reeczeoseouta 1 OPIS PATENTOWY (9 PL (11239062

13 B1

(21) Numer zgtoszenia: 415888 (51) Int.CL.

CO7K 14/62 (2006.01)
C12P 21/06 (2006.01)

(22) Data zgtoszenia: 22.01.2016

Urzad Patentowy
Rzeczypospolitej Polskiej

(54) Sposob wytwarzania insuliny i jej pochodnych

(43) Zgtoszenie ogtoszono:
31.07.2017 BUP 16/17

(45) O udzieleniu patentu ogtoszono:
02.11.2021 WUP 31/21

(73) Uprawniony z patentu:

SIEC BADAWCZA LUKASIEWICZ - INSTYTUT
CHEMII PRZEMYSLOWEJ IMIENIA PROFESORA
IGNACEGO MOSCICKIEGO, Warszawa, PL

(72) Tworca(y) wynalazku:

PIOTR BOROWICZ, Warszawa, PL
ANDRZEJ PLUCIENNICZAK, Warszawa, PL
GRAZYNA PLUCIENNICZAK, Warszawa, PL
IWONA SOKOLOWSKA, Warszawa, PL
AGNIESZKA ROMANIK-CHRUSCIELEWSKA,
Jozefow, PL

NATALIA LUKASIEWICZ, Warszawa, PL
MARCIN ZIELINSKI, Warszawa, PL

JAROSLAW ANTOSIK, Skierniewice, PL
AGNIESZKA SOBOLEWSKA, Warszawa, PL
DIANA MIKIEWICZ, Warszawa, PL

ANNA WOJTOWICZ-KRAWIEC, Warszawa, PL
PIOTR BARAN, Warszawa, PL

ANNA BIERCZYNSKA-KRZYSIK, Warszawa, PL
MICHAL ODROWAZ-SYPNIEWSKI, Warszawa, PL
BOZENA TEJCHMAN-MALECKA, Warszawa, PL
DOROTA STADNIK, Warszawa, PL

JACEK STADNIK, Warszawa, PL

WERONIKA SURMACZ-CHWEDORUK,
Nowe Iganie, PL

JOANNA ZIELINSKA, Warszawa, PL

(74) Petnomocnik:

rzecz. pat. Jarostaw Kulikowski

PL 239062 B1



2 PL 239 062 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania insuliny i jej pochodnych.

Cukrzyca (diabetes mellitus), choroba metaboliczna (grupa choréb metabolicznych) o wieloczyn-
nikowej etiologii, jest jedna z najgrozniejszych chordb spotecznych i cywilizacyjnych, nazywana jest tez
czasem epidemia XXI wieku. Wiazac sie z powaznymi powiktaniami, nieleczona cukrzyca moze prowa-
dzi¢ do smierci pacjenta. Jezeli przewlekta hiperglikemia wynika z niedostatecznego wydzielania insu-
liny przez organizm — cukrzyca typu 1 — leczenie wymaga statego stosowania insuliny i/lub jej analogow.
Liczba chorych na cukrzyce wynosi 5-6% populacji, a roczny wzrost liczby diabetykdw wynosi
ok. 4-6% zaleznosci od regionu Swiata. Zachorowalnos$¢ na te chorobe wcigz wzrasta: jest uznana za
chorobe cywilizacyjng — do rozwoju cukrzycy w duzym stopniu przyczynia sie obecny styl zycia — z tego
tez powodu do tej pory nie udaje sie zahamowac rozwoju tej choroby. Réwniez mimo postepu medy-
cyny, insulina oraz jej analogi szybko dziatajace i diugo dziatajace stanowig podstawe leczenia cukrzycy
typu 1 (10% catkowite] liczby przypadkow choroby). Stosowana w leczeniu cukrzycy w duzych ilosciach
insulina i jej rozmaite pochodne sg wytwarzane w duzej skali przemystowej i z tej przyczyny metody jej
wytwarzania sa stale ulepszane w celu podwyZszenia wydajnosci procesu i obnizenia kosztéw produk-
cji. Ekonomika procesu produkcji jest rowniez istotna dla zwiekszajgcej sie liczby wytwoércow biopodob-
nych insulin [m. in.: S. Gough, Practical Diabetes 2013, 30 (4), 146-147a, G. Dranitsaris, E. Amir,
K. Dorwart, Drugs 2011, 71 (12)1527-1536].

W pierwszym okresie po odkryciu insuliny, jako lek dla ludzi stosowana byta insulina zwierzeca,
wydzielana z trzustek wotowych lub wieprzowych. Humanizowanie tych insulin przez wymiane réznicu-
jacych ich aminokwaséw metoda syntetyczna nie znalazto zastosowania w skali przemystowej. Dopiero
metody biosyntetyczne rozwiazaty problem dostepu chorych do insuliny ludzkiej, a pierwszym procesem
byto biotechnologiczne oddzielne wytworzenie rekombinowanych tancuchéw A i B insuliny ludzkiej,
a nastepnie ich potaczenie w hormon taki, jaki jest wytwarzany endogennie w ludzkiej trzustce (D. V.
Goeddel et al., Proc. Nat. Acad.Sci., 76: 106—110, 1979). Od konca ubiegtego stulecia, biosyntetyczna
insulina ludzka i jej analogi, wytwarzane przez transformacje jednotancuchowego biatka fuzyjnego, sta-
nowig podstawowe zrodto tego hormonu jako egzogennego leku. Jest on wytwarzany w rekombinowa-
nych systemach bakteryjnych, przede wszystkim w komdrkach Eschericha coli (patent polski nr PL 127 843)
lub drozdzy (L. Thim et al. , Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 83: 6766—6770, 1986). Metoda wytwarzania tych
lekéw jest ogdlnie opisana w licznych opisach patentowych oraz publikacjach naukowych i polega na
nadekspresji genu kodujacego preproinsuline, czyli polipeptyd hybrydowy, sktadajacy sie z biatka lide-
rowego oraz proinsuliny, tj. fancucha B insuliny (lub jej pochodnej), peptydu tacznikowego i tancucha A
insuliny (lub jej pochodnej). Po wyizolowaniu biatka fuzyjnego, kolejnym etapem wytwarzania jest od-
ciecie biatka liderowego i peptydu tgcznikowego, po czym wydziela sie czysty hormon. Jednym z przy-
ktadow takiego procesu jest sposdb wytwarzania insuliny ludzkiej opisany w patencie polskim nr PL 180 818,
a metody te sa stale udoskonalane (np. polskie opisy patentowe: PL167 810, PL168 114, PL177 002,
PL178 466, PL180 968, PL183 284, PL191 901, PL196,626, PL198 190, PL203 195, PL203 2546,
PL210 437 i zgtoszenia patentowe P.309 882, P.310 007, P.320 644, P.356 005, P.374 949, P.385 586
i P.391 975).

Biosyntetyczna insulina ludzka i jej analogi sa podstawowymi lekami w terapii cukrzycy typu 1
oraz majg istotne znaczenie w leczeniu typu 2 z problemami innej kontroli poziomu glukozy. Cho¢ le-
czenie insuling ludzkg od 30 lat przynosi w wiekszosci przypadkéw zadawalajgce wyniki, powstaty liczne
jej analogi pozwalajgce na lepszg metaboliczng kontrole cukrzycy dzieki ich szybszemu lub przedtuzo-
nemu dziataniu. Od kilku juz lat sprzedaz analogow insuliny przekracza potowe $wiatowego rynku insu-
lin, jednoczesnie ochrona patentowa tych lekéw zaczyna wygasac. Ta sytuacja pozwala na wejscie na
rynki medyczne nowych producentdw tych insulin jako lekdw biopodobnych, zgodnie z regulacjami Unii
Europejskiej i USA. Z tych powoddw istotne stajg sie wydajne metody ich biosyntezy, zapewniajace
wysoka ekspresje pozadanych biatek.

W patencie polskim nr PL180 818 opisano wydajny sposob wytwarzania rekombinowanej insuliny
ludzkiej przy uzyciu szczepu bakterii E. coli pozbawionego represora cytR (opisanego w europejskim
zgtoszeniu patentowym nr EP.0303972) transformowanego plazmidem z operonem deo, zawierajacym
region kodujacy biatko hybrydowe (prekursor) obejmujace peptyd liderowy, o dtugosci 62 aminokwasow
pochodzacy z N-korica modyfikowanej ludzkiej dysmutazy nadtlenkowej (CuZnSOD) poprzedzony od
konca N aminokwasem Met i zakonczony od konca C resztg Arg taczaca go z tancuchem B insuliny.
tancuch B insuliny potaczony jest z taricuchem A krétkim peptydem tacznikowym sktadajacym sie ze
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znanych tacznikow Lys-Arg (europejski opis patentowy nr EP195 691) lub Arg (europejski opis paten-
towy nr EP347 781).

Celem wynalazku byto uzyskanie wydajnego sposobu otrzymywania insuliny i jej analogéw o kil-
kanascie procent przewyzszajacego wydajnos¢ procesu z zastosowaniem peptydu C jako biatka tacz-
nikowego, a takze biatek hybrydowych znajdujacych zastosowanie w tym sposobie.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania insuliny ludzkiej obejmujacy mikrobiologiczna
ekspresje rekombinowanego biatka zawierajacego insuline, charakteryzujacy sie tym, ze obejmuje:

(a) otrzymywanie polipeptydu hybrydowego zawierajgacego proinsuline poprzez ekspresje tego
polipeptydu hybrydowego w komaérce szczepu bakterii Escherichia coli pozbawionej represo-
row deo i/lub genu deo (cytR) zawierajacej DNA kodujacy polipeptyd hybrydowy, przy czym
ten DNA jest obecny w wektorze pod kontrola promotora deoP1P2 natomiast polipeptyd hy-
brydowy zawiera tancuch B insuliny kowalencyjnie zwigzany z taricuchem A dipeptydem Arg-
Arg,

(b) odzyskiwanie polipeptydu hybrydowego,

(c) ufatdowywanie i tworzenie wigzan dwusiarczkowych w polipeptydzie hybrydowym otrzyma-
nym w (b), unikajac uprzedniego poddawania polipeptydu hybrydowego siarczynolizie,

(d) poddawanie uzyskanego w (c) ufatldowanego, z utworzonymi wigzaniami dwusiarczkowymi
polipeptydu hybrydowego trawieniu enzymatycznemu w celu otrzymania insuliny,

(e) oczyszczania tak wytworzonej insuliny.

Korzystnie, peptydem hybrydowym jest peptyd posiadajacy sekwencje aminokwasowg o wzorze

ogolnym:
Xn-B-Arg-Arg-A

gdzie :

A oznacza polipeptyd taricucha A insuliny lub jej analogu, korzystnie o sekwencji wybranej spo-
$réd Sekw. Nrid.: 1-4,

B oznacza polipeptyd tahcucha B insuliny lub jej analogu, korzystnie o sekwencji wybranej spo-
$réd Sekw. NrId.: 5-6,

n oznacza 0 lub 1,

X oznacza polipeptyd biatka liderowego, korzystnie o sekwencji wybranej sposréd SOD o Sekw.
Nrid.: 12 lub UBI o Sekw. Nr Id.: 13.

