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Instlin, Safralastirilmasi ve Sentetik
Instlinler

Sinan BOYLUOGLU. [#)

INSULIN, SAFLASTIRILMASI VE SENTETIK INSULINLER

Ozet - Insiilin, A zincirinde 21, B zincirinde 30 aminoasid ihtiva
eden iki peptid zincirinden meydana gelmis bir polipeptiddir. A ve B
zincirleri birbirine iki distilfid képrisiuyle baglanmistir. Bu yazida do-
muz instlininin saflagtinlmasi, klinik avantajlari, sentetik insiilinler
ve saf domuz insulini ile esdeger olduklari hakkinda bilgiler derlen-
mistir,

INSULIN, PURIFICATION AND SYNTHETIC INSULINS

Summary : Insulin is a polypeptide consisting of two peptide
chains containing 21 aminoacids in the A chain and 30 aminoacids
in the B chain. The chains are connected with two disulphide bridges.
In this article information about purification of pork insulin, clinical
advantages, synthetic insulins and their jdentity to highly purified
pork insulin have been reviewed,

INSULININ KIMYASAL YAPISI VE SAFLASTIRILMASI

A, zinciri B. zinciri
Tiirler 8. Amijnoasid 10, Aminoasid 30. Aminoasid
Insan Threonine Isileucine Threonine
Domuz Threonine Isileucine Alanine
Sigr Alanine Valine Alanine

(*)  Miderrisoglu Tlag Sanayii ve Ticaret A.S. Istanbul.
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8 ve 10 nolu aminoasidler in-
sulinin esas biolojik alktivitesinin
goruldugi bholge iginde oldugun-
dan sigir insilinindeki farklilik bu
insiilinin antijenik olmasina, anti-
mstlin antikoru gelismesine ve re-
zistans tesekkiiliine neden olmak-
tadir. Bu aminoasidlerin kimyasal
olarak degistirilmesine imkan yok-
tur. Domuz insilininde ise 30 no.lu
aminoasid kimyasal olarak degisti-
rilebilmektedir. Normal haliyle bile
domuz insilini immiin reaksiyonla-
r1 énemli dlgiide harekete gegirme-
mektedir, Insiilinin molekiil agir-
g1 6000 civarindadir. Insiilin, do-
muz pankreasindan elde edilip ¢in-
ko iyvonuyla kristallendirildiginde
sabit biolojik aktiviteli bir bilesim
elde edilir. Rekristalizasyonla kon-
vansiyonel (ticari) insilin adi ve-
rilen % 90 safhkta instlin ele ge-
cer, % 10'u ise elektroforez ve kro-
matografi ile teshis edilebilen insi-
lin benzeri maddelerdir (1, 2). Rek-
ristalize insiilin, jel kromatografisi-
ne tabj tutulunca molekul agirhk-
larina. gére ayirimla b ve c frak-
sivonlarina ayrilir. b-fraksiyonu in-
siilin dimer, proinsilin gibi mole-
kil agirhgl  9000-12000 civarinda
olan proteinleri ihtiva eder. c-irak-
siyonu ise insiilin, deamido-insiilin,
etilester-insiilin gibi molekil agir-
hg1 6000 civarinda olan proteinleri
ihtiva eder. Bazi kaba insiilin pre-
paratlarinda meolekiil agirhigi 15000
civarmda oian  proteinlerj ihtiva
eden a-fraksiyonu da bulunabil-
mektedir. Jel kromatografisiyle izo-

