittéih suotavaa pahna keksinnén mukainen menetelmi tay-
tdntdo6n kdyttden A-ketjun painosuhdetta B-ketjuun suhteen
ollessa noin 1:1-3:1. On my®6s havaittu tdlld parempana pi-
detylld alueella, ettd tietyt alueet ovat eritt&in edulli-
sia insuliinin tiettyjen hﬁg}ujen tuottamisessa. Tdten kun

vhdistetddn A- ja B-ketju/insuliinin tuottamiseksi, pidetdén
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parempana, ettd A-ketjun suhde B-ketjuun on alueella, joka
on noin 1,4:1,0-1,8:1,0. Porsaan insuliinin suhteen parem-
pana pidetty alue on noin 1,0:1,0-1,4:1,0. Mitd ihmisen
insuliiniin tulee, parempana pidetty alue on noin 1,8:1,0-
2,2:1,0. ' '

Toinen keksinndn mukaisen menetelmdn kannalta mer-
kityksellinen parametri on- reaktiovdliaineen proteiinikon-
sentraatio. Menetelmid voidaan menestyksellisesti suorittaa
proteiinikonsentraatioiden laajalla alueella. Yleensd kui-
tenkin proteiinikonsentraatio tulee olemaan noin 0,1-50 mg
millilitraa kohti reaktiovdliainetta. Mieluummin proteiini-
konsentraatio tulee olemaan alueélla, joka on noin 2-20 mg
millilitraa kohti. J&lleen on havaittu td11d viimeksi mai-
nitulla alueella proteiinin optimikonsentraation vaihtele-
van riippuen tuotetusta insuliinilajista. T&ten porsaan
insuliinin suhteen pidetddn parempana, ettd proteiinikbnsent—
raation alue on noin 8-16 mg/ml alueella, kun taas tuotet-
taessa ihmisen tai hdrdn insuliinia parempana pidetty alue
on noin 3-8 mg/ml.

Keksinndn mukainen menetelmd pannaan tdytdntddn vet-
td sisdltdvdssd vdliaineessa. Huoneenldmp&tilassa mitat-
tu pH-alue on yleensd noin 8-12 alueella. Mieluummin se
tulee olemaan noin 9,5-11,0 ja optimaalisesti se pidetdé&n
noin 10,4-10,6 alueella. Vdliaineen pH saatetaan pitaa
halutulla alueella lisd&dmdlld sopivaa puskuroivaa ainetta.
Sellaisia tyypillisid puskuroivia aineita ovat esim. gly-
siini, glysyl-glysiini, karbonaatti, tris (hydroksimetyyli) -
aminometaani,N,N-bis (2-hydroksietyyli)glysiini, pyrbfos—
faatti, N-tris (hydroksimetyyli)metyyli-3-aminopropaanisulfo-
nihappo ja muut samankaltaiset aineet, jotka aikaansaavat
pH:n s&dddn edelld kuvatulla alueella. Yleinen ja parem-—
pana pidetty puskuroiva aine on glysiini.

Puskuroivan aineen konsentraatio on yleensd noin
0,001M-2M alueella. Mieluummin konsentraatio on noin 0,01M-

1M, ja mieluiten se on noin 0,01M-0,1M.
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{ A- ja N-ketjut tuodaan yhteen sopivassa, vettd sisdlta-

vdssd vdliaineessa pelkistdvdn tioliyhdisteen l&snidollessa.
"Pelkistdvdlld tioliyhdisteelld" tarkoitetaan yhdistettd,
jossa on ainakin yksi -SH-ryhmd ja jolla on kapasiteettia
saada aikaan A- ja Béketjujen S-sulfonaattiryhmien pelkis-
tyminen. Vaikka voidaan kdyttdd mitd tahansa yhdistettd,
jolla on ndm& ominaisuudet, paljon parempana pidetty pel—
kistdvd tioliyhdiste on sellainen, joka hapettuneessa muo-
dossaan on syklisoitu erittdin kestdvdksi yhdisteeksi. Pel-
kistdvéad tioliyndistetté on ldsnd niin paljon etti se tuot-
taa kaikkiaan noin 0,4-2,5 -SH-ryhmdd kutakin -SSO3*ryhméa
kohti, joita on kaikkiaan A~ ja B-ketjussa, ja mieluummin
noin 0,9-1,1 -SH~rynmdd kutakin SSO3~ryhméé kohti.
Tyypillisten pelkistdvien tioliyhdisteiden esimerkkejé&
ovat ditiotreitoli (DTT), ditioerytritoli (DTE) , 2-merkaptoeta-
noli, metyylitioglykolaatti, 3-merkapto-l,2~propaanidioli; 3-