Korzystnie, peptyd hybrydowy ma sekwencje aminokwasowa wybrana sposrod: Sekw. Nr Id.: 8-26.

Korzystnie, w etapie (a) ekspresje prowadzi sie w szczepie E. coli o genotypie: F~ ara A (pro lac)
rpsL thi cyt R rec A 4 -, pozbawionym aktywnego biatka represora cyt R.

Korzystnie, w etapie (a) jako wektor stosuje sie plazmid p/BA o sekwencji Sekw Nr Id: 27.

Korzystnie, etap (a) obejmuje fermentacje w obecnosci glukozy, glicerolu lub galaktozy.

Korzystnie, etap (b) obejmuje:

(i) niszczenie $ciany komorkowej komorki bakteryjnej lub jej fragmentéw w celu utworzenia
lizatu, korzystnie poprzez dziatanie lizozymu i Tritonu X100 a nastepnie sonifikacje lub dez-
integracje;

(i) izolowanie wewnatrzkomorkowego precypitatu ciatek inkluzyjnych z lizatu przez wirowanie; i

(iii) rozpuszczanie precypitatu ciatek inkluzyjnych.

Korzystnie, etap (c) obejmuje inkubacje polipeptydu hybrydowego, korzystnie w obecnosci kwasu
askorbinowego, zwtaszcza w stezeniu okoto 2 moli na mol grup SH obecnych w mieszaninie, w tempe-
raturze od 4 do 37°C przez okoto od 1 do 30 godzin, korzystnie okoto 5 godzin, w pH od 8,5 do 12,
korzystnie w pH od 11,0 do 11,25.

Korzystnie, etap (d) obejmuje ponadto:

(i) doprowadzanie pH do okoto 8,8-9,0; i

(i) trawienie polipeptydu hybrydowego trypsyna i nastepnie ewentualnie karboksypeptydaza B
w temperaturze 16-37°C w ciagu 30 minut do 16 godzin.

Korzystnie, etap (e) obejmuje ponadto oczyszczanie roztworu przez niskocisnieniowg chromato-

grafig cieczowa na Sefarozie Q przed trawieniem trypsyna.

Korzystnie, etap (e) obejmuje ponadto oczyszczanie roztworu niskocisnieniowa chromatografig
na DEAE-Sepharose przed trawieniem karboksypeptydaza B.

Korzystnie, etap (e) obejmuje ponadto oczyszczanie uzyskanej insuliny wysokosprawng chroma-
tografig cieczowa, korzystnie do czystosci co najmniej 98%, a nastepnie krystalizacje, filtracje i susze-
nie.
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Korzystnie, w etapie (e) oczyszczang insuling jest biatko wybrane z grupy do ktorej nalezy: insu-
lina ludzka, insulina ludzka Ala*??Lys®3ArgB3! insulina ludzka Ser*??LysB3ArgB*! insulina ludzka
Serf??lysB3ArgB3!, insulina ludzka LysB®?®Pro82° oraz insulina ludzka Asp3? .

Szczegdtowy opis wynalazku

W ramach poszukiwan wysokosprawnych systeméw ekspresiji insulin, zaplanowano badania nad
wptywem rodzaju peptydu tgcznikowego tgczacego tancuchy A i B (proinsuliny) na wydajnos¢ insuliny
i jej analogdéw w systemie genowym opisanym w patencie polskim nr PL 180 818.

Zgodnie z wynalazkiem jako rekombinowanag preproinsuline przyjmuje sie potaczenie proinsuliny
z dodatkowym polipeptydem liderowym, np. ubikwityng albo dysmutazg ponadtienkowa (SOD), albo ich
fragmentami. W $wietle uznanej terminologii, przez rekombinowana proinsuline rozumie sie tancuch
polipeptydowy, w ktérym tancuchy A i B insuliny ludzkiej lub jej analogu sa potaczone dowolnym
(poli)peptydem (tacznikowym) umozliwiajacym ich ufatdowanie poprzez utworzenie 2 potaczen disiarcz-
kowych miedzy taricuchami A i B oraz trzeciego — w obrebie taricucha A. Zgodnie z wynalazkiem, przez
insuline rozumie sie rekombinowang insuline ludzka lub jej rekombinowany analog o dziataniu hipogli-
kemizujacym.

Zgodnie z wynikami przeprowadzonych badan, wedtug wynalazku specjalnie wydajny sposéb
wytwarzania insuliny i jej analogéw obejmujacy mikrobiologiczna nadekspresje genu kodujacego re-
kombinowany polipeptyd hybrydowy, zawierajacy proinsuline, w komdérkach szczepow bakterii Escheri-
chia coli pozbawionych represora cytR transformowanego odpowiednim wektorem z wstawionym wia-
$ciwym genem pod kontrolg promotora deoP1P2, polega na tym, ze wytwarzana proinsulina sktada sie
z tancucha B insuliny kowalencyjnie zwigzanego z tancuchem A dipeptydem Arg-Arg jako peptydem
tacznikowym. W celu przeprowadzenia badan, na podstawie opisu patentu nr PL 180 818 wytworzono
plazmid p/BA, zawierajacy region kodujacy promotor deoP1P2 oraz fragment genu ludzkiej dysmutazy
ponadtienkowej (SOD, 62 aa) lub ubikwityny (UBI) opisany w patentach US 8158382 oraz US 8956848
oraz przez A. Wojtowicz i in., Microbial Cell Fact. 2005, 4: 17 i Microb Cell Fact. 2014; 13(1): 113. W tej
samej ramce odczytu znajduje sie nastepnie fragment kodujacy odpowiednig proinsuline — ewentualnie
modyfikowany tancuch B, peptyd tacznikowy i ewentualnie modyfikowany tancuch A. Elementy regula-
cyjne plazmidu pochodza z wektora pBR322 (ATCC 31344). Promotor deoP1P2 pochodzi z bakteryj-
nego operonu deo ztozonego z czterech Scidle powigzanych gendw regulujgcych katabolizm nukleoty-
dow i dezoksynukleotyddw w bakteriach Escherichia coli; jego sekwencje zamplifikowano z chromoso-
malnego DNA szczepu E. coli K12 w oparciu o sekwencje nukleotydowg z bazy danych genow [Gen-
Bank: AP009048]. W oparciu o szczep bakterii E. coli CSH50 (ATCC:39111; Cheng i wsp., Gene; 14
Suppl. 1-2: 121-130, 1981), otrzymano szczep E. coli IBA, o genotypie : F~ ara A (pro lac) rpsL thi cyt
R rec A 1 —, pozbawiony aktywnego biatka represora cyt R poprzez wprowadzenie mutacji do jego
genu, stosujac metode opisang w europejskim zgtoszeniu patentowym nr PL 0303972. Po transformacji
szczepu gospodarza E. coli IBA plazmidem p/BA uzyskano opisany w patencie polskim 180 818 system
ekspresji kodowanego biatka fuzyjnego w wektorze p/BAINS pod kontrola promotora deoP1P2, ktory
jest ujemnie kontrolowany przez biatko chromosomalnego represora, produktu genu cytR (K. Hammer-
-Jesperson i inni, Molec. Genet. 1975; 137:327-335). W konstrukcji plazmidéw zastosowano elementy-
-fragmenty DNA kodujace rozne biatka liderowe i rozne pochodne insuliny, przy czym tancuch A (pro)in-
suliny byt potaczony z taricuchem B insuliny réznymi peptydami tacznikowymi — ktérych przyktady po-
dano ponizej.

Wydajnos¢ wytwarzania insuliny i jej analogéw w tym systemie ekspresji i z réznymi peptydami
tacznikowymi porownano z ekspresjg tych hormondw z uzyciem innych szczepoéw E. coli i wektora be-
dacego pochodna plazmidu p/GAL (Bank gendw AY 424310), badajac przede wszystkim zaleznos¢
wydajnosci od rodzaju peptydu tacznikowego.

Zastosowanymi peptydami tacznikowymi byly sekwencje:

1. Lys-Arg
2. Arg

3. Arg-Arg
4. Peptyd C

Wedtug wynalazku przebadang insulina i jej pochodnymi- analogami byty:

rekombinowang insulina ludzka (opis patentu polskiego nr PL128 599),

insulina ludzka LysB?8ProB2° (insulina lispro, opis patentu polskiego nr PL180 968),

insulina ludzka Gly*??ArgB3"; (opis patentu polskiego nr PL219335 lub US 08618048, insulina GR),
insulina ludzka Ser??2ArgB3! (opis polskiego zgtoszenia patentowego nr P.219335, insulina SR),
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insulina ludzka Ser*??LysB3ArgB3! (opis polskiego zgtoszenia patentowego nr P.399287, insulina
SK3R) oraz

preproinsulina (prekursor) G: biatko liderowe — tfancuch B - f{acznik — ftancuch A:
dezAsnA21GlyA21.

Jako szczep gospodarza E. coli do badan wydajnosci wykorzystano E. coli IBA; istotg jego wla-
Sciwosci jest nieaktywny gen biatka represywnego cytR, co ujawniono i opisano w literaturze fachowe;j
(m. in. Miller J H. Experiments in molecular genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Har-
bor, N.Y. 1972), czy w opisie patentu USA 4 480 038 lub patentu polskiego 180 818 dla szczepow
E. coli zdeponowanych pod numerami dostepu ATCC 69361 i 69363. Dla celéw porownawczych stoso-
wano réwniez inne, szeroko stosowane w badaniach szczepy — E. coli DH5, E. coli DH5alfa i E. coli
HB101.

Jako plazmidy do ekspresji biatek do badah wydajnosci wykorzystano wektor pIBA — promotor
deoP1P2, oporno$c¢: tetracyklina, terminator transkrypcji terA Trp, ale dla celdw poréwnawczych stoso-
wano rowniez inne wektory — pochodna pIGAL1 (Bank genow AY 424310) — promotor pms, opornosé:
ampicylina, terminator transkrypcji ST1; pochodng pIGAL1 — promotor pms, opornos$¢: tetracyklina,
terminator transkrypcji terA Trp i pochodng pIGAL1 — promotor deoP1P2, opornos¢: tetracyklina, ter-
minator transkrypcji ST1. Jako biatko liderowe do badan wydajnosci stosowano przede wszystkim mo-
dyfikowany fragment SOD, jak w opisie patentu polskiego nr PL 180 818 oraz modyfikowang ubikwityne
(UBI), opisana w opisie patentowym US 8158382 oraz US 8956848. W dalszej czesci niniejszego opisu
terminy SOD i UBI oznaczaja zwiazki opisane odpowiednio w tych opisach patentowych. Sposob wy-
twarzania kazdej insuliny, bedacej przedmiotem niniejszego zgtoszenia, realizuje sie klasyczna metoda
inzynierii genetycznej i biotechnologii. Polega ona na tym, ze konstruuje sie odpowiedni szczep, ktory
w procesie biosyntezy (fermentacji) wytwarza zadany polipeptyd hybrydowy (odpowiednia preproinsu-
line), ktéra nastepnie transformuje sie w zadany produkt, oczyszcza sie i izoluje. System ten jest uni-
wersalny dla wytworzenia rekombinowane;j insuliny ludzkiej i jej badanych — niewiele réznigcych sie —
analogéw. Dla tego celu skonstruowane zostaty modyfikacje genu rekombinowanej preproinsuliny ludz-
kiej przy wykorzystaniu technik genetycznych takich jak np. reakcja miejscowo — specyficznej mutage-
nezy. Reakcje mutagenezy punktowej przeprowadzono przy uzyciu zestawu firmy Stratagene (nr kat.
200518-5); jako matryce wykorzystano DNA plazmidowe plazmidu pIBA oraz plGAL. Jako matryce
mozna réwniez wykorzystywaé dowolny inny DNA zawierajacy odpowiednia sekwencje kodujacg re-
kombinowang ludzka proinsuline lub preproinsuline.

