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i Az inzulin torténete és eloallitasa

Az inzulin (a latin insula = sziget sz6bdl) a hasnyalmirigy Langerhans-szigeteiben talalhatd
béta-sejtek altal termelt polipeptid hormon, amely a szénhidratok, a fehérjék és a zsirok
anyagcseréjének szabalyozasaban vesz részt. A szervezet sejtjei csak inzulin jelenlétében
képesek felvenni a vérbdl a gliikkozt.

Az 1920-as évekig minden esetben haldlos cukorbetegséget eldszor a XVII. sz. kdzepén
irtak le. Felismerték, hogy a betegeknek nemcsak a vizeletében, hanem a vérében is talalhato
cukor, ami arra utalt, hogy a betegség nem a vesék elégtelen miikodésébol ered, hanem
komolyabb anyagcsere problémak okozzak. Viktoria kirdlynd orvosa volt az elsd, aki a
betegek hasnyalmirigyében apro kristalyokat fedezett fel, amibdl e szervnek a betegségben
jatszott szerepére kovetkeztetett. Felfedezését németfoldon is igazoltak: egy egészséges
kutya hasnyalmirigyét eltavolitva az allat rovid idon beliil cukorbajban elpusztult. A
kisérletek arra mutattak, hogy a hasnyalmirigybdl valamilyen anyag kézvetleniil jut a
véraramba, ami megakadalyozza a betegség kialakulasat.



Az inzulin kivonasa a hasnyalmirigybol

A keresett anyagot eldszor két kanadai orvosnak Frederick Bantingnak és Charles H.
Bestnek sikertiil kivonnia a hasnyalmirigybdl. Az els6é adag hasnyalmirigy-kivonatot egy
haldokld kutyaba fecskendezték be, aki néhany 6ran malva tinetmentessé valt. A szer
azonban nem bizonyult tartos hatastnak, az allat néhany nap mualtan a tiinetek kidjulasaval
elpusztult. A nagy mennyiségii inzulin eldallitdsahoz a tuddsok ekkor vagdhidakrol szerzett
allatok hasnyalmirigyeit kezdték hasznalni. A kisérletek sikeresek voltak; folyamatos
adagolassal hosszu 1don at €életben tudtak tartani a beteg allatokat.

Ideje volt a szert emberen is alkalmazni. Az els6 adagokat sajat magukon préobaltak ki, nem
tudva, hogy tiladagolasuk végzetes is lehetett volna. Cukorbeteg ember el0szor 1922. januar
11-én kapott a kivonatbol, a mar haldokld 14 éves fiatalember néhany nap mulva
elhagyhatta a korhazat, bar tovabbra is raszorult az injekciokra.



A Nobel-dij

A felfedezésert a kutatok 1923-ban
Nobel-dijat kaptak. Banting és Best az
inzulin szabadalmat nem vedte le,
szabadon elérhetové tették ¢s nem
tettek kisérletet az inzulinprodukcio
Kisajatitasara sem. Ennek az
onzetlenségnek koszonhetden az
inzulinkezelés gyorsan elterjedt a
vilagon.




i Az Inzulin gyartas modern kora

Az inzulingyartas 60 évig a torontodi felfedezok (Banting, Best €s Collip) elvei
alapjan tortént. Az inzulint sertés, illetve szarvasmarha hasnyalmirigyébdl vontak
Ki savas-alkoholos modszerrel. Az allatok levagasat kovetden a hasnyalmirigyet
azonnal lefagyasztottak. Darabolas utan savanyu kdzegben alkoholos kivonatot
készitettek. Ezt semlegesitették, es eltavolitottak a kicsapodoé feherjeket, az
alkoholt €s a zsirnemii anyagokat. Végiil semleges kozegben konyhasé (NaCl)
hozzaadasaval az inzulin kicsapodott. Az igy nyert készitmeny 80-90 szazalék
kristalyos inzulint tartalmazott, ez a klasszikus "gyors" hatasu inzulin. A

mindennapi gyogyitasban jol alkalmazhat6 kristalyos inzulint el6szor Abel allitott
elé 1926-ban.