merkaptopropionihappo, tioglykolihappo 2-amino-3-merkaptopropioni

| happo (kysteiini’ ja muut sellaiset tioliyhdisteet. Parempana pidet

tyjd pelkistdvii tioliyhdisteitd ovat ditiotreitoli ja ditioeryt-
ritoli, joista ditiotreitoli on parhaimpana pidetty.

Eris keksinn®n mukaisen menetelm&n oleellisista olo-
suhteista on, ettd menetelmd suoritetaan hapen ldhteen

tarjoamassa ympdristSssd. Tdllaiset olosuhteet voidaan saa-

vuttaa yksinomaan antamalla reaktioseoksen olla avoimena
ilmalle. Vaikka saatetaan kdyttdd suorempaa kosketusmenetel-
mdd, kuten esim. annetzan ilman tai hapen kuplia reaktioseen
tai se lépi, sellainen menettely ei ole vialttdmdtdn.

Sen tdhden, yleensi keksinndn mukainen menetelm&
pannaan tdytdntSén valmistamalla A-ketjun S-sulfonaatin,
B-ketjun S-sulfonaatin sekd pelkistdvdn tioliyhdisteen seos
haluttuina konsentraatioina vettd sisiltidvidssd vdliaineessa
noin pH 8-12. Seosta, joka on kosketuksissa avoimen ilman
kanssa, ravistellaan varovasti niin kauan, ettd se riittdi
ketjujen kombinaatioon, yleensid ainakin 30 minuutin ajan.
Tdnd ravistelun aikana seosta pidetddn yleensd noin 0-25°C:n
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lampotilassa; mieluummin kuitenkin seosta jddhdytetdin
kohtuullisesti, jotta ldmpdtila pysyy témdn lé&mpdtila-
alueen alapdédsséd, yleensd noin 2-10°C:ssa.

Kun reaktiojakso on p&d&dttynyt, insuliini ja insu-
liinin analogi voidaan eristdd milld tahansa laajalta alu-
eelta valitulla menetelmdlli, joka on tunnustettu insuliinin
teknologian alueella. Yleisimmin insuliinin puhdistamiseen
kdytetyt menetelmdt ovat kromatograafisia. Ne ovat helposti
sovellettavissa keksinntn mukaisesta menetelmdstd tapahtu-
vaan insuliinin takaisinsaantoon. Niihin kuuluvat geelisuo-
datus sekd ioninvaihtokromatografia.

Ennen kaikkea tuotteen puhtaus ja aktiivisuus voi-

~daan mddrittdd tunnustetuin menetelmin kuten esim. poly-

akryyliamidigeelielektroforeesin, aminohappoanalyysin, insu-
liinin radioreseptorimiddrityksen, insuliinin radioimmunom&i-
\rityksen, high performance liqgid kromangrafig; (HpLC),
|ultraviolettispektrin, dansylaation, kamiinin verenvglukoo—
simddrityksen yms. avulla.

Keksinndn mukaisesta menetelmdstd saataviin insulii~
neihin kuuluvat hybridit, jotka sisdltdvdt yhden lajin A-ket-
jun ja toisen lajin B-ketjun. Keksinn&n mukaisen‘menetel—
mdn paine suuntautuu A- ja B-ketjujen S-sulfonaattien sopi-
vaan yhdistdmiseen, ja ndiden ketjujen erityinen rakenne,
sikdli kuin ne todella edustavat insuliinia tai insuliinin
analogin A- ja B-ketjuja, on epdolennainen keksinndn mukai-
selle menetelmdlle. '

Vaikka insuliinin analogia tail insuliinin hybridid,
ts. yhden lajin A-ketjua ja toisen lajin B-ketjua, voidaan
valmistaa keksinndn mukaisella menetelmdlld pidetééh tie—
tenkin parempana liuottaa?insuliinia, joka on rakenteelli-
sesti yhtdlainen'luonnossa esiintyvén insuliinin kanssa,
‘kayttéméllé A-ketjun S-sulfonaattia ja B-ketjun S-sulfo-
naattia, joiden kummankin aminohapposekvenssi on tdllai-
sessa insuliinissa edustettuna. Ennen kaikkea pidetddn

huomattavasti parempana kdyttdd keksinndn mukaista menetelmdd
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porsaan, hdrdn tai ihmisen insuliinin tuottamiseen ja mielui-
ten ihmisen insuliinin tuottamiseen. :