Dla kazdej insuliny wytworzono konstrukty plazmidowe — wektory — kodujace badang (pre)pro-
insuline z (poli)peptydem tacznikowym, przy czym w konstrukcji plazmidéw zastosowano elementy-
fragmenty DNA kodujace rézne proinsuliny — sktadajace sie z réznych peptyddéw tgcznikowych i réznych
pochodnych insuliny.

Wektorami tymi transformowano komorki kompetentne odpowiedniego szczepu Escherichia coli,
jak np. IBA, DHb5a, DHS, czy HB101, przy czym mozliwe jest wykorzystanie komédrek innych szczepow
E. coli lub komdrek innych mikroorganizmow albo innych znanych linii komorkowych nadajacych sie do
ekspresji biatek rekombinowanych. Plazmid zawierajacy okreslong modyfikacje genu rekombinowane;
preproinsuliny ludzkiej izolowano i sekwencjonowano w celu sprawdzenia poprawnosci transformacji
i sekwencji nukleotydowej. Pojedyncze klony transformowanych szczepéw hodowano standardowo na
odpowiednim podtozu z dodatkiem antybiotyku selekcyjnego, przygotowujac materiat bakteryjny do ba-
dawczego banku szczepow, a proby w stosunku 1:1 hodowli bakteryjnej i 40% glicerolu zdeponowano
w temp. -70°C. Wszystkie otrzymane szczepy bankéw badawczych poddano wyczerpujacym badaniom
mikrobiologicznym, biochemicznym i fizykochemicznym, ktére potwierdzity ich stabilno$é i zgodnos¢ ich
wiasciwosci z wymaganiami wiasciwymi dla bankéw przemystowych. Przebieg dalszej biosyntezy
oparto na opisie patentu polskiego nr PL 180 818. Po biosyntezie, wytwarzane w szczepach E. coli
warianty rekombinowanej preproinsuliny izolowano po rozbiciu komdrek w postaci ciatek inkluzyjnych,
ktére oddzielano. Z ciatek inkluzyjnych izolowano polipeptyd hybrydowy z insuling lub jej analogiem
(odpowiednia preproinsuling), a nastepnie poddawano go ufatdowaniu (foldingowi, renaturacji). Uzy-
skany roztwor ufatdowanego biatka hybrydowego poddawano kontrolowanemu dziataniu trypsyny, ana-
logicznie jak w przypadku szeregu metod znanych uprzednio i opisanych (np. przez Kemmlera i wsp.
w J. Biol. Chem. , Vol. 246, str. 6786-6791 (1971) lub w patentach US 6686177, lub US 6100376), albo
proteazy deubikwitynujacej, jak opisano w patentach US 8158382 oraz US 8956848 oraz przez A. Woj-
towicz i in., Microbial Cell Fact. 2005, 4: 17 i Microb Cell Fact. 2014; 13(1): 113, albo obu tych enzymow.
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W czesci przypadkow (insulina ludzka, insulina Lispro) dziataniem karboksypeptydazy B usuwano do-
datkowe aminokwasy peptydu tacznikowego; w pozostatych przypadkach etap ten pomijano. Otrzy-
mang insuline i jej analogi poddawano procesowi oczyszczania przy zastosowaniu znanych metod,
przede wszystkim chromatografii niskocisnieniowej, ultrafiltracji i HPLC. Z oczyszczonego w dostatecz-
nym stopniu — do wymagan farmakopealnych — roztworu insuliny lub jej analogu, produkt krystalizowano
i suszono.

W celu poréwnania wydajnosci ekspresji dla kazdego gospodarza i wariantu systemu opraco-
wano i zoptymalizowano biosynteze, izolacje i oczyszczanie produktu kazdego ze szczepdw. Biosyn-
teze szczepdw Escherichia coli pozbawionych represora cytR transformowanego odpowiednim wekto-
rem z wstawionym wtasciwym genem pod kontrolg promotora deoP1P2 prowadzono zgodnie z opisem
polskiego patentu nr PL 180 818, w fermentorach o pojemnosci 7,5 dm3, stosujac ok. 3-5% materiatu
szczepiennego i minimalng, przemystowa pozywke do inokulum i hodowli produkcyjnej oraz regulujac induk-
cje zadanego produktu za pomoca glukozy, zgodnie z przyktadem 2 polskiego patentu nr PL 180 818. Bio-
synteze innych szczepodw E. coli prowadzono zgodnie z ogéinymi sposobami ich hodowli. Hodowle ino-
kulum prowadzono przez ok. 10 godzin, do czasu zakonczenia logarytmicznej fazy wzrostu bakterii,
a hodowle produkcyjng przez ok. 16 godzin. Dalszy proces wydzielania, transformacji i oczyszczania
produktu prowadzono réwniez zgodnie z opisem polskiego patentu nr PL 180 818 — zoptymalizowanym
przyktadem 2 i 3. W szczegolnosci, po zakoriczonej biosyntezie produkcyjnej wytworzong brzeczke
chtodzono do ok. 10°C, odwirowywano komoérki E. coli, poddawano je dziataniu lizozymu i Tritonu X100,
a nastepnie w temperaturze 5-10°C poddawano sonifikacji ultradzwiekami lub dezintegracji cisnienio-
wej. Ciata inkluzyjne ponownie odwirowywano, przemywano, po czym poddawano renaturacji, jak ogol-
nie opisano w przyktadzie 3A patentu PL 180 818. Za wyjatkiem biatka otrzymywanego wedtug Przy-
kfadu 6, dalszy zoptymalizowany proces polegat na poddaniu roztworu niskocisnieniowej chromatografii
cieczowej z uzyciem DEAE Sepharozy po cytrakonylacji i trawieniu trypsyna lub proteazg deubikwity-
nujaca i trypsyna. Po decytrakonylacji i straceniu oraz rozpuszczeniu biatka, roztwér poddawano kolej-
nej niskocisnieniowej chromatografii cieczowej z zastosowaniem zioza Sepharozy Q, po ktérej naste-
powato ewentualne trawienie peptydu tacznikowego karboksypeptydaza B. Po korcowej wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej na ztozu Kromasil C8-18, oczyszczony do czystosci minimum 98% produkt
poddawano krystalizaciji, filtracji i suszeniu. Szczegodtowy opis catego procesu, catkowicie porownywal-
nego dla okreslonych insulin, podano w przyktadach. Proces prowadzono w skali pilotowej, stosujac
metody i aparature wykorzystywane w przemysle. Po zoptymalizowaniu procesu, dla celéw badania
wydajnosci procesu przeprowadzono trzy kolejne szarze kazdej insuliny, a przedstawione wyniki sa
$rednig z kazdej z nich.

Do poréwnania wydajnosci ekspresji, przy ustalonym procesie produkcyjnym, z ujednolicone;j
kontroli procesowej wybrano badania analityczne pieciu operacji:

(1) Gestosci optycznej (ODsoo) zakoriczonej hodowli produkcyjnej;

(2) Masy hodowli (wyizolowanych bakterii) — wyrazanej w g w przeliczeniu na 1 dm?® hodowli

produkcyjnej (wilgotnej i/lub suchej);

(3) Masy wyizolowanych ciat inkluzyjnych, wyrazanej w g na 1 dm?3 hodowli produkcyjnej (wilgot-

nej i/lub suchej albo jako suchej masy zawiesiny w buforze);

(4) Biatka catkowitego (po foldingu prekursora), oznaczanego metoda spektrofotometryczng

i wyrazanego w AU/dm?3 lub HPLC i wyrazanego w % ufatdowanego prekursora w biatku
catkowitym;

(5) Mase oczyszczonego koncowego produktu wyrazang w mg na 1 dms hodowli produkcyjnej.

W przypadku insuliny lispro podano wyniki badan analitycznych wiekszosci etapdéw — biatka cat-
kowitego oznaczanego metoda spektrofotometryczng i wyrazanego w AU/dm?® i metodg Bradforda i wy-
razanego w g na 1 dm?® hodowli produkcyjne;.

Ogolny schemat blokowy wytwarzania insuliny i jej pochodnych przedstawiono na schemacie 1.

Wynalazek ujawnia, ze wydajnos¢ koncowa biosyntetycznej insuliny ludzkiej i jej analogéw, przy
zoptymalizowanym procesie technologicznym biosyntezy, wydzielania, transformaciji i oczyszczania, za-
lezaca od stopnia nadekspresji genu kodujgcego preproinsuline w komérkach modyfikowanych bakterii
Escherichia coli (z nieaktywnymi represorami cytR negatywnie regulujacymi operon deo) transformo-
wanych okreslonym plazmidem (z promotorem deoP1P2), nieoczekiwanie zalezy przede wszystkim od
zastosowanego tacznika peptydowego, taczacego faricuch A i B insuliny.

Zgodnie z wynalazkiem nieoczekiwanie ustalono, iz najwieksza wydajnosé w tym systemie uzy-
skuje sie w przypadku, gdy role facznika peptydowego petni dipeptyd Arg-Arg.
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Dzieki wynalazkowi podano specyficzne warunki dla wytwarzania insuliny ludzkiej oraz jej analo-
géw metoda inzynierii genetycznej, przy zastosowaniu mikrobiologicznej nadekspresji odpowiednie;
preproinsuliny w komoérkach szczepow bakterii Escherichia coli pozbawionych represoréw deo i/lub
genu deo, zawierajacych plazmid DNA kodujgcy odpowiedni polipeptyd hybrydowy w wektorze pod
kontrolg promotora deoP1P2 z optymalng wydajnoscig — znaczaco podwyzszong w poréwnaniu z opu-
blikowanymi danymi.