i Az Inzulin beadasanak modszere

A huszas-harmincas években kidolgoztak az inzulinadas modszerét. A
készitményt bOr ala adagoltak foétkezesek eldtt. Sajnos ez az adagolasi mod nem
olyan, mint ahogy a szervezetben - természetes modon - jut a vérbe az inzulin, de
mindmaig nincs jobb. Az eltérés Iényege, hogy a hasnyalmirigyben termelddott
inzulin a vérbe kertilve eldbb atfolyik a majon, és ott kozel a fele megkotodik. A
bdr ala adagolt inzulin viszont eldbb a szovetekbe jut. A kezelés hatasat a
vizeletcukor mérésével ellendriztek. Abban az idoben a vércukor mérése meg
nagyon nehézkes ¢és koltséges volt. Rajottek arra 1s, hogy a kiillonboz0o testtajakrol
masként szivodik fel az inzulin.



i Az elsd inzulinkészitmény

Hagedorn 1936-ban fejlesztette ki az elsé tartds hatasu inzulint (Zink-Protamin Insulin).
Kristalyos inzulint lazac spermiumbdl kivont fehérjével (protamin) és cinkkel kevert dssze,
ezzel sikerilt elérnie a felszivodas elhuzodasat €s a tartdosabb hatast. Ugyancsak 6 allitotta
eld 1946-ban az elsé semleges vegyhatasu, stabil tartds hatast inzulinkészitményt (NPH =
Neutralis Protamin Hagedorn). 1951-ben alkottak meg a "lente" inzulinokat. A harmincas
evek végétdl tehat a tartds hatast inzulinok bevezetésetdl egyértelmi torekvés volt az
injekcidk szamanak csokkentése. Sajnos a kordbbi, étkezések eldtt adott gyors hatasu
inzulinok helyett a napi egy vagy ketszeri adagolas valt altalanossa. Merev kezelési sémakat
alkalmaztak. Hosszu tavra igyekeztek "beallitani” a veércukrot, feleslegesse téve a szorosabb
ellendrzést €s az inzulinadag gyakoribb modositasat. Ez a hetvenes évekig uralkodo elv a
gyakorlatban nem valt be, ma mar egyértelmiien tilhaladottnak tekintett.



Inzulin szarvasmarhabol

Harom évtizeden at hasznaltak a szarvasmarha-inzulint, amikor 1953-ban sikeriilt Sangernek
meghataroznia az aminosavak pontos 0sszetételét és sorrendjét. Az A-lanc 21, a B-lanc 30
aminosavat tartalmaz, és a lancokat két "kénhid" (diszulfid) koti 6ssze. 1960-ban sikerilt az
emberi (human) inzulin aminosav-sorrendjének, majd pedig pontos térbeli szerkezetének
feltérképezése. Kiderilt, hogy a sertésinzulin csupan egyetlen, a marha-inzulin pedig 3
aminosavban tér el az emberétdl. A késdbbiekben megtalaltdk a human inzulin génjét, ami a
11. kromoszdéman van. 1967-ben felfedezték, hogy az inzulin a hasnyalmirigy béta-
sejtjeiben, a 85 aminosavbol alld proinzulinbol keletkezik, miutan lehasad beldle az
ugynevezett C-peptid. A C-peptid mérése inzulinkezelés esetén is lehetéséget ad a sajat
inzulintermelés meghatarozasara. A hetvenes évektdl kiterjedt kutatas indult az inzulin
sejtszintli hatasainak tisztazasara.

Gazkromatografias eljaras segitségevel 1973-t61 lehetové valt a nagyfokban tisztitott MC
(monocomponens) allati inzulinok eldallitdsa. Az igazi robbanast a nyolcvanas évek hoztak.