Insuliinia tai insuliinin analogin A- ja B-ketjuja,
kuten jo on esitetty, voidaan saada rekombinantti-DNA-mene-
telmdlld. Niitd voidaan myS6s valmistaa luonnon insuliideis—
ta jagﬁii%?ﬁiiiga peptidien synteesimenetelmélléf sekd liuos-
ettd jFihmed-—wvaihe menetelmdt mukaan luettuina.

Sekd A- ettd B-ketjuja pidetddn ylld stabiilissa
muodossa S-sulfonaatteina, S-sulfonaatti-ldhtdaineita voi-
daan saada hapettavalla sulfitolyysilld, kdsittelylld, jos-
sa A- ja B-ketjut reagoivat natriumsulfiitin kanssa heikos-
ti hapettavan aineen, kuten esim. natriumtetrationaatin ldas-
ndollessa.

Seuraavat esimerkit on esitetty valaisemaan kek-
sinndn mukaista menetelmdd. Némd-—esimerkit—esitetddn—ai-

-3t Ters 3 o At i i
noastaanp—valtaisevassa—tarkoituksessar—aiditi-ei—ole—tarkoi-

Esimerkki 1

Porsaan A-ketjug S—-sulfonaattia {360 mg) liuotettiin
36 ml:aan 0,1M glysiinipuskuria (pH 10,5), ja seoksen pH
siddettiin 10,5:ksi 5N NaOH:1lla. Porsaan B-ketjun S-sulfo-
naattia (300 mg) liuotettiin 30 ml:aan 0,1M glysiinipuskuria
(pH 10,5), Jja seoksen pH s&ddettiin 10,5:ksi 5N NaOH:1lla.
Ditiotreitolia (DTT) (123,4 mg) liuotettiin 4 ml:aan 0,1M
glysiinipuskuria (pH 10,5), ja seoksen pH sdddettiin 10,5:ksi
0,2 ml:lla 5N NaOH:a.

A- ja B-ketjujen liuokset yhdistettiin 100 ml:n pul-
lossa, huoneenldmp&tilassa ( fVZSOC), ja 1,91 ml DTT-liuos~-
ta lisdttiin, jotta saatiin -SH:n suhteeksi -SSO3—een 1,04.
Syntyvdd liuosta sekoitettiin varovasti avoimessa dekassa,
magneettisekoittajaa kdyttden, 4-8°C:ssa 20 tunnin ajan
High performance'liqﬁid kromatografia (HPLC) analyysi antoi

insuliinin saannoksi 193,8 mg eli 29 % kokonaisproteiinista.
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Neljdkymmentd ml t&dtd lopullista liuosta’géédet—
tiin pH 3,15:een etikkahapolla. Seos geelisuodatettiin Sep-
hadex G-50 (Superfine) pylvaddssid (5 x 200 cm), tasapaino-
tettiin ja eluoitiin 1M etikkahapolla 4-8°C:ssa. Insuliinin
huippu (eluutiotilavuus noin 2450-2700 ml) poolattiin ja
lyofilisoitiin, jolloin takaisinsaanto oli.95 ng inSuliinia
eli 25 % kokonaisproteiinista. Porsaan insuliinin m8dri-
tettiin olevan jokseenkin puhdas polyakryyliamidigeelielek-
troforeesin, aminohappoanalyysin, insuliinin radioreseptori-
mddrityksen, HPLC:n sekd kaniinin veren glukoosin pelkistdmis-
kokeen perusteella.

Esimerkki 2

Valmistettiin hdrdn A- ja B-ketjujen S-sulfonaattien
liuokset, joiden konsentraatiot olivat 5 mg/ml 0,01lM glysiini-
puskurissa (pH 10,5). Liuosten pH:t sdddettiin 10,5:ksi 5N
NaOH:11a.DTT (61,7 mg) liuotettiin 4,0 ml:aan 0,1M glysiini-

puskuria (pH 10,5), ja pH sdddettiin 10,5:ksi 0,15 ml:1lla

5N NaOH:a. 0,5 ml:aan B-ketjun liuosta lisdttiin 0,8 ml A-ket-
jun liuosta sekd 0,035 ml DTT-liuosta huoneenldmpdtilassa

(v 25°cy, jotta saatiin -SH:n suhteeksi -S50,:een 0,91.
Syntyvdd liuosta sekoitettiin 4-8°C:ssa 20 tunnin ajan avoi-
messa 3 ml:n vetoisessa pullossa. Seoksen HPLC-analyysi an-
toi hdrdn insuliinin saannoksi 1,96 mg eli 30 % kokonaispro-
teiinista.