W opisanych ponizej przyktadach realizacji wynalazku strukture, wydajnosc¢ i czystos¢ wszystkich
produktow wyznaczano rutynowo znanymi metodami HPLC i spektrofotometrii UV; do petnego scharak-
teryzowania wytworzonych insulin zastosowano réwniez liczne nowoczesne metody i techniki anali-
tyczne, miedzy innymi MS, CIEF, LC-MS/MS, GC, mapowanie peptydowe, NMR, krystalografie i prosz-
kowa dyfrakcje rentgenowska, CD, FTIR, ELISA czy PCR oraz sekwencjonowanie aminokwasow i nu-
kleotydow.

Dla lepszego wyjasnienia istoty wynalazku niniejszy opis zostat uzupetniony o szczegétowe omo-
wienie jego przyktadowych realizacji, obejmujace réwniez rysunki, przedstawiajace ogdlna strukture
(Fig. 1) i sekwencje (Fig. 2) plazmidu p/BA zaréwno gotowego do insercji genu biatka hybrydowego jak
i przyktadowej realizacji w postaci plazmidu zawierajacego gen kodujacy biatko hybrydowe insuliny
(Fig. 3 i Fig. 4).

W przyktadach nie podano szczegdétowych opiséw konwencjonalnych metod bioinzynierii za-
stosowanych do konstrukcji okreslonych gendéw, plazmidow, wektoréw ze wstawionymi genami ko-
dujacymi badane preproinsuliny czy tez sposobdéw transformacji szczepow bakteryjnych tymi wek-
torami, jak réwniez metod badania stabilnosci tych szczepéw. Metody te sg powszechnie znane
specjalistom w tej dziedzinie i stosowane w laboratoriach biotechnologicznych oraz opisane w licz-
nych publikacjach, z ktérych kluczowe podano w niniejszym opisie. Produkty kohcowe wytwarzane
metoda wedtug wynalazku sa znanymi insulinami, wiekszos¢ szczegotowych bioinzynieryjnych me-
tod konstrukcji tych rekombinowanych szczepdw bakteryjnych opisano w polskim opisie patento-
wym nr PL 180 968, P. 385 586 i P. 399 287.

Nie opisano réwniez szczegdtowo standardowych metod analitycznych stosowanych do okresla-
nia zawartosci i stezenia biatek i insulin na poszczegdinych etapach wytwarzania, gdyz metody te sa
réwniez dobrze znane odpowiednim specjalistom i rutynowo stosowane w oznaczaniu biatek.

Podane przyktady, nie ograniczajac zakresu wynalazku, opisujg szczegétowo zastosowana me-
todyke badawczg, pozwalajaca w petni kontrolowanym sposobem na dokonanie poréwnania uzyska-
nych reprezentatywnych wynikow badan zaleznosci wydajnosci procesu od struktury peptydu taczniko-
wego.

Przyktady

I. Ogélna procedura prowadzenia procesu

Etap 1. Bank badawczy — hodowla podstawowa

Hodowle podstawowe szczepu E. coli IBA, DH5 DH5alfa i HB101 zawierajace jako plazmidy do
ekspresji biatek wektor pIBA i pochodng pIGAL1 (Bank gendéw AY 424310) prowadzono zgodnie z wy-
maganiami (ICH Topic Q 5 D: Quality of Biotechnological Products: Derivation and Characterisation of
Cell Substrates Used for Production of Biotechnological/Biological Products oraz ICH Topic Q 5 B: Qu-
ality of Biotechnological Products:

Analysis of the Expression Construct in Cell Lines Used for Production of r-DNA Derived Protein
Products) na podtozu podstawowym :

Podtoze podstawowe:

- Hydrolizat kazeiny 2049

- Ekstrakt drozdzowy 10g

- NaCl 504

- Woda do objetosci 1dm3

- Antybiotyk (tetracyklina lub ampicylina) do koncowego stezenia 12,5 ug/cm?® TET lub 100
ug/cm® Amp

Kolbe z podtozem podstawowym z antybiotykiem szczepiono pojedyncza kolonia bakteryjna uzy-
skang po transformaciji i wytrzasano (220 obr./min.) w 37°C do gestosci optycznej ODeoo Ok. 1.

Otrzymana hodowle mieszano z podtozem do zamrazania (1:1) i zamrazano w temperaturze
-70°C w porcjach po 1 ml.



Podtoze do zamrazania:

Etap 2. Inokulum

K2HPO4
KH2PO4

Cytrynian sodu mx 2H20
MgSOs x 7H20

(NH4)2S04
Glicerol

Woda do objetosci

preparatu w mikroskopie Olympus CX 40;
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6,3 g
1,8¢
0,57 g
0,09¢g
0,9g
440¢

450 cm?®
Dla uzyskanej hodowli bakteryjnej wykonywano nastepujace badania:
pomiar gestosci optycznej hodowli OD przy dtugosci fali 600 nm;
sprawdzenie jednorodnosci hodowli bakteryjnej wykonujac preparat przyzyciowy. Oceniano
czystos¢ hodowli bakteryjnej, cechy morfologiczne — wyglad, ksztatt komorek. Obserwacja

wyznaczano najbardziej prawdopodobng liczbe jednostek tworzacych kolonie na podiozu
TSA i TSA z konkretnym antybiotykiem — cfu/ml;
sprawdzano czysto$¢é mikrobiologiczng hodowli na podtozach Sabouraud (do identyfikacji
zanieczyszczenh grzybami) i TSA (do identyfikacji zanieczyszczen innymi bakteriami).

Inokulum przygotowuje sie w kolbach o pojemnosci 250—-300 ml i wypetnieniu 50 ml pozywki do
inokulum. Do kazdej z kolb dodawane sa sterylnie roztwory:
Antybiotyk (tetracyklina lub ampicylina, 12,5 mg/ml)

Glukoza 50%

Do hodowli szczepdw E. coli IBA dodaje sie dodatkowo:

Prolina (100 mg/ml)
Tiamina (50 mg/ml)

50 ul
500 pl

300 pl
2-5 ul.

Po zaszczepieniu kolb hodowlg podstawowg (bank roboczy), inokulum inkubuje sie w tempera-
turze 30-37°C przez 16-18 godzin do osiagniecia ODesoo ok. 0,7—1,0 na wytrzasarce przy 180-200 rpm.

Pozywka do inokulum (sktad na 1 dm?)

K2HPO4
KH2PO4
NaCl
NH4CI

MgSOs-7H20

Cytrynian zelazowo-amonowy

Ekstrakt drozdZzowy

Roztwér pierwiastkow Sladowych

MnSOs x H20
ZnS04 x 7 H20
CoCl2 x 7 H20
Na:MoQ4 x 2 H20
CaCl2x 2 H0
CuS04x 5 H0

H3BO4
HCI (32%)

19

04g
0,01g
0,2g

1ml

1 g/dm?
2,78

2 g/dm3

2 g/dm3

3 g/dm?
1,85 g/dm3
0,5 g/dm?®
100 ml/dm3

Etap 3. Hodowla produkcyjna (Fermentor BioFlo 310 firmy NewBrunswick 7,5 dm?

(objetos¢ startowa 4 dm?d)
Parametry wyjsciowe hodowli:
Temperatura:

pH:
DO:
Obroty:

Przeptyw powietrza:

37°C
7,1+0,01
30-35%
250 rpm

5 dm3min.
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Do sterylnego fermentora z 4 dm® pozywki produkcyjnej i antypieniaczem Antifoam 204 (0,51 ml,
SIGMA) dodaje sie sterylnie roztwory:
e 6gMgS04 x 7H20 w 80 cm?® wody
e 0,2 g CaCl2 x 2H20 w 60 cm?® wody
e glukoza 50%, 4 cm?
Do hodowli szczepdw E. coli IBA dodaje sie dodatkowo:

e Prolina (100 mg/ml) 24 cm3
e Tiamina (50 mg/ml) 200-500 pl.

Pozywka produkcyjna:
o K2HPO4 8 g/dm?
o KH2PO4 2 g/dm3
o NH4CI 3 g/dm?®
o Cytrynian zelazowo-amonowy 0,15 g/dm?
o K2S04 0,9 g/dm?
o Cytrynian sodu 3,0 g/dm?®
o Roztwdr pierwiastkow sladowych 3cm?
= MnSO:x H20 1 g/dm3
* ZnSO04x7 H0 2,78 g/dm?®
= CoCl2x7 H20 2 g/dm3
=  Na:MoQ4x 2 H20 2 g/dm3
= CaCl2x 2 H20 3 g/dm?®
= CuSOsx5H20 1,85 g/dm?
=  H3BO4 0,5 g/dm?
= HCI(32%) 100 ml/dm?3

Pozywke w fermentorze zaszczepia sie inokulum i hoduje w odpowiednich warunkach. Jako zro-
dio wegla i energii do wytwarzania biomasy stosuje sie state dozowanie do fermentora roztworu 40%
glukozy (w przypadku szczepow E. coli IBA z dodatkiem proliny 10-30 mg/ml) tak, aby jej stezenie
wynosito 70-180 mg/dm?.

pH (7,1+/-0,1) kontroluje sie przy pomocy 16% amoniaku przez kaskade. Poziom tlenu w po-
zywce utrzymuje sie na poziomie nie nizszym niz 30—-35%. Parametr ten kontrolowany jest w zaleznosci
od odczytu z elektrody DO przez zwiekszenie obrotéw mieszadta z 250 do 1000 rpm i przeptywu powie-
trza z 5 do 10 dm?®min. Po osiagnieciu maksymalnych obrotow mieszadta oraz maksymalnego prze-
ptywu powietrza (po ok. 7—-10 godz.) zatrzymuje sie dodawanie glukozy; wartos¢ ODeoo Wynosi (w przy-
padku szczepdw E. coli IBA/pIBA) ok. 25-35.

Po spadku stezenia glukozy, jej dodawanie utrzymywane jest tak, aby steZenie wynosito
ok. 35-50 mg/dm?3, a pHbyto utrzymywane na poziomie 7,1 +/- 0,1. Ta faza biosyntezy prowadzona jest
do momentu osiagniecia przez komérki stacjonarnej fazy wzrostu (nie obserwuje sie juz wzrostu gesto-
$ci optycznej hodowli) i trwa ok. 7—8 godzin. Na koniec fazy produkcji rekombinowanego biatka ODeoo
wynosi 50-60 w przypadku szczepow E. coli IBA/pIBA. Nastepnie hodowla schiadzana jest do tempe-
ratury ponizej 20°C, korzystnie ok. 10°C.

Etap 4. Wirowanie

Biomase odwirowuje sie na wirdwce stacjonarnej przy 6 000—8 000 rpm w czasie 15 min. i w tem-
peraturze +4°C. Brzeczke pofermentacyjna mozna odwirowaé na wirbwce przeptywowej.

Etap 5. I1zolacja ciatek inkluzyjnych

Biomase zawiesza sie w 1 dm3 buforu 50 mM TRIS, 0.5 M NaCl i 5 mM beta-merkaptoetanolu,
o pH 7,5, dodaje sie lizozym do stezenia 0,43 mg/cm?i 0,2M EDTA do stezenia 0,5%, po czym inkubuje
sie przez 30 minut w temperaturze pokojowej i poddaje dezintegracji przez sonikacje lub cisnienie.