Szintetikus nzulin

Az évtized elejéig az inzulint szarvasmarha vagy sertés hasnyalmirigyébdl vontak ki. Egy
atlagos (40 egység/nap) inzulinkezelésre szoruld cukorbeteg 20 év alatt hozzavetdlegesen
4000 sertés vagy 600 szarvasmarha hasnyalmirigyét "hasznalta™ el. Az emberi inzulinnal
azonos human inzulin eldallitasa eldszor szintetikus uton tortént a nyolcvanas évek elején. A
sertésinzulinban kicserélték azt az egyetlen aminosavat, amely kiilonb6zott az emberétol.
Azonban ez a mddszer nem valt be, mivel ndvelte az allati hasnyalmirigy-sziikségletet,
ugyanis a gyartas soran nagyobb lett a veszteség.

1987-ben az emberi vastagbélben normalisan is jelenlev6 Escherichia coli baktériumba
beiiltetett emberi inzulin gén segitségével eldallitott "human" inzulin kerilt a
gyogyszerpiacra. 1991-t61 k6zonséges siitéélesztébe bejuttatott szintetikus DNS segitségével
is gyartanak inzulint. Napjainkra a géntechnologidval eldallitott készitmények teljesen
Kiszoritottak az allati inzulinokat. Magyarorszagon 1996-ban fejez6dott be a cukorbetegek
atallitasa human inzulinokra.



Az Inzulin hasznalata

A hagyomanyos "gyors hatast" inzulin beadasa utan fél 6rat kell varni az étkezéssel. A bOr
ala adott inzulin felszivédasa ugyanis késik, mert a beadas helyén az inzulinmolekulak
hatosaval, hexamerré kapcsolddnak 6ssze. Kiderilt, hogy ezért az inzulin B-lanc a felel6s.
Rovidesen eldallitottak az tigynevezett "inzulin analogok" készitményeket. Ezek elso
forgalomba keriilt képviseldje a liszpro inzulin, amely annyiban kiilonbozik a hagyomanyos
emberi inzulintdl, hogy a B-lancon két aminosavat, a lizint és a prolint felcseréltek. A
modositassal elértek, hogy a liszpro inzulin azonnal felszivddik a beadas helyérdl, mivel
molekulai nem kapcsoldédnak egymashoz. A liszpro inzulin a human inzulinnal azonos
biologiai hatas mellett lehetdvé teszi a beadast kovetd azonnali étkezést. A gyors hatast
inzulin analdgot hamarosan kovették az "elh(zodd hatasu™ készitmények, amelyek még
rugalmasabba és valtozatosabba tehetik a kezelést.

A beadas segédeszkozei sokat €s gyorsan fejlodtek az utdbbi idében. Eldszor megjelentek a
tlvel egybeépitett, "holttér nelkiili" fecskendOk, majd feltalaltdk az inzulinadagolo "tollat", a
PEN-t. A PEN-ben tobb napra elegendd inzulin van, igy nagyobb szabadsagot biztosit a
betegnek, hiszen nem kell az inzulinfelszivassal sem bajlodnia. Ily mddon az adagolas is
pontosabba valt. Az ampullas inzulinkészitmények jelenleg minden cukorbeteg szdmara
Ingyenesek, a PEN-be vald patronok azonban csak azoknak, akik naponta kettonél tobb
injekciora vannak beallitva. Az egyszer hasznalatos PEN-ek azonban nem tb-tdmogatottak.
A sokak altal vart beiiltethetd inzulinpumpa, amely visszérbe (intravénasan), vagy a
hashartyaiirbe (intraperitonealisan) adagolja az inzulint, hazankban még nem elérheto,
kiilfoldon 1s csak kisérleti jelleggel, €s szlik korben alkalmazott lehetoseg.