Esimerkki 3

Valmistettiin porsaan A- ja B-ketjun S-sulfonaattien
liuoksia,joiden konsentraationa oli 10 mg/ml 0,1M glysiini-
puskurissa (pH 10,5). Kunkin liuoksen pH siddettiin 10,5:ksi
5N NaOH:lla:DTT (61,7 mg) liuotettiin 2,0 ml:aan lasilait-
teistossa tislattua vettd. 0,5 ml:aan B-ketjun liuosta li-
siattiin 0,6 ml A-ketjun liuosta ja 29,25 /ul DTT—iiuoéta
huoneenldmpdtilassa (VY 250C), jotta -SH:n suhde —SSOB:een
oli 1,00. Muodostuvaa liuosta sekoitettiin 4-8°C:ssa avoi-
messa 3 ml:n pullossa 20 tunnin ajan. Seocksen HPLC-analyysi
antoi porsaan insuliinin saannoksi 3,81 mg eli 35 % kokoamis-

proteiinista.
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Esimerkki 4

Valmistettiin ihmisen (haiman) B-ketjun S-sulfo-
naatin ja useita ihmisen (haiman ja E.colia) sekd porsaan
{haiman) A-ketjun S-sulfonaatin liuoksia, Jjoiden konsentraa-
tio oli 5 mg/ml 0,1M glysiinipuskurissa (pH 10,5). Kun-—
kin liuoksen pH sdddettiin 10,5:ksi 5N NaOH:1la. DTT:a
(61,7 mg) liuotettiin 4,0 ml:aan 0,1M glysiinipuskuria
(pH 10,5) ja pH s&ddettiin 10,5:ksi 0,16 ml:1la 5N NaOH:a.
1,0 ml:aan kutakin A-ketjun S—-sulfonaatin liuosta.liséttiin
0,5 ml B-ketjun S-sulfonaatin liuosta sekd 0,05 ml DTT-liuos-
ta huoneenldmpttilassa (ZSOC), jotta -SH:n suhteeksi —SSO3:
een tuli 1,09. Kaikkia liuoksia sekoitettiin viiledssd huo-
nee?sa (4-8°C:ssa), avoimessa pullossa 20-~22 tunnin ajan.
Sitten ne analysoitiin HPLC:113d kdyttden ihmisen haiman insu-
liinia standardina saantojen laskemiseksi. Tulokset ovat

taulukoituina seuraavat:

Taulukko 1

A-ketjun Ihmisen % saanto
ldhde insuliini, suhteessa

saanto kokonais-

mg proteiiniin
Porsaan (haiman) 2,00 26,7
Porsaan (haiman) 2,11 28,1
Thmisen (haiman) 1,95 26,0
Ihmisen (haiman) 2,03 27,1
Ihmisen (E.coli) 5 1,99 26,5

Lam 5 7
Y

Valmistettiin ihmisen A- ja B-ketjujen S-sulfo-
naattien liuckset, joiden konsentraatio oli 5 mg/ml 0,1M
glysiinipuskurissa (pH 10,5). Kunkin liuoksen pH sdddet-
tiin 10,5:ksi 5N NaOH:lla. DTT:a (61,7 mg) liuotettiin 4,0
ml:aan 0,1M glysiinipuskuria (pH 10,5), ja pH s8&ddettiin
10,5:ksi 0,16 ml:1la 5N NaOH:a. 0,5 ml:aan B-ketjun liuos-
ta lisdttiin huoneenlimpdtilassa 1,0 ml A-ketjun liuosta ja

sen jdlkeen 50 /ul DTT:n liuosta, jotta -SH:n suhteeksi
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—SSO3—:een saatiin 1,09. Syntyvd&d liuosta sekoitettiin