Etap 6 — wariant 1: Sonikacja

Materiat chtodzi sie do ok. 10°C, dzieli sie na 4 czesci, dodaje Triton do 1% i kazdg porcje sonikuje
sie przez 30 minut przy amplitudzie 33%. Po sonikacji prébe odwirowuje sie przy 8000 rpm przez 15
min w temperaturze pokojowej. Nastepnie osad zawiesza sie w 1 dm? buforu 50 mM TRIS, 0,5 M NaCl
i 5 mM betamerkaptoetanolu, o pH 7,5 i ponownie sonikuje przez 10 min. Ciata inkluzyjne odwirowuje
sie przy 8000 rpm przez 15 min w temperaturze pokojowe;.
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Etap 6 — wariant 2: Dezintegracja cisnieniowa

Materiat chtodzi sie do ok. 10°C, poddaje sie dezintegracji ciSnieniowej (Panda+1000 firmy GEA
Niro Soavi) przy ci$nieniu 800 bar z szybkoscig zapewniajaca catkowite rozbicie komorek (kontrola mi-
kroskopowa) i chtodzac zawiesine tak, aby temperatura nie przekroczyta ok. 10°C.

Etap 7. Rozpuszczanie ciat inkluzyjnych

Ciata inkluzyjne rozpuszcza sie w odpowiedniej ilosci 12 mM buforu wodoroweglanowego i 0,2
mM EDTA do uzyskania wartosci absorbancji ponizej 9 przy dtugosci fali 280 nm. Roztwdr doprowadza
sie do pH do wartosci 11,5 + 0,5 za pomocg 2 M NaOH i miesza przez 30 min. w temp pokojowej.
Nastepnie koryguje sie pH do 10,8 + 0,4 za pomoca 2 M HCI. Roztwdr klaruje sie przez wirowanie przy
12 500 rpm przez 15 min w temp. 4°C.

Etap 8. Renaturacja

Po rozpuszczeniu ciat inkluzyjnych biatko renaturuje sie przez napowietrzanie — silne mieszanie-
przez ok. 16-18 h w temperaturze pokojowej. Nastepnie koryguje sie pH do wartosci 9,0 za pomocag
2 M HCI.

Etap 9. Cytrakonylacja

Do roztworu biatka dodaje sie porcjami bezwodnika cytrokonylowego w ilosci obliczonejwedtug
wzoru: objeto$¢ bezwodnika (cm?®) = 0,15 x objetos$¢ roztworu [dm?3] x Az2go oraz 2 M NaOH do utrzymania
pH o wartoéci w przedziale 8,7-9,3. Po dodaniu catej ilosci bezwodnika roztwor miesza sie przez 1 go-
dzine, po czym dodaje sie roztwér 2 M etanolaminy w trzykrotnej objetosci bezwodnika i miesza przez
30 min.

Etap 10. Trypsynowanie

Po cytrakonylacji pH roztworu koryguje sie do wartosci 8,8 za pomoca 2 M HCI i rozciencza wodag
tak, aby przewodnictwo wyniosto ponizej 5 mS. Nastepnie dodaje sie 1% roztwor trypsyny w ilosci obli-
czonej wedtug wzoru: objetos¢ roztworu trypsyny = Azso X objetosé roztworu [dm?3] / 95) i miesza przez
16—18 godzin w temperaturze pokojowej. Reakcje hamuije sie roztworem aprotyniny o stezeniu 1 mg/ml,
dodawanego w ilosci dwudziestojednokrotnie mniejszej od objetosci trypsyny.

Etap 11. Odciecie biatka liderowego — ubikwityny

Do roztworu biatka o temperaturze 10°C dodaje sie 20 mM kwas fosforowy do uzyskania pH
o wartosci 7,5, po czym w temperaturze 37°C dodaje sie 19,2 cm? roztworu proteazy UBP1AC lub
UBP1AC2 o stezeniu 1 mg/cm3, i miesza sie przez 1 godzine. Po ochtodzeniu do 4°C roztwor klaruje
sie przez wirowanie przy 12 000 rpm przez 15 minut.

Etap 12. Chromatografia niskocisnieniowa na ztozu DEAE Sepharosa

Na kolumne wypetniong ztozem DEAE (200 cm?) i zréwnowazong 0,5 M TRIS o pH 8,6 + 0,2,
a nastepnie 20 mM TRIS o pH 8,6 = 0,2 nanosi sie roztwdr o pH 8,6 + 0,2. Po naniesieniu kolumne
ptucze sie buforami o pH 8,6 + 0,2: 20 mM TRIS z NaCl do przewodnosci 5mS +1 mS, a nastepnie 20
mM TRIS z NaCl do przewodnosci 2 mS + 1 mS i 20% + 5% izopropanolu. Biatko insuliny eluuje sie
buforem o pH 8,6 £ 0,2, sktadajacym sie z 20 mM TRIS z NaCl do przewodnosci 5 + 1 mS i z dodatkiem
25% + 5% izopropanolu.

Etap 13. Decytrakonylacja

Frakcje gtowna wyeluowang z kolumny rozciencza sie 2 razy, ochtadza do 4°C i zakwasza 0,1 M
HCI do pH o wartosci 2,9 + 0,2, po czym miesza sie 10 godzin.

Etap 14. Stracanie insuliny chlorkiem cynku

Do rozcienczonej frakcji gtéwnej dodaje sie takg objetos¢ 1 M chlorku cynku, ktéra odpowiada
1/50 objetosci frakcji gtéwnej, koryguje sie pH do wartosci 5,5 + 0,5 i miesza przez 1 godzine. Nastepnie
zawiesine odwirowuje sie przy 9000 rpm przez 15 min w 4°C. Otrzymany osad zawiesza sie w wodzie.

Etap 15. Chromatografia niskocisnieniowa na ztozu Q Sepharosa

Zawiesine insuliny uzupetnia sie woda do objetosci wyliczonej z wzoru: objetos¢ kohcowa = cat-
kowita ilos¢ biatka otrzymanego po DEAE [AU A2s0)/7, dodaje TRIS o pH 8,6 do stezenia 30 mM i 0,2 M
roztwor EDTA w ilosci wyliczonej z wzoru: objetos¢ [cm?] = catkowita ilos¢ biatka otrzymanego po DEAE
[AU Azso] / 190, po czym doprowadza sie pH do wartosci 8,6. Na kolumne wypetniona ztozem Q (80
cm?®) i zréwnowazong 0,5 M TRIS o pH 8,66, a nastepnie 20 mM TRIS o pH 8,6, nanosi sie roztwér
rozpuszczone;j soli cynkowej insuliny o pH 8,6. Po naniesieniu kolumne ptucze sie buforem 20 mM TRIS
z20% + 5% izopropanolu o pH 8,6, a nastepnie eluuje sie biatko insuliny buforem o pH 8,6, sktadajacym
sie 20 MM TRIS z NaCl do przewodnosci 3 mS +2 mS i 25% + 5% izopropanolu.
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Etap 16. Reakcja z karboksypeptydaza B

Frakcje gtéwna wyeluowanag z kolumny rozciencza sie 2 razy i dodaje roztwér karboksypeptydazy
B o stezeniu 2,5 mg/cm? w ilo$ci obliczonej z wzoru: objetos¢ [um?] = catkowita ilo$¢ biatka otrzymanego
po Q [AU A2s0] / 15. pH roztworu doprowadza sie do wartosci 8,8, po czym roztwdr miesza sie przez
16-18 godzin w temperaturze pokojowej. Nastepnie pH doprowadza sie do 3 i roztwdr poddaje sie
oczyszczaniu przez chromatografie wysokocisnieniowa.

Etap 17. Chromatografia wysokocisnieniowa RP-HPLC.

Rozdziat prowadzi sie na kolumnie Kromasil C8 lub C18 z zastosowaniem gradientu acetonitrylu:

Faza A Faza B
95% 5%
75% 25%

Faza ruchoma A: 2000 cm?® 0,2 M roztworu siarczanu sodu z 440 cm? acetonitrylu, o pH 2,3
i o temperaturze 25-30°C;

Faza ruchoma B: 1250 cm?® 0,2 M roztworu siarczanu sodu z 1250 cm? acetonitrylu, o pH 2,3
i o temperaturze 25-30°C;

Roztwor po reakcji z karboksypeptydaza B lub frakcje gtdwna po oczyszczaniu na ztozu Q Se-
pharosa po dwukrotnym rozcienczeniu i doprowadzeniu pH do wartosci 3, oczyszcza sie porcjami, na-
noszac na kolumne jednorazowo objetos¢ roztworu o zawartosci biatka catkowitego 200 AU, po czym
zbiera frakcje gtéwna tak, aby czystos¢ produktu (HPLC) wynosita co najmniej 98%.

Etap 18. Stracanie insuliny chlorkiem cynku

Potaczone frakcje gtéwne po chromatografii wysokocisnieniowej rozciencza sie 2 razy i dodaje
1 M ZnCl2 w proporcji 3 cm? chlorku cynku na 150 cm?® prébki, po czym pH doprowadza sie do wartosci
6 + 1 i miesza przez 1 godzine. Nastepnie zawiesine wiruje sie przy 9000 rpm przez 15 min w 4°C,
a osad zawiesza sie w 10-15 cm?® wody.

Etap 19. Chromatografia na ztozu Sephadeks G-25 i liofilizacja

Zawiesine osadu doprowadza sie do pH 3, filtruje przez filtr 0,22 um i nanosi na kolumne wypet-
niong no$nikiem Sephadex G 25 (120 cm?). Przed naniesieniem kolumne rownowazy sie 5 mM octanem
amonu o pH 4, a biatko wymywa sie 5 mM octanem amonu o pH 4. Tak otrzymang substancje poddaje
sie liofilizacji.

Il. Przykiady szczegdtowe

Przyktad 1. Insulina ludzka LysB28ProB29 (insulina lispro)

Zgodnie z powyzej podang ogdlng procedurg prowadzenia procesu (punkt I), przeprowadzono
wytwarzanie biosyntetycznej insuliny lispro, stosujac etapy 1-6, 6b, 7-10 i 12-19 oraz dla systemu
ekspresji 1.2. i 1.5. dodatkowo etap Il (Tabela 1. Insulina lispro). Proces badano w 20 wariantach 8
systemow ekspresji biatka. Z otrzymanych danych wynika, ze sprawdzajace sie w warunkach laborato-
ryjnych szczepy bakterii Escherichia coli DH5a,, DHS i HB101 z plazmidami z promotorami deoP1P2
i pms nie sa odpowiednie dla hodowli produkcyjnej z pozywka minimaing (system 1.3., 1.4., 1.5., 1.6.
i 1.7.). Szczepy te charakteryzujag sie niskim wzrostem na minimalnej pozywce technologicznej, wyka-
zujac znacznie nizszg wartos¢ gestosci optycznej w fermentorach produkcyjnych. Podobnie matg przy-
datno$¢ produkcyjna wykazuje system szczepu IBA z uszkodzonym represorem cytR i z plazmidem
pIGAL (system 1.8.), charakteryzujacy sie stosunkowo lepszym wzrostem, lecz niska zawartosciag ciat
inkluzyjnych (obserwacje mikroskopowe).