le edilen c-fraksiyonuna ‘kroma-

tografiye insilin’ veya ‘tek pik in-
silin’ adi verilir ve % 99 saflhikta
instlin ihtiva eder, bu instilinin %
5-10u deamido insalin halindedir.
% 99'un ustinde saf instlinler,
yiksek derecede saflagtiriimis do-
muz insiilini: HPPI (highly purifi-
ed pork insulin) ise total net sarja
gore ayirim vapan iyon degistirici
kromatografiyve tabi tutulmasiyla
elde edilir. Jel kromatografisi ve
ivon degistirici kromatografi uygu-
ianarak elde edilen insulin, yuksek
derecede saflagtirilmis insilindir.
Bu insilinin safligi, disk elektro-
forezi, jel veya iyon degistirici kro-
matografiyle degerlendirilebilir. Bu
tekniklerin élgiim limitj % 0.2 (2000
ppm)'ye kadardir. % 0.2'nin alt1 01-
culemedigi igin radyoimmiin test-
ierle daha iyi karakterize edilebi-
lir. Son birkag¢ sene iginde pankre-
astan ekstre edilen instlinle vazo-
aktif intestinal polipeptid (VIP),
pankreatik polipeptid (PP), soma-
tostatin ve glukagon gibi antijeni-
teye sebep olan pankreatik hor-
monlarin ortama karistigl goéraldi.
Bloom ve arkadaslari bu hormon-
larin konvansiyonel insilinlerde
varoldugunu, HPPI'de ise olgiileme-
digini bildirdiler (3).

Insillin preparatlar ile tedavi-
de cesitli tipte antikorlara raslana-
bilmektedir. En ¢ok tzerinde duru-
lam1 antiinsulin antikorlaridir. An-
tikorlar direki olarak insiline, in-
sillin tirevi maddelere veya hor-
monal kontaminasyonlara kargi ol-
maktadir, Amag, nsilinin antije-
nikligini diigirmek oldugu igin iig



onemli faktér ortaya cikmalktadir :
tir, farmasotik sekil ve saflik.

Tiir

Berson ve Yalow (1) konvansi-
yonel sigir insilininin domuz in-
stlininden c¢cok fazla antijenik oldu-
zunu, Deckert ve Andersen (5) de
HPPI'nin minimal derecede antije-
nik oldugunu veya bazi vakalards
hi¢ antijenik olmadigim gdsterdi-
ler. Bu bulgular insiilin ureticileri-
ni HPPI uretmeye yoneltti. Altl ay-
ik hir klinik galismanin sonuclari
sbyledir : Sigir/domuz karisimi kon.
vansivonel insiulin verilen diyabet-
lilerde antikor  tesekkiili % 98,
konvansiyonel domuz insilini veri-
lenlerde % 74 iken, HPPI verilen-
lerde % 5 olarak bulunmustur.

Farmasttik Sekil

Farmasdtik seklin énemli oldu-
gu da beklenebilir, immiinoloji bji-
gilerine gore bir maddenin enjek-
sivon alaninda uzun bir zaman ka-
lacak sekildeki enjeksivonu o mad-
denin antijenikligini arttirmaktadir.
Bu durum insiilin i¢in de gecerli-
dir ve birgok deneyle gosterilmis-
lir. Andersen (6) domuz, Chance
(7) ise sigir ingilini kullanmastir.
Uzun tesirli instlin preparat: kul-
lanarak gilinlik enjeksiyon sayisi
azaltilabilmektedir. Bunun yvamnda
amag, suspansiyonun antijenikligi-
ni minimumsa indirmektir,

Saflik

b-fraksiyonundaki insilin ben-
zerl kontaminasyonlar imminolojik

acidan biiyiik énem tagimaktadir.
a-fraksiyonundakiler ise muhteme-
len insilinin hapten olarak bag-
landig1 proteinler veya antijenik
gruplar tasiyan proteinlerdir. b-
fraksiyonundaki proinsilin bliyik
onem tagimaktadir, Konvansiyonel
veya yetersiz saflilkta insiilinle fe-
davi valmz antiinsiulin antikerlari-
nin degil, proinsiline ve a-fraksi-
yonuna kargi 6zel antikorlarn te-
gekkilline de yol acar. Inmsiilin
benzeri olmayan pankreatik hor-
monlara karsi antikor tegekkilini
énlemenin tek yolu saflagtirmadir.
Bloom (3) 93 divabetlide konvan-
siyonel insiilin kullanarak % 47
PP antikoru, % 7 VIP antikoru, %
6 glukagon antikoru buldu. HPFI
kullanan diyabetlilerde ise antikor
bulunamad:. Antiinsilin antikoru-
nun olusmasi problemi HPPI'lerin
takdimiyle biliylik &élgiide ¢ézilmiig-
tir, Saflagtirlmug  sigar, sigir/do-
muz insillinlerivle vyapilan g¢alig-
malar ise iyi netice vermemistir.
Chance (7) yiiksek dereceds saf-
laghimimig sigir  zinc-insilin sus-
pansiyonunun, konvansiyonel siiw
zinc-insiilin  suspansiyonuna gbore
hichir lstiin tarafini bulamamisgt.r,
Graber ve Fankhauser (8) si&w
zinc-ingiilin suspansiyonunun bas-
ka bir kromatografiyle saflastirl-
mis seklinin, konvansiyonel siZir
zinc-insiiim  suspansiyonuna goére
¢ok az farkh oldugunu bulmus, ay-
m safliktaki domuz zinc-insulin
suspansivonunun jse ¢ok diisik se-
viyede antijeniklik gésterdigini bu-