4—80C:ssa, avoimessa 3 ml:n vetoisessa pullossa 22 tun-

nin ajan, jonka jdlkeen HPLC-analyysi antoi ihmisen in-

suliinia saannoksi 2,58 mg eli 34 % kokonaisprdteiinista.
Esimerkki 6

Ihmisen A-ketjun S~sulfonaattia (328 mg) liuotet-
tiin 65,6 ml:aan 0,1M glysiinipuskuria (pH 10,5), ja seok-
sen pH sdddettiin 10,5:ksi 75 ml:1la 5N NaOH:a. Ihmisen
B-ketjun S-sulfonaattia (164 mg) liuotettiin 32,8 ml:aan
0,1M glysiinipuskuria (pH 10,5), ja seoksen pH sdddettiin
10,5:ksi 15 ml:1la 5N NaOH:a. DTT:a (61,7 mg) liuotettiin
4,0 ml:aan 0,1M glysiinipuskuria (pH 10,5) ja liuoksen pH
sdddettiin 10,5:ksi 160 /ul:lla 5N NaOH:a.

A- ja B-ketjujen liuokset yhdistettiin 150 ml:n ve-
toisessa lasidekassa, huoneenldmp&tilassa ( ~25%:ssa),
ja siihen lisdttiin 3,28 ml DTT-liuosta, jotta ~SH:n suh-
teeksi —SSO3—:een saatiin 1,09. Avoin dekka pantiin j&da-
vesi hauteeseen,viileddn huoneeseen ja sitd sekoitettiin
voimakkaasti 30 minuutin ajan. Liuosta sekoitettiin vield
24 tunnin ajan viiledssd huoneessa (4-8°C) . Tami ajan-
kohtana HPLC-analyysi antoi ihmisen insuliinin saannoksi
148 mg eli 30 % kokonaisproteiinista.

100 ml:aan t&dtd liuosta lisdttiin 25 ml jadetikkaa,

jotta lopulliseksi pH:ksi tuli 3,15. Koko ndyte geelisuo~-

datettiin 5 x 200 sm:n suuruisessa Sephadex G-50 (Superfine)
pylvddssd, tasapainotettiin ja eluoitiin 1M etikkahapolla
4-8°C:ssa. Kaikki eluoitu proteiini lyofilisoitiin. Insu-
liinin huippu (eluutiotilavuus 2465-2781 ml) painoi- 125 mg
ja edusti 29,4 %$:a takaisin saadusta proteiinista.
Osa ylli esitetystd insuliinin huipusta (95,5 mg)

ljiuotettiin noin 9 ml:aan 0,01M tris-0,001M EDTA-7,5M urea-
0,03M Nall-puskuria (pH 8,5 4OC:E§a). Seos kromatografoi-

tiin 2,5 x 90 cm:n suuruisen DEAR (dietyyliaminoetyyli)-

selluloosaioninvaihtopylvddn kautta, joka oli tasapainotettu
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samassa puskurissa. Proteiini eluoitiin 4-8°C:ssa kayt-
tden gradienttia,jossa oli 1 litra sekd 0,03M ettd 0,09M
NaCl:a samassa puskurissa, jonka jidlkeen seurasi 1 1 pusku-
ria, joka sisdlsi 1M NaCl:a. Kustakin huipusta suolat
poistettiin Sephadex G-25 pylvééésé (course) 2 % etikkaha-
possa ja lyofilisoitiin. Insuliinin huippu {(eluutiotilavuus
878-1008 ml) painoi 55,73 mg ja edusti 84 %:a takaisin saa-
dusta proteiinista.

Sinkki-insuliinikiteet valmistettiin liuottamalla
lasisessa sentrifugiputkessa 11,90 mg insuliinin (DEAE) hui-
pun naytettd 240 /ul:aan 0,IN HCl:a, jonka jdlkeen nopeasti
lis8ttiin 2,16 ml 0,04 % ZnClz—0,0SM natriumsitraatti-15 %
asetoni-liuosta. Kiteytyminen tapahtui 72 tunnin aikana
huoneenldmpdtilassa ( “/2SOC:ssa), jonka jdlkeen superna-
tantti poistettiin ja kiteet pestiin kaksi kertaa kylmdlli
vedelld, jonka pH oli 6,1, sentrifugoiden pesujen vdlills
nopeudella 2000 kierrosta minuutissa, 3°C:ssa. Kiteet liuo-
tettiin uudelleen 0,01N HCl:iin analyysid varten.