Najlepsza wydajnoscia ekspresji charakteryzuje sie system szczepu IBA/pIBA, opisany w paten-
cie polskim nr PL 180 818, ktory zbadano w 4 wariantach peptydu tgcznikowego i 2 wariantach biatka
liderowego (system 1.1.i 1.2.). Wszystkie charakteryzujg sie dobrymi, poréwnywalnymi parametrami
wzrostu w pozywce minimalnej, lecz réznig sie masa ciat inkluzyjnych i wzgledna wydajnoscia renatu-
racji peptydu fuzyjnego oraz — w zwiazku z tym — koncowa wydajnoscia produktu.

Najwyzsza wydajnos¢ insuliny lispro uzyskano wykorzystujac system ekspresji E. coli IBA/pIBA
wytwarzajacy tancuch A potaczony z tancuchem B insuliny lispro dipeptydem ArgArg (Tabela 1, L.p
przyktadu 1.1.1.i 1.2.1.), przewyzszajacy wydajnos¢ pozostatych systemoéw co najmniej o 13—-15%.

Przyktad 2. Insulina GlyA22ArgB31 (insulina GR)

Zgodnie z powyzej podang ogdlng procedurg prowadzenia procesu (punkt I), przeprowadzono
wytwarzanie biosyntetycznej insuliny GR, stosujac etapy 1-6, 6b, 7-10, 12—15 i 17-19 oraz dla sys-
temu ekspresji 2.2. dodatkowo etap 11 (Tabela 2. Insulina GR). Proces badano w 12 wariantach
5 systemow ekspresji biatka (nie stosowano wariantu z tgcznikiem LysArg, jako nieprowadzacego do
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insuliny GR). Otrzymane dane potwierdzajg wnioski z przyktadu 1, dotyczace wyzszosci systemu eks-
presji opisanego w patencie polskim nr PL 180 818 nad innymi badanymi oraz wykazujg podobne réz-
nice w wydajnosci procesu w zaleznosci od rodzaju peptydu tacznikowego taczacego tancuch A i B tego
analogu insuliny. W szczegolnosci najwyzszg wydajnosc¢ insuliny GR uzyskano wykorzystujac system
ekspresji E. coli IBA/pIBA, wytwarzajacy tancuch A potaczony z tancuchem B insuliny GR dipeptydem
ArgArg (Tabela 2, L.p przyktadu 2.1.1.i 2.2.1.) i przewyzszajacy wydajnos¢ pozostatych systemow co
najmniej o 16%—22%. Z przedstawionych rezultatow wynika przewaga technologiczna tacznika ArgArg
bez wzgledu na rodzaj biatka liderowego.

Przyktad 3. Insulina ludzka.

Zgodnie z powyzej podana ogdlna procedura prowadzenia procesu, przeprowadzono wytwarza-
nie biosyntetycznej insuliny ludzkiej w 8 wariantach 2 systemow ekspres;ji biatka. W badaniach prowa-
dzono etapy 1-6, 6b, 7-10 i 12-19 oraz dla systemu ekspresji 1.2. i 1.5. dodatkowo etap 11. Z otrzy-
manych danych wynika (Tabela 3. Insulina ludzka), ze najlepsza wydajnoscia ekspresji charakteryzuje
sie system szczepow IBA/pIBA, wykazujacych sie dobrymi, poréwnywalnymi parametrami wzrostu
w przemystowej pozywce minimalnej i réznigcych sie masa wytworzonych ciat inkluzyjnych oraz
wzgledna wydajnoscia renaturacji. Ponownie najwyzszg wydajnos¢ insuliny ludzkiej uzyskano wykorzy-
stujac system ekspresji E. coli IBA/pIBA wytwarzajacy fancuch A potaczony z tancuchem B insuliny
ludzkiej dipeptydem ArgArg (Tabela 3, L.p przyktadu 3.1.1. i 3.2.1. Badania analityczne, prowadzone
w poszczegdlnych etapach procesu wykazuja, ze wyzszg wydajno$¢ w tym wariantach systemu eks-
presji — 0 14%—-16% — osiaga sie po etapie wytwarzania ciat inkluzyjnych i renaturacji, przy czym utrzy-
muje sie ona przez wszystkie pozostate etapy procesu.

Przyktad 4. Insulinaludzka SerA22ArgB31 (insulina SR).

Badania wydajnosci procesu wytwarzania insuliny SR przeprowadzono zgodnie z powyzej po-
dana ogdlna procedura (punkt I), realizujac etapy 1-6, 6b, 7-10, 12—-15i 17-19 oraz dla systemu eks-
presji 4.2. dodatkowo etap 11 (Tabela 2. Insulina GR). Proces badano w 12 wariantach 5 systemow
ekspresji biatka (nie stosowano wariantu z tgcznikiem LysArg, jako nieprowadzacego do insuliny SR).
Otrzymane dane potwierdzaja poprzednie wyniki, stale wykazujac wyzszg wydajnosc¢ systemu ekspresji
E. coli IBA/pIBA, wytwarzajacego tancuch A potaczony z tancuchem B insuliny SR dipeptydem ArgArg
(Tabela 4, L.p przyktadu 4.1.1. i14.2.1.) w poréwnaniu z innym peptydami tacznikowymi tego systemu —
co najmniej o 15% .

Przyktad 5. Insulina SerA22LizB3ArgB31 (insulina SK3R)

Zgodnie z powyzej podana ogdlna procedurg prowadzenia procesu, przeprowadzono wytwarza-
nie biosyntetycznej insuliny SK3R w 6 wariantach 2 systemdw ekspres;ji biatka. W badaniach prowa-
dzono etapy 1-6, 6b, 7-10, 12-15i 17-19 oraz dla systemu ekspresji 5.2. dodatkowo etap 11. Z otrzy-
manych danych wynika (Tabela 5. Insulina SK3R), ze najlepszg wydajnoscia ekspresji charakteryzuje
sie system szczepow IBA/pIBA, wykazujacych sie dobrymi, porownywalnymi parametrami wzrostu
w przemystowej pozywce minimalnej i réznigcych sie masa wytworzonych ciat inkluzyjnych oraz
wzgledna wydajnoscia renaturacji. Ponownie najwyzszg wydajnos¢ insuliny ludzkiej uzyskano wykorzy-
stujac system ekspresji E. coli IBA/pIBA wytwarzajacy fancuch A potaczony z tancuchem B insuliny
ludzkiej dipeptydem ArgArg (Tabela 5, L.p przykiadu 5.1.1. i 5.2.1. Wyczerpujace badania analityczne,
prowadzone w poszczegodlnych etapach procesu wykazuja, ze wyzsza wydajno$é w tych wariantach
systemu ekspresji utrzymuje sie przez wszystkie etapy procesu po etapie wytwarzania ciat inkluzyjnych
i renaturacji, wydajnosc ta jest wyzsza od uzyskanej z innych wariantéw systemu ekspresji przynajmniej
0 14%—16%.

Przyktad 6. Preproinsulina (prekursor) G: biatko liderowe — tancuch B — tgcznik — tancuch
A:dezAsnA21GlyA21.

Uniwersalno$¢ przewagi facznika ArgArg nad innymi w ekspresji preproinuliny wykazano réwniez ba-
dajac wydajnos¢ wytwarzania biatka sktadajacego sie z biatka liderowego poprzedzajacego tancuch B, ktory
byt potaczony badanymi tacznikami z modyfikowanym tancuchem A insuliny (A:dezAsnA21GlyA21). Bada-
nia zrealizowano przeprowadzajgc krytyczne etapy 1-8 ogdinej procedury prowadzenia procesu w 8
wariantach 2 systemow ekspresji. Wyniki badan, przedstawione w Tabeli 6. Preproinsulina (prekursor)
G: biatko liderowe — tancuch B — tacznik — tancuch A:dezAsnA21GlyA21 wykazuja, ze w przypadku
tacznika ArgArg wydajnos¢ procesu jest wyzsza o 10%, niz w pozostatych przypadkach.

Na podstawie kohcowej wydajnosci produktu, potwierdzonej zawartoscig biatka przed oczyszcze-
niem, nieoczekiwanie okazato sie, ze najlepsze wyniki w wytwarzaniu rekombinowanej insuliny ludzkiej
i jej analogow osiaga sie w systemie ekspresji sktadajacym sie z plazmidu ekspresyjnego z promotorem
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deoP1P2 w szczepach bakterii Escherichia coli pozbawionych genu represora cytR (patent polski nr
PL 180 818), jezeli w plazmidzie kodujacym biatko fuzyjne tancuch A insuliny jest potaczony z tancu-
chem B za pomoca dipeptydu ArgArg. Co wiecej, réznica w wydajnosci miedzy wariantem systemu
z dipeptydem ArgArg a LysArg wynosi 13%—-22% i jest poréwnywalna z opisanym w patencie polskim
nr PL 180 818 postepem w wydajnoéci systemu z dipeptydem LysArg i Arg w poréwnaniu z systemem
z peptydem C, wynoszacym odpowiednio 23% i 17%.
Konstrukcja genetyczna plazmidu pIBA i pIBA/INS [pIBA/INSLys(31B)Arg(32B)]
Plazmid pIBA/IMS o wielkosci 4354 par zasad jest zbudowany z nastepujacych sekwencji regu-
latorowych oraz gendw:
— od 7 pzdo 942 pz zlokalizowany jest region regulatorowy z promotorami deoP1P2
— od 946 pz do 1137 pz znajduje sie sekwencja kodujaca fragment ludzkiego genu SOD,
— od 1138 pz do 1299 pz zawarta jest sekwencja kodujaca tancuchy A, B oraz tancuch C
(w postaci tacznika Lys-Arg) rekombinowanej ludzkiej insuliny INS, sekwencja nukleoty-
dowa insuliny zostata zmieniona zgodnie z czesto$cig wystepowania kodondéw. w E. coli,
- od 1312 pz do 1338 pz do zlokalizowany jest region kodujacy terminator transkrypcji Ter
trpA,
— od 1508 pz do 2698 pz znajduje sie gen opornosci na tetracykline Tet,
Strukture plazmidu pIBA przedstawiono schematycznie na Fig. 1, a jego sekwencje nukleotydowa
i aminokwasowa; na Fig. 2. Strukture plazmidu pIBA/INS zawierajacego przyktadowy gen kodujacy
biatko rekombinowanej insuliny ludzkiej, w ktérej tancuch A jest potaczony z tahcuchem B dipeptydem
LysArg przedstawiono schematycznie na Fig. 3, a jego sekwencje nukleotydowg i aminokwasowa na
Fig. 4.
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<110>