muslardir. Hansen (8) bu zorlukls



ri yvenebilmek i¢in degisik bir yo!
la, sigir NPH insiilini tiretti. Insu-
lini dissosiasyon ortamimda dirait
olarak protaminle reaksiyona sokwm-
rak izole etti, normal ara c¢&ktiir-
me ve kristalizasyon islemlerinden
uzak tuttu. Diger sigir insiilini pr-
raratlarna gére antijenik acidan
biraz daha iyi sonug¢ aldi. Bu du-
rum, insilinin molekiiler durums:-
nun oOnem tagiyabilecegini goster-
mektedir.

Antikor
faktérinin de roli vardir. HPP!'-

tegekkiiliinde has:a

nin bazi1 hastalarda dusik miktar-
da antikor tegekkiil ettirmesi baz.
hasta faktérlerine baghdir. Bu fak-
torlerin en dnemlisi HLA antijenlz.-
ridir. HLA antijenlerinden B-15 va-
yva Dw-4 antijenlecini tasiyan diy:u-
betliler, tasimayanlara goére ekso-
jen Insiiline karsi antikor tesekkul
ottirme egilimindedirler. Eksojen in-
siline antikor tesekkiil egilimi b -
yuk bir gogunlukla erken yasgta di-
vabet olmus kisilerde goriilmekte-
dir. Bu nedenle de juvenil diyabet-
liler eriskin diyabetlilere gére ek-
sojen insuline daha fazla immiin re-
aksiyon gostermektedir (10).

Yiiksek Safliktaki Domuz Insii-
lininin Klinik Avantajlar:

— Minimal seviyede antjkor te-
gekkiilii veya hi¢ antikor tesekkiil
etmemesi: Insilinin saflastrilma-
sl, hormonal kontaminasyonlara wve
ingtilin benzeri proteinlere kars.,
domuz tirinin secimi de insiilirs
karsy antikor tesekk{lliinii 6nle-
mekte ve minimuma jndirmekte-

dir. Genelik yap1 degisikligi (baz
HLA tipleri) onlarda instiline karsi
immin reaksiyonlar hala beklen-
mektedir. Bircok diyabetlinin HPPI
ile tedavisi immunolojik acidan ba-
71 belirli avantajlar ve kronik im-
munolojik  darumlarda da bhaz

muhteme: avantajlar gdstermistir.

— Insiilin  dozunda azalma:
Yiksek instlin dozuna ihtiyac¢ du-
yulmasi, dizensiz diyet sonucu ol-
dugu gibi enjekte edilen insilinin
antikorlara baglamp inaktif hale
gecmesi sonucu da olmaktadir,
HPPI kullanilmasi, oOnceden kon-
vansivonel instlin kullananlarda
onemli bir doz azalmasi saglamak-
ta ve yeni teshis edilmis diyabetli-
lerin de disik dozlarla tedavisini
mimkin kilmaktadir (5, 11, 12, 13).
Konuyla ilgili galisnialar. sonugta
% 25'lik bir doz azalmasinin ger-
ceklestigini ortaya koymaktadir.

— Agzalan lokal reaksiyonlar :
HPPI kullanilmasi, enjeksiyon sat-
hindaki kizankhk ve kasinma gibi
lokal allerjik reaksiyonlari ve im-
mun reaksivonlarin sonucu ortaya
cikan  lipoatrofiyi  ¢nlemektedir.
Lipohipertrofi ise daha ziyade dar
bir alana yapilan sik enjeksiyon so-
nucu olmaktadir.