Saatu ihmisen insuliinivalmiste todettiin puhtaaksi
polyakryyliamidigeelielektroforeesin (yksinkertainen vyo-
hyke) , aminohappoanalyysin, insuliinin radioreseptorimddri-
tyksen, insuliinin radioimmunomddrityksen, HPLC:n, dansylaa-
tion ja UV-spektrin perusteella. USP kaniinilla suoritettu
madritys (144 kaniinia) antoi tehoksi 26,3il;8 yksikkdd mg:a
kohti (vedetdn).

Esimerkki 7

Valmistettiin ihmisen {(E.coli) /N—formyyli—Glyl/A—
ketjun S-sulfonaatin ja ihmisen (haiman) B-ketijun S;sulfo—
naatin liuokset, joiden konsentraatiot olivat 5 mg/ml, 0,1M
glysiinipuskuriin (pH 10,5) . Kunkin liucksen pH sdddettiin
10,5:ksi 5N NaOH:1la. DTT:a (61,7 mg) liuvotettiin 4,0 ml:aan
0,1M glysiinipuskuria (pH 10,5), ja pH sdddettiin 10,5:ksi
0,16 ml:1la 5N NaOH:a. 0;5 ml:aan B-ketjun S-sulfonaatin
liuvosta lisdttiin 1,0 ml /N-formyyli—Glyl/A—ketjun S-sulfo-

naatin liuosta sekd 0,05 ml DTT~liuosta huoneenldmpdtilassa
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(ZSOC:ssa), jotta -SH:n suhteeksi ~SSO3 teen tuli 1,10.
Liuosta sekoitettiin viiledssd huoneessa (4-80C:ssa), avoi-
messa 3 ml:n vetoisessa pullossa 23 tunnin ajan, jonka jdl-
keen HPLC-analyysi antoi /N—formyyli$%lyl—A/ ihmisen insu-
liinin saannoksi 1,46 mg eli 19,5 % kokonaisproteiinista.

Jddetikalla suoritetun pH 3,15:een suoritetun s&di-
don jadlkeen osa t&dtd liuosta geelisuodatettiin 1,5 x 90 cm:n
suuruisessa Sephadex G-50 (Superfine) pylvddssd, joka ta-
sapainoitettiin ja eluoitiin 1M etikkahapolla 4-8°C:ssa.
/N—formyyli—GlylA/ ihmisen insuliinin huippu (eluutiotila-
vuus 87-95 ml) poolattiin, jaettiin eriin ja iyofiscitiin.
Tdmd proteiini todettiin jokseehkin puhtaaksi HPLC:n ja
aminohappoanalyysin perusteella. Radioreseptorimddrityksen
perusteella madratty /N-formyyli—Glyl~A/ ihmisen insuliinia
giyggggiig;ggggroli 17 % verrattuna ihmisen insuliinista
valmistettuun standardiin.

Esimerkki 8

Valmistettiin porsaan P-ketjun S-sulfonaatin ja ihmisen
(E.coli) B-ketjun S-sulfonaatin liuokset, joiden konsentraatio
cli 5 mg/ml 0,1M glysiinipuskurissa (pE 10,5). Muodostettiin A¥
B-seos kdyttdmdlld 2 ml A—ketju-liuosga yhtd millilitraa kohti

| B~ketju-liuosta A~B-seos s#didettiin ph-arvoon 10,5 5NNanH:1la.

Kysteiinia (121,2 mg) liuotettiin 3,0 ml:aan 0,1M glysiinipus-
kuria (pH 10,5) ja pH s&d&ddettiin arvoon 10,5 0,35 ml:lla SNNa-
OH:a. 1,4 ml:aan A-B~seosta lisdttiin huoneen lampdtilassa 5 pl
kysteiiniliuosta, jotta -SH:n suhteeksi -SSOE:een saatiin 0,95,