<120>

<130>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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SEQUENCE LISTING
Instytut Biotechnolcogii i Antybiotykdw

Sposdb wytwarzania insuliny i Jje] pochodnych oraz peptyd
hybrydowy stosowany w tym sposobie

PK/3515/RW

29

PatentIn version 3.5
1

21

PRT
artificial

tanncuch 2

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu

1

5 10 15

Glu Asn Tyr Cys Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20

2

22

PRT
artificial

taficuch a

2

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu

1

5 10 15

Glu Asn Tyr Cys Asn Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

20
3
22
PRT
artificial
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<220>
<223> tahcuch A

<400> 3

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
1 5 10 15

Glu Asn Tyr Cys Asn Ser

20
<210> 4
<211> 21
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> tancuch a

<400> 4
Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu

1 5 10 15

Glu Asn Tyr Cys Gly
20

<210> 5
<211> 30
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> tahAcuch B

<400> 5
Pne Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr

1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30

<210> 6
<211> 30
<212> PRT

<213> artificial
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<220>
<223> tahcuch B

<400> 6

PL 239 062 B1

Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr

1 5

10

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

20
<210> 7
<211> 30
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> tahcuch B

<400> 7

25

30

15

Phe val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Vval Glu Ala Leu Tyr

1 5

10

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Lys Pro Thr

20

<210> 8
<211> 64
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> SOCD

<400> 8

Met Ala Thr Lys Ala
1 5

Gly Ile Ile Asn Phe
20

Trp Gly Ser Ile Lys
35

His Glu Phe Gly Asp
50

vVal

Glu

Gly

Asn

Ser

Gln

Leu

Thr
55

25

Val Leu

Lys Glu
25

Thr Glu
40

Ala Gly

Lys Gly
10

Ser Asn

Gly Leu

Ser Thr

Asp

Gly

His

Ser
60

Gly

Pro

Gly
45

Ala

30

Pro

Val
30

Phe

Gly

15

Val Gln
15

Lys Val

His Vval

Pro Arg



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met Gln

1

Val Glu

Lys Glu

Gln Leu
50

Ser Thr
65

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9

76

PRT
artificial

ubi

Ile Phe Val

Ser Sexr Asp
20

Gly Ile Pro

Glu Asp Gly

Leu His TLeu

10

117

PRT
artificial

Lys

Thr

Pro

Arg

Val
70

X-B-R-R-A (SOD)

10
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Thr

Ile

Asp

Thr

55

Leu

Leu

Asp

Gln

40

Leu

Arg

Met Ala Thr Lys Ala Val Ser Val

1

5

Gly Ile Ile Asn Phe Glu Gln

20

Trp Gly Ser Ile Lys Gly Leu

35

Lys

Thr
40

Thr Gly
10

Asn Val

25

Gln Arg

Ser Asp

Leu Arg

Lys

Lys

Leu

Tyr

Gly
75

Thx Ile Thr

Ser Lys Ile
30

Ile Phe Ala
45

Asn Ile Gln
60

Gly

Leu Lys Gly Asp Gly Pro

10

Glu Ser Asn Gly Pro Val

25

30

Glu Gly Leu His Gly Phe

45

17

Leu Glu

15

Gln Asp

Gly Lys

Lys Glu

Val Gln
15

ys Val

His Val
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His Glu
50

Phe Val
65

Leu Val

Gly Ile

Glu Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met Ala

1

Gly Ile

Trp Gly

His Glu
50

Phe Val
65

Leu Val

Phe

Asn

Cys

vVal

Tyr
115

11
117
PRT

Gly

Gln

Gly

Glu

100

Cys

Asp

His

Glu

85

Gln

Asn

artificial

X-B-R-R-A

11

Thr

Ile

Ser

35

Phe

Asn

Cys

Lys

Asn

20

Ile

Gly

Gln

Gly

Asn

Leu

70

Arg

Cys

(SOD)

Ala

Phe

Lys

Asp

His

Glu
85

Val

Glu

Gly

Asn

Leu

70

Arg

2
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Thr
55

Cys

Ala

Gly

Gly Phe

Cys

Ser

Gln

Leu

Thr

55

Cys

Gly

Thr

Val

Lys

Thr

40

Ala

Gly

Phe

Gly

Ser

Phe

Ser
105

Leu

Glu

25

Glu

Gly

Ser

Phe

Sexr

His

Tyr

90

Ile

Lys

10

Ser

Gly

Ser

His

Tyr
90

Thr

Leu

75

Thr

Cys

Gly

Asn

Leu

Thr

Leu

75

Thr

Ser

60

vVal

Pro

Sex

Asp

Gly

His

Serxr

60

Val

Lys

Ala

Glu

Lys

Leu

Gly

Pro

Gly

45

Ala

Glu

Pro

Gly

Ala

Thr

Tyr
110

Pro

val

30

Phe

Gly

Ala

Thr

Pro

Leu

Arg

95

Gln

vVal

15

Lys

His

Pro

Leu

Arg
95

Arg

Tyr

Arg

Leu

Gln

val

Val

Arg

Tyr

BO

Arg
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Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu

100

Glu Asn Tyr Cys Asn

115

<210> 12

<211> 1138

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> X-B-R-R-A (SOD)

<400> 12

Met Ala Thr TLys Ala Val

1 5

Gly Ile Ile Asn Phe Glu

20

Trp Gly Ser Ile Lys Gly
35

His Glu Phe Gly Asp Asn

50

Phe Val Asn Gln His Leu

65 70

Leu Val Cys Gly Glu Arg

85
Gly Ile Val Glu Gln Cys
100

Glu Asn Tyr Cys Asn Gly
115

<210> 13

<211> 118

<212> PRT

Ser

Gln

Leu

Thr

55

Cys

Gly

Cys

Val

Lys

Thr

40

Ala

Gly

Phe

Thr

105

Leu

Glu

25

Glu

Gly

Ser

Phe

Ser
105

Lys

10

Ser

Gly

Ser

His

Tyr

90

Ile

Gly

Asn

Leu

Thr

Leu

75

Thr

Cys

Asp

Gly

His

Ser

60

val

Pro

Ser

Gly

Pro

Gly

45

Ala

Glu

Lys

Leu

110

Pro

Val

30

Phe

Gly

Ala

Thr

Tyr
110

Val

15

Lys

His

Pro

Leu

Arg

95

Gln

Gln

val

Val

Arqg

Tyr

80

Arg

Leu

19
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<213>

<220>
<223>

<400>
Met Ala

1

Gly Tle

Trp Gly

His Glu
50

Phe Val
65

Leu Val

Gly Ile

Glu Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

artificial

X-B-R-R-2 (S50D)
13

Thr Lys Ala Val

Tle Asn Phe Glu
20

Ser Ile Lys Gly
35

Phe Gly Asp Asn

Asn Gln His Leu
70

Cys Gly Glu Arg
85

Val Glu Gln Cys
100

Tyr Cys Asn Ser
115

14

118

PRT
artificial

X-B-R-R-2 (S50D)

14

PL 239 062 B1

Ser

Gln

Leu

Thr

55

Cys

Gly

Cys

Val Leu

Lys Glu
25

Thr Glu

40

Ala Gly

Gly Ser

Phe Phe

Thr Ser
105

Lys

10

Ser

Gly

Ser

His

Tyr

90

Ile

Gly

Asn

Leu

Thr

Leu

75

Thr

Cys

Asp

Gly

His

Ser

60

Val

Pro

Ser

Gly

Pro

Gly

45

Ala

Glu

Lys

Leu

Pro

vVal

30

Phe

Gly

Ala

Thr

Tyr
110

Val

15

Lys

His

Pro

Leu

Arg

95

Gln

Gln

Val

Val

Arg

Tyr

80

Arg

Leu

Met Ala Thr Lys Ala Val Ser Val Leu Lys Gly Asp Gly Pro Val Gln

1

5

10

15

Gly Ile Ile Asn Phe Glu Gln Lys Glu Ser Asn Gly Pro Val Lys Val

20

25

30



Trp Gly

His Glu
50

Phe Val
65

Leu Va_

Gly Ile

Glu Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met Ala
1

Gly Ile

Trp Gly

His Glu
50

Phe Va_
65

Ser
35

Phe

Lys

Cys

vVal

Tyr
115

15
117
PRT

Ile

Gly

Gln

Gly

Glu

100

Cys

Lys

Asp

His

Glu

85

Gln

Asn

artificial

X-B-R-R-A

15

Thr

Ile

Ser

35

Phe

Asn

Lys

Asn

20

Tle

Gly

Gln

Ala

Phe

Lys

Asp

His

Gly

Asn

Leu

70

Arg

Cys

Ser

(SOD)

Val

Glu

Gly

Asn

Leu
70

PL 239 062 B1

Leu

Thxr

55

Cys

Gly

Cys

Ser

Gln

Leu

Thr

55

Cys

Thr

40

Ala

Gly

Phe

Thr

Val

Lys

Thr

40

Ala

Gly

Glu

Gly

Ser

Phe

Ser
105

Leu

Glu

25

Glu

Gly

Ser

Gly

Ser

His

Tyr

90

Ile

Lys

10

Ser

Gly

Ser

His

Leu

Thr

Leu

75

Thr

Cys

Gly

Asn

Leu

Thr

Leu
75

His

Ser

60

vVal

Pro

Ser

Asp

Gly

His

Ser

60

Val

Gly

45

Ala

Glu

Lys

Leu

Gly

Pro

Gly

45

Ala

Glu

Phe

Gly

Ala

Thr

Tyr
110

Pro

val

30

Phe

Gly

Ala

His

Pro

Leu

Arg

%5

Gln

val

15

Lys

His

Pro

Leu

Val

Arg

Tyr

80

Arg

Leu

Gln

Val

Val

Arg

Tyr
80



22

Leu Val Cys

Gly Ile Val

Glu Asn Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115

16
129
PRT

PL 239 062 B1

Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg

85

90

95

Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu

100

Cys

Gly

artificial

X-B-R-R-A

16

Met Gln Ile

1

Val

Lys

Gln

Ser

65

His

Glu

Gln

Glu

Glu

Leu

50

Thr

Leu

Arg

Cys

Ser

Gly

35

Glu

Leu

Cys

Gly

Cys
115

Phe

Ser

20

Ile

Asp

His

Gly

Phe

100

Thr

(UBI)

Val

5

Asp

Pro

Gly

Leu

Ser

85

Phe

Ser

Lys Thr

Thr Tle

Pro Asp

Arg Thr

55

Val Leu

70

His Leu

Tyr Thr

Ile Cys

Leu

Asp

Gln

40

Leu

Arg

vVal

Pro

Ser
120

105

Thr Gly
10

Asn Val
25

Gln Arg

Ser Asp

Leu Arg

Glu Ala
90

Lys Thr
105

Leu Tyr

Lys Thr

Lys Ser

Leu Ile

Tyr Asn

60

Gly Gly

Leu Tyr

Arg Arg

Gln Leu

Ile

Lys

Phe

45

Ile

Phe

Leu

Gly

Glu
125

110

Thx

Ile

30

Ala

Gln

val

val

Ile

110

Asn

Leu

15

Gln

Gly

Lys

Asn

Cys

95

Val

Tyr

Glu

Asp

Lys

Glu

Gln

80

Gly

Glu

Cys



Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met Gln
1

vVal Glu

Lys Glu

Gln Leu

50

Ser Thr

65

His Leu

Glu Arg

Gln Cys

Asn

<210>

17

129

PRT
artificial

X-B-R-R-A (UBI)