— Diger muhtemel avantajlar:
Remisyon siiresinin uzamasi bazi
diyabetlilerde ©6nemli o&lgiide doz
azalmasma ve antikor tesekkil et-
memesjine bagli olarak goérilmis-
tur, Antijenik insilin kullanan ve
antikor tesekkiil edenlerde bu si-
re ¢ok kisa olmaktadir. Tesekkil



Hasta
Insiilin Sayisi
Rekristalize domuz 31
HPPI 33

eden antikorlarin remisyon stire-
sinde biraz artmis olan endojen in-
sllini kismen nétralize ettigi tah-
min edilmektedijr (13).

Uzun sireli veya gec diyabetik
komplikasyonlar (retinopati, néro-
pati, nefropati) diyabete sekonder
oldugu igin buniarn azaltilma ve-
va onlenme imkani dogmaktadir.
Bu teori, kan glikoz kontrolunun
iyi temin edildigi, komplikasyonla-
rin sitkligim veya ciddiligini azal-
tan bircok deneyle dogrulanmistir
(16, 17). Sonug olarak diger faktor-
-ler, basta immiinolojik faktorler rol
oynamaktadir, antikor ile kompli-
kasyon arasinda bir iiiski mevcut-
fur.

Wehner, insiilinin antijenik a
ve b komponenti ile immiinize
edilmis tavsanlarin glome tler
membranlarinda nodiiler degisiklik
gozlemis, HPPI ile ise bu degisik-
likleri gormemistir (18). Andersen,
komplikasyonlu grupta komplikas-
vonsuz gruba gore yiiksek antikor
seviyesi ve bazal membran kalinli-
g1 ile antikor seviyesi arasinda bir
korelasyon oldugunu bulmustur
(13). Tavsanlarda yiiksek antikor
tesekkiil ettiren insiilin uygulama-
s1 buyik miktarda insilit siklig:
gostermis, HPPI uygulamasinda ise
inshlit gorilmemistir (19). Insiilin/
antikor komplekslerinin plasental

Tedavi Giinliilk

Siiresi Ihtiyag
134 ay 32.5+24 Ul
18.7 ay 24.6+2.0 Ul

transferi instilin  uygulanan diva-
betli kadinlarin bebeklerinde gos-
terilmistir (20, 21). Dogumdan ki-
sa bir siire sonra bebeklerde insii-
lin salgilamaya karst anormal bir
tepki goralmustur (22). Diyabetik
komplikasyonlar 10-15 sene sonra
gelistigi igcin HPPI'nin komplikas-
yonlar agisindan avantaji tam bir
kesinlik kazanmamissa da yvukarida
bahsedilen bulgular ve hemen go-
riillen diger avantajlari su endikas-
yonlan ortava koymaktadir:

— Biitin  yeni teshis edilmis
instiline bagimli diyvabetliler.

— Fasilali insiilin uygulamas:
gerektiginde (hamilelik, cerrahi).

— Diger tip instlinleri kulla-
nan bitin javenil divabetliler.

— Kigisel muhakeme ile fakat
her halikarda lipoatrofi veya yiik-
sek insilin ihtiyac: gérilenler.

SENTETIK INSAN INSULINLE-
Ri

insan Pankreas Insiilini

insan pankreasindan  insiilin,
hayvan instlinindeki metodla izole
edilmigtir (24, 25), Kristal insan in-
stilini, konvansiyonel sigir ve do-
muz insiliniyle saflik acismdan
mukayese edilebilir ve poliakrila-




mid jel elektroforeziyle degerlen-
dirilebilir. Muhtemelen ayni konta-
minasyonlar1  ihtiva  etmektedir.
Konvansivonel kristal insan insiili-
ninin domuz instlinine goére biclo-
jik aktivitesi ve antikor {lesekkull
mukayese edilebilir,

Kimyasal Sentez ile Insiilin

Biolojik alktif jnsilinin ilk kim-
vasal sentezi 1963'te yapildl (26,
27). Bu metodda o6nemli problem,
a ve b zencirinin dogru sentezin-
den ziyade bu iki zinciri dogru se-
kilde birbirine baglamakta goriil-
mektedir. Sjieber (28) sistein icin
degisik koruma gruplar kullanarak
disiilfid baglarmn
sagladi. Bu sentetik materyal, bio-
lojik aktivitesini dogrulayan bir-

tegekkiltni

kag biolojik ve klinik aragtirma-
larda kullamild: (29-31), Fakat bu
metodla {irtn c¢ok disik olmakta.
kirkag yan trin vermekte ve ma-
liveti gok yiiksek olmaktadir,