Muodostunutta liuosta sekoitettiin 4—80C:ssa avoimessa 3 ml:n

i pullossa 20 tunﬂga, jonka jdlkeen HPLC-analyysi osoitti saannok-

si 3,25 mg ihmisen insuliinia eli 23,2 % proteiinin kokonaismid-

rasti.
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Patenttivaatimukset:

jella yhd,s@

1. Menetelmafigsulllnln tai insuliinin analogin
A-ketjun ja insuliinin tai insuliinin analogin B-ketjun.

J@tta—%uete%aan 1nsu111nuyta1 insuliinin

i,
n valmis +amn$c_§_’£u

"analogl,KEZu_n_n—e—%—t—u~—sii%é, ettd A-ketjun S-sulfonoitu
jmuoto sekd B-ketjun S-sulfonoitu muoto yhdessd pelkistédvéan
QMM,M;mg’tlollyhdlsteen kanssa reagoivat vettd sisdltdvdssd valiai-

i neessa, fﬂf@ﬂhﬁeissaT—}etka—tuottanat_seoksen*—gonka (1)

e, $uts | eZA

pH on noin 8-12, (2) kokonaisproteiinikonsentraatio on
noin 0,1-50 mg millilitraa kohti sekd (3) jessa pelkistavén
tioliyhdisteen mddrd on sellainen, ettd se tuottaa kaik-

kiaan noin 0,4-2,5 -SH-ryhm&i kutakin Wm

joita—on—ltisnd A ga B-ketjun S-sulfonaattien kokonais-
easuo&xw ;S bolnty

maarassa, “Ja aﬁﬁeﬁaaﬁ-lnsuIllnln‘tal insuliinin analogin

muodostua pitdmilld—seosta noin 0°c-25%:n lampotilassa
seka-ymparlstossa, joka tarjoaa hapen ldhteen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd A-ketjun S-sulfonaatilla sekd@ B-
ketjun S-sulfonaatilla on aminohapposekvenssi, joka edustaa
luonnossa esiintyvdd insuliinia.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd A-ketjun S-sulfonaatin painosuhde
B-ketjun S—-sulfonaattiin on wedim 0,1:1-10:1.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd A-ketjun S-sulfonaatin painosuhde
B-ketjun S-sulfonaattiin on mein 1:1-3:1,.

5. Minkd tahansa patenttivaatimusten 1-4 mukainen
menetelmd, t unne t t u siitd, ettd proteiinikonsentraa-
tio on ®wein 2-20 milligrammaa millilitraa kohti.

6. Minkd tahansa patenttivaatimusten 1-5 mukainen
menetelmd, t unne t tu siitd, ettd reaktioseoksen pH

on=wein 9,5-11,0.
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7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmi, t u n-
nettu siitd, ettd reaktioseoksen pH on nedin 10,4-10,6.
8. Minkd tahansa patenttivaatimusten 1-7 mukainen
menetelmd, t unne £t t u siitd, ettd pelkistdvda tioli-
kdwméglyhdistetté on l8snd sellainen midri, ettd se ligggggg,n
kaikkiaan mein 0,9-1,1 -SH-ryhmdd kutakin —SSO3 -ryhmdd

’ : | kohti, jotta—omt#snd A- ja B-ketjujen S-sulfonaattien
kokonaismddrdssa.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, t u n -

10 ne t tu siitd, ettd pelkistdvd tioliyhdiste on ditiotrei-
toli tai ditiocerytritoli.

10. Mink& tahansa patenttivaatimusten l—4:mukainen
menetelmd, t unne t t u siitd, ettd reaktioseosta pide-
ta4n nein 2°C:n - 10%:n l&mpttilassa.

15 11. Minkd tahansa aiemman patenttivaatimuksen mukai-
nen menetelmd, t unne t t u siitd, ettd tuotettg insu-
liini on h&8rdn, porsaan tai ihmisen insuliinia.

12, Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd tuotettu insuliini on h&rdn in-

20 } suliinia, A-ketjug S-sulfonaatin painosuhde B-ketjua S-sulfo-
naattiin on-metmr 1,4:1,0-1,8:1,0 ja proteiinikonsentraatio
on pe+r 3-8 milligrammaa millilitraa kohti.

13. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd tuotettu insuliini on porsaan insu-

25 liinia, A-ketjun S-sulfonaatin painosuhde B-ketjun S-sulfo-
naattiin on me+n 1,0:1,0-1,4:1,0 ja proteiinikonsentraatio
on wein 8-16 milligrammaa millilitraa kohti.