Az Inzulin beadasanak modszerel és
segedeszkdzel

Amidta az inzulint alkalmazzuk, - a
stirgosség allapotokat kivéve - mindig a bor
ala (subcutan) adagoljuk. A tiszaras
kivaltasara mas inzulin-beviteli modok
keresése vilagszerte folyik, de mindeddig
nem sikerult megnyugtatéan megoldani a
nehéz problémat. Példaul a szijon at torténd
bevitel legnagyobb akadalya, hogy az
emésztdenzimek az 51 aminosavbol allo
inzulint lebontjak. A betegek érthetd
okokbdl nagy figyelemmel kiserik a
legkiilonbozobb probalkozasokat, de
tudomasul kell venni, hogy a tablettakral,
tapaszokrol és egyéb alkalmasnak beallitott
inzulin beviteli médokrol szolo ujsaghirek
legjobb esetben is csak kisérletekrdl
tudositanak.




Az Inzulin szerkezete

Az inzulin egy kisméretli, egyszerii
fehérje. 51 aminosavbol all, amelyek
kozil 30 alkotja az egyik, 21 a masik
polipeptidlancot. A két lanc egy
diszulfid hiddal kapcsolddik
egymashoz.
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A dupla helixen beldl

Az inzulin genetikai kodja a 11.
kromoszdéma rovid karjanak tetején
talalhato a DNS-ben. 153
nitrogénbazist tartalmaz (63-at az A-,
90-et a B-lanchoz). A kromoszémat
felépitd DNS két hosszi, egymashoz
csatlakozd hélixbdl all, egy nukleotid
lanchbol felepiilve, amelyek mindegyike
tartalmaz egy dezoxirib6z cukrot, egy
foszfat csoportot és egy nitrogén
bazist. Negy kiilonboz0 nitrogén bazis
talalhato a DNS-ben: adenin, timin,
citozin és guanin. Egy adott feherje
szintézisét ezen bazisok sorrendje
hatarozza meg.




Az inzulin szintezise a genetikal
kodbol

A 11. kromoszoma dupla szala
kettévalik, az inzulintermelésre
jellemzd paratlan nitrogeén
bazisokat eredmenyezve.




Az inzulin szintézise a genetikal
kodbol

A szetnyil6 DNS-szalak egyiket L
templatkent hasznalva jon létre a A T ¢
messenger RNS a transzkripcio soran. c T“T—j—r o il

Az mRNS szal (amelyen a timin bazis
helyett uracil talalhatd) szerepe a
genetikai informéci6 szallitasa a
sejtmagbol a citoplazmaba, ahol
kapcsolodik a riboszomahoz.




A transzlacio folyamata a
riboszoman

Ribosoma

imENA template




Transzlacio

Az mRNS nitrogén bazisai harmasaval
csoportosithatok, ezt hivjuk kodonnak. A
transzfer RNS (tRNS) molekula harom
szabad nitrogen bazisbol és a hozzajuk
tartozo csatolt aminosavakbol all (anti-
kodon). Ezek csatlakoznak parba a
komplementer bazisokkal (kodonokkal) az
MRNS-en.

Az mRNS tRNS éltali atolvasasa a
riboszéman a transzlacié. Adott aminosav
lanc jon létre az MRNS altal meghatarozott
kodot kovetd tRNS-ek altal. Az mRNS
bézis szekvenciaja atirddik aminosav-
szekvenciava, és ezek az aminosavval
0sszekapcsolddva egyiittesen alkotjak majd
az inzulin fehérjét.

l-\.l L
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insulin B chain.



‘L A vektor: E. coli baktérium

A gyakorta hasznalt, legyengitett Escherichia
coli (E. coli) baktérium alkalmazhato a célra
(lasd képen). Ez a baktérium az emberi
emesztési szervrendszerben talalhato, és az
inzulin ,,génmérnoki gyara”.