Domuz Insiilininden Insan Insii-
lini (Semisentetik)

insan ve domuz insiilinlerinin
yvapilary B-30 pozisyonundaki ami-
noasid ile birbirinden farklihk goés-
termektedir. Domuzdaki alanin,
threonin jle enzimatik semisentez
yoluyla degistirilebilmektedir. Ter-
minal aminoasidin B zincirine dog-
111 parcalanmasinin  sinirlandiril-
masi ve biolojik aktivite icin 6nem-
i olan A zincirindeki

aminoasidin korunmas1 oldukga

terminal

zor olmaktadir. Bu sorun, &zel bir
tampon i¢inde karboksipeptidaz A

10

kullanarak yalnizca terminal ugta
enzimatik parcalanma saglanmasi
seklinde coziulmistir (32). Proteo-
litik enzimler peptid baglarimin
tesekkilini katalize edebilmekte-
dirler (33) ve alanini aywrilmis do-
muz insilinine threonin baglanma-
sinda kullanilabilirler ve sonucta
insan insiiliniyle aymi yapida bir
insiilin ortaya cikar. Parcalama ve
birlestirme islemleri sirasinda bazi
van Urin cesitleri ortaya cikabilir.

Rekombinant DNA Teknigi ile

insan Insiilini (Biosentetik) :

Bu teknikle insan jnsiilini {ret-
menin iki stratejisi vardir. 11k yak-
lagim messenger RNA ile basla-
malkta, zit transkriptaz kullanarak
DNA kopyasi yvapilmakta ve bu da
bir plazmid vektériine bildirilmek-
tedir. Hibrid plazmid, bakteri
transformu i¢in  kullamlir. Genin
tagidigl bilgiler tamamen aktif bir
hizlandirici unsura baghdir, bagh
clmadigy taktirde bhakteri hiicreleri
vabanct DNA'y1 gogaltmazlar. Bir
diger yaklagsimda A veya B zinciri-
ne uyan DNA pBR 322 plazmidi-
nin hetagalaktozidaz genine ilave
edilmesjdir (34). Betagalaktozidaz
geninin tabii hizlandiricis1 bir hib-
rid proteinin parcalanmasi seklin-
de kimyasal bir metodla izole edi-
lir. ki zincir de birbirine bagla-
narak insan insiilini yamsinda in-
siilin elde edilir (35). Izole edilen
bilesigin insan pankreasindan izo-
le edilen insiiline hiolojik ve kim-
vasal egdegerligi godrilmistir (36,
37). Bakteri toksinleri, insiilin rd-



revleri, polimerler ve izomerler ta-
vin edilmelidir,

Sentetik  Insiilinlerin  Klinik
Ozellikleri :

Sentetik instlinlerin kan gli-
kozunu distiricti etkisi HPPI ile
egdeger bulunmustur (24, 29, 41,
42, 44, 46). Deri reaksiyonlari ve
antijenik oOzeliikleri de esdegerdir
(45). Sentetik insilinlere kargi ge-
lisen antikorlar HPPI'ne karsi geli-
sen antikorlardan ayirt edileme-
mektedir (38, 47). Sentetik insiilin-
lerin inandirici immuinolojik avan-
tajlarn heniiz tesbit edilememistir
(39, 43), Seltloz absorbsiyon meto-
du ile yapilan baglanma testlerin-
de sentetik insiilinlerle HPPI'nin
antiinsilin antikorlarina esit ola-
rak baglandign gozlenmistir (40),
Gontlliilerle, diyabetlilerle ve in
vitro yapilan kimyasal, fiziksel ve
biolojik testlerin sonuclar incelen-
diginde sentetik insiilinler, insan
rpankreasindan izole edilen insiilin
ve HPPI her konuda esdeger bhir
goriiniim arzetmektedir (38, 48).

(Gelis Tarihi : 6.6.1983)
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