14. Patenttivaatimuksen 1l mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd tuotettu insuliini on ihmisen insu-

~oemgl. 30 [lllnla A- ketjuHV§ﬁ§§ffé%é§%%fﬁﬁgaﬁiﬁgiﬁjl 8:1,0-2,2:1,0 ja

: proteiinikonsentraatio on medin 3-8 milligrammaa millilitraa

. kohti., |
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Patentkrav:

1. Fdérfarande f&r kombination av A-kedjan av ett
insulin eller en insulinanalog och B-kedjan av ett insulin
eller en insulinanalog fdr producerande av ett insulin ellep
en insulinanalog,k 8 nnetecknat dirav, étt man
reagerar S-sulfonerade formen av A-kedjan, S=sulfonerade
formen av B-kedjan, och ett tiolreduceringsmedel i ett
vattenmedium under fdrhdllanden, vilka alstrar en bland-
ning med (1) ett pH fran ca. 8 till ca 12, (2) en total
proteinkoncentration av ca. 0,1-50 mg/ml, och (3) en
sddan mingd av tiolreduceringsmedel som totalt ger ca.
0,1-2,5 -SH-grupper per varje ndrvarande -SSOE--grupp
i totala mdngden av A- och B-kedje-S-sulfonater, och
tilldter blandandet av insulin eller en insulinanalog att
ske genom hdllande av blandningen vid en temperatur av
ca. 0°C till ca. 25°C och i en omgivning som tillhandah&l-
ler en syrekdlla.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k 4 n n e -
tecknat ddrav, att A-kedje-S-sulfonatet och B-kedje-
S~sulfonatet vardera har den aminosyresekvens som fdrekom-
mer i ett naturellt upptrddande insulin.

3. Férfarande enligt patentkravet 2, k 4 nn e -

t ecknat ddrav, att viktfdrhdllandet A-kedje-~S-sulfo-
nat till B-kedje-S~-sulfonat d4r ca. 1,1:1 -~ 10:1.

4, Forfarande enligt patentkravet 3, k & nn e -

t ecknat ddrav, att viktférhdllandet A-kedje-S-sul-
fonat till B-kedje~S-sulfonat &r ca., 1:1 =-3:1.

5. Férfarande enligt nagot av patentkraven 1-4, k 4 n-
netecknat dirav, att proteinkoncentrationen &r
ca., 2-20 mg/ml.

6. Férfarande enligt ndgot av patentkraven 1-5,
kdnnetecknat dirav, att pH i reaktionsbland-
ningen &r ca. 9,5 ~ 11,0.

7. Férfarande enligt patentkravet 6, k & n.n e -
t ecknat dédrav, att pH i reaktionsblandningen &r
ca. 10,4 - 10,6.
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8. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-7, k & n-
netecknat ddrav, att tiolreduceringsmedlet Hr ndr-
varande i en midngd som ger totalt ca. 0,9 - 1,1 SH-grupper |
per varje ndrvarande —SSOa—-grupp i totgla mdngden Aj och
B-kedje-S-sulfonater. '

9. Forfarande enligt patentkravet 8, k & nne t e c k-
n at dirav, att tiolreduceringsmedlet &r ditiotréitol
eller ditioerytritol.

10. Férfarande enligt ndgot av patentkraven 1-4,
kdnnetecknat ddrav, att reaktionsblandningen
hdlls vid en temperatur av ca. 2-10°c.

11. Férfarande enligt ndgot av féregdende patentkrav,
kd&nnetecknat ddrav, att insulinet som framstdlls
dr insulin av ndtkreatur, svin eller midnniska.

‘12, Forfarande enligt patentkravet 11, k 8 nn e -

t ecknat ddrav, att det framstdllda insulinet dr in-
sulin av ndtkreatur, att viktfdrhdllandet A-kedje-S-sulfo-
nat till B-kedje-S-sulfonat &r ca. 1,4:1:0 - 1,8:1:0, och
att proteinkoncentrationen &r ca. 3-8 mg/ml.

13. Férfarande enligt patentkravet 11, k 4 n n e -

t ecknat ddrav, att det framstdllda insulinet &r in-
sulin av svin, att viktf&rhdllandet A-kedje-S-sulfonat till
B-kedje-S-sulfonat &r ca. 1,0:1:0 - 1,4:1,0, och att pro-
teinkoncentrationen 8r ca. 8 - 16 mg/ml.

1l4. Forfarande enligt patentkravet 11, k 4 n n e-

t ecknat dirav, att det framstdllda insulinet &r in-
sulin av mdnniska, att viktfdrhdllandet A-kedje~S-sulfonat
till B-kedje-S-sulfonat &r ca. 1,8:1,0 - 2,2:1,0 och att

proteinkoncentrationen dr ca. 3 - 8 mg/ml.
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