A baktérium szaporodasaval az inzulin génje
replikalodik egy cirkularis DNS szakasszal, a
plazmiddal egydtt. Az E. coli sejt azonban
olyan enzimeket termel, amelyek az idegen
fehérjeket, mint az inzulin azonnal
degradaljak. Ezen enzimek hianymutans
torzseit hasznalva ez a probléma elkertiilhetd.

Az E. coli sejtben a B-galaktozidaz enzim
kontrollalja a gének atirasat. Ahhoz, hogy a
baktérium inzulint termeljen, az inzulin génjét
ehhez az enzimhez kell kotni.




i A génmérnok szerszamosladaja

A baktériumok altal természetesen
termelt restrikcios enzimek bioldgiai
szikeként miikodnek, csak azokat a
nukleotid szakaszokat ismerve fel,
amelyek pl. az inzulin kddjat hataroljak
Ezaltal bizonyos nitrogén bazisparok
kimetszhetOk és az inzulinkodold DNS
szakasz eltavolithato adott organizmus
kromoszomajabol €s beépithetd
mashova. DNS ligaz enzim egy
genetikai ragasztd, amely 6sszehegeszti
a felnyilt nukleotidok ,,ragados vegeét”
(sticky ends).
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A human inzulin gyartasa

Az elsd 1épés a DNS lancok kémiai szintézise, amelyek az inzulin A és B
polipeptid lancat jellemzd specialis nukleotid szekvenciait adjak meg.

A szikséges DNS szekvencia meghatarozhato, lévén mindkét lanc aminosav
Osszetétele és sorrendje felterképezett. 63 nukleotid sziikseges az A, €s 90 a B lanc
szintéziséhez, plusz egy kodon mindkét végén, jelezve a fehérjeszintézis veget
(terminacio). Egy aminosavat (metionint) is hordozo anti-kodon kertil az egyes
lancok elejére, amely lehetdvé teszi az inzulin fehérje eltavolitasat a baktérium sejt
aminosavjaitol. A szintetikus A és B lanc ,,génje” ezutan kilon-kulon kerl
Inzerciora egy bakterialis enzim, a béta-galaktozidaz génjebe, amely vektor
plazmidjaban van. Ebben a szakaszban nagyon fontos biztositani, hogy a
szintetikus gén kompatibilis legyen a B-galaktozidaz génjével.



A human inzulin gyartasa

A rekombinans plazmidokat ezutan az E. coli sejtekbe juttatjak. A rekombinans DNS
technoldgia gyakorlati alkalmazasa soran a hatékony inzulintermeléshez az inzulin génjét
tartalmazo plazmida baktériumok szazait kell eléallitani. Az inzulin gén a B-galaktozidazzal
egyiitt zajlo sokszorozddas soran fejezddik ki a sejtben a mitodzis soran.

Klénozandé inzulin gén

Rekombinans plazmid




A human inzulin gyartasa

A keletkezd fehérje részben B-galaktozidazbol all, amelyhez az inzulin A, vagy B
lanca csatlakozik. Az A és B lancok ezutan levalaszthatoak a B-galaktozidaz

részletekrol.
Az A és B lanc 6sszekeverésiik utan dsszekapcsolddnak, kialakitva a diszulfid

hidakat, létrehozva a tiszta Humulint — a szintetikus human inzulint.

Inzulin A lanca Inzulin B lanca

béta-galaktozidazzal kapcsolddva



Linkajanlo

http://www.youtube.com/watch?v=m_BJWFVQW JI&feature=related
http://www.youtube.com/watch?v=TbdPwm6mR5U &feature=related

http://www.dnalc.org/view/15505-Synthesizing-human-insulin-using-
recombinant-DNA-3D-animation-with-no-audio.html



Felhasznalt forrasok

www.wikipedia.org

Www.macosz.hu

www.littletree.com.au/dna.htm
http://www.accessexcellence.org/RC/VL/GG/transfer_and.php



Készitette: Kovacs Valéria

Gruiz Katalin Biotechnologiai ismeretek c. targyahoz
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