17

Ile Phe Val

Ser Ser Asp
20

Gly Tle Pro
35

Glu Asp Gly

Leu His Leu

Cys Gly Ser
85

Gly Phe Phe
100

Cys Thr Ser
115

18

Lys

Thr

Pro

Arg

vVal

70

His

Tyr

Ile

PL 239 062 B1

Thr

Ile

Asp

Thr

55

Leu

Leu

Thr

Cys

Leu

Asp

Gln

40

Leu

Arg

Val

Lys

Ser
120

Thr

Asn

25

Gln

Ser

Leu

Glu

Pro

105

Leu

Gly

Val

Arg

Asp

Arg

Ala

90

Thr

Tyr

Lys

Lys

Leu

Tyr

Gly

75

Leu

Arg

Gln

Thr

Ser

Ile

Asn

60

Gly

Tyr

Arg

Leu

Ile

Lys

Phe

45

Ile

Phe

Leu

Gly

Glu
125

Thr

Ile

30

Ala

Gln

vVal

val

Ile

110

Asn

Leu

15

Gln

Gly

Lys

Asn

Cys

95

Val

Tyr

Glu

Asp

Lys

Glu

Gln

80

Gly

Glu

Cys

23



24

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met Gln
1

Val Glu

Lys Glu

Gln Leu
50

Ser Thr
65

His Leu

Glu Arg

Gln Cys

Asn Gly
130

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

130
PRT

artificial

X-B-R-R-A (URI)

18

Ile

Ser

Gly

35

Glu

Leu

Cys

Gly

Cys

115

19
130
PRT

Phe

Ser

20

Ile

Asp

His

Gly

Phe

100

Thr

Val

Asp

Pro

Gly

Leu

Ser

85

Phe

Serxr

artificial

Lys

Thr

Pro

Arg

Val

70

His

Tyr

Ile

X-B-R-R-A (UBI)

19

Thr

Ile

Asp

Thr

55

Leu

Leu

Thr

Cys

Leu

Asp

Gln

40

Leu

Arg

Val

Pro

Ser
120

Thr

Asn

25

Gln

Ser

Leu

Glu

Lys

105

Leu

PL 239 062 B1

Gly

10

Val

Arg

Asp

Arg

Ala

90

Thr

Tyr

Lys

Lys

Leu

Tyr

Gly

75

Leu

Arg

Gln

Thr

Ser

Ile

Asn

60

Gly

Tyr

Arg

Leu

Ile

Lys

Phe

45

Tle

Phe

Leu

Gly

Glu
125

Thr

Ile

30

Ala

Gln

Val

Val

Ile

110

Asn

Leu

15

Gln

Gly

Lys

Asn

Cys

95

Val

Tyr

Glu

Asp

Lys

Glu

Gln

80

Gly

Glu

Cys



Met Gln

Val Glu

Lys Glu

Gln Leu
50

Ser Thr
65

His Leu

Glu Arg

Gln Cys

Asn Ser

130

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ile Phe Val

Ser Ser Asp
20

Gly Ile Pro

Glu Asp Gly

Leu His Leu

Cys Gly Ser
85

Gly Phe Phe
100

Cys Thr Ser
115

20

130

PRT
artificial

Lys

Thr

Pro

Arg

Val

70

His

Tyr

Ile

X-B-R-R-A (UBI)

20

PL 239 062 B1

Thr

Tle

Asp

Thr

55

Leu

Leu

Thr

Cys

Leu

Asp

Gln

40

Leu

Arg

Val

Pro

Ser
120

Thr

Asn

25

Gln

Ser

Leu

Glu

Lys

105

Leu

Gly

10

val

Arg

Asp

Arg

Ala

90

Thr

Tyr

Lys

Lys

Leu

Tyxr

Gly

75

Leu

Arg

Gln

Thr

Ser

Ile

Asn
60

Ile

Lys

Phe

45

Ile

Gly Phe

Tyr

Arg

Leu

Leu

Gly

Glu
125

Thr

Ile

30

Ala

CGln

val

val

Ile

110

Asn

Leu

15

Gln

Gly

Lys

Asn

Cys

95

Val

Tyr

Glu

Asp

Lys

Glu

Gln

80

Gly

Glu

Cys

Met Gln Ile Phe Val Lys Thr Leu Thr Gly Lys Thr Ile Thr Leu Glu

1

5

10

15

Val Glu Ser Ser Asp Trkr Ile Asp Asn Val Lys Ser Lys Ile Gln Asp

20

25

30

25



26

Lys

Gln

Ser

65

His

Glu

Gln

Asn

Glu

Leu

50

Thr

Leu

Arg

Cys

Ser
130

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gly Ile Pro
35

Glu Asp Gly

Leu His Leu

Cys Gly Serx
85

Gly Phe Phe
100

Cys Thr Sex
115

21

129

PRT
artificial

Pro

Arg

vVal

70

His

Tyx

Ile

X-B-R-R-A (UBI)

21

Met Gln Ile Phe Val lys

1

vVal

Lys

Gln

Glu

Glu

Leu
50

5

Ser Ser Asp
20

Gly Ile Pro
35

Glu Asp Gly

Thr

Pro

Arg

PL 239 062 B1

Asp

Thx

55

Leu

Leu

Thr

Cys

Thr

Ile

Asp

Thr
55

Gln

40

T.en

Arg

vVal

Pro

Ser
120

Leu

Asp

Gln

40

Leu

Gln

Ser

Leu

Glu

Lys

105

Leu

Thr

Asn

25

Gln

Ser

Arg

Asp

Arg

Ala

90

Thr

Tyr

Leu

TyTr

Gly

75

Leu

Arg

Gln

Gly Lys

10

Val

Arg

Asp

Lys

Leu

Tyr

Ile

Asn

60

Gly

Tyr

Arg

Leu

Thr

Ser

Ile

Asn
60

Phe

45

Tle

Phe

Leu

Gly

Glu
125

Ile

Lys

Phe

a5

Tle

Ala

GIn

val

val

Ile

110

Asn

Thr

Tle

30

Ala

Gln

Gly

Lys

Lys

Cys

95

Val

Tyr

Leu
15

Lys

Glu

Gln

80

Gly

Glu

Cys

Glu

Gln Asp

Gly

Lys

Lys

Glu



Ser Thr
65

His Leu

Glu Arg

Gln Cys

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Phe Val

1

Leu Val

Gly Ile

Glu Asn
50

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

PL 239 062 B1

TLeu His Leu Val Leu Arg
70
Cys Gly Ser His Leu Val
85
Gly Phe Phe Tyr Thr Pro
100
Cys Thr Ser Ile Cys Ser
115 120
22
53
PRT
artificial
B-R-R-A
22
Asn Gln His Leu Cys Gly
5
Cys Gly Glu Arg Gly Phe
20
Val Glu Gln Cys Cys Thx
35 40
Tyr Cys Asn
23
53
PRT
artificial
B-R-R-A

Leu

Glu

Lys
105

Leu

Ser

Phe
25

Ser

Arg Gly Gly
75

Ala Leu Tyr
90

Thr Arg Arg

Tyr Gln Leu

His Leu Val
10

Tyr Thr Pro

Ile Cys Ser

Phe Val

Leu Val

Gly Ile
110

Glu Asn
125

Glu Ala

Thr
30

Lys

Leu
45

Tyr

Gln
80

Asn

Cys
95

Gly
Val

Glu

Tyr Cys

Leu Tyr
15

Arg Arg

Gln Leu

27



28

<400> 23
Phe Val Asn

1

Leu Val Cys

Gly Ile Vval
35

Glu Asn Tyr
50

<210> 24
<211> 54
<212> PRT

PL 239 062 B1

Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val
5 10

Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Lys
20 25

Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser
40

Cys Asn

<213> artificial

<220>

<223> B-R-R-A 3

<400> 24
Phe Val Asn

1

Leu Val Cys

Gly Ile Val
35

Glu Asn Tyr

50
<210> 25
<211> 54
<212> PRT

Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val
5 10

Glu Ala Leu Tyrx
15

Pro Thr Arg Arg
30

Leu Tyr Gln Leu
45

Glu Ala Leu Tyr
15

Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg

20 25

Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser
40

Cys Asn Gly

<213> artificial

<220>

<223> B-R-R-A

<400> 25

30

Leu Tyr Gln Leu
45



PL 239 062 B1

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg
20 25 30

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
35 40 15

Glu Asn Tyr Cys Asn Ser

50
<210> 26
<211> 54
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> B-R-R-A

<400> 26
Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr

1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg
20 25 30

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
35 40 45

Glu Asn Tyr Cys Asn Sex

50
<210> 27
<211> 53
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> B-R-R-A

<400> 27

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15



30

Leu Val Cys

Gly Ile Val
35

Glu Asn Tyr
50
<210> 28
<211> 4003
<212> DNA
<213> arti
<220>
<223> pIBA
<400> 28
gaattcggac
60
agcagcaggt
120
tgcttcaact
180
atattggcgt
240
attcgaacat
300
atccagttgce
360
ggtcagcaga
420
accgttcgcece
480
accttcaaac
540
ctgtgggtaa

600

PL 239 062 B1

Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg

20

25

30

Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu

Cys Gly

ficial

cgttggcgat

catcaggggt

ctgcatctgc

gcataaaggc

cgatctcgtc

cccaggtaga

gagagtgcgt

agaaaacggyg

atatcgcaga

ggcagattgt

40

gtgcggttty

gatttcagga

acgtaagatc

gtctggcagg

ttgtgttaga

ccggcatcega

catcaagatc

cgtaatcggg

ttacaccttc

tttctgcecttc

ctacattcac

tcgtagataa

gcgcgggtaa

gttctgtcga

attaattcta

tgtgaccgac

tttegegect

taagacatag

atccagcgcg

cagtgccaga

45

agatgttctt

aggtcaggtt

tgggcgaatc

gg-aacgcca

acatacggtt

ggTacgtyggt

tccageteca

cgcggtttgt

cggcgggcett

aaatggcgct

cgccacttee

cggtgaaacc

agacgggccg

gaaacgtttt

gcaacaacgc

ggtaaagaat

gccattcegga

acggcgcatg

cggcaggaag

tctgcteccagg



gctaagcact
660

agtgggcatc
720

atgttcactt
780

tttgaaccag
840

tgtatcgaag
900

tattggcgac
960

gccecgcecttaa
1020

acattaacct
1080

ttgacagctt
1140

cagtcaggca
1200

cctggatgct
1260

cgtccattcc
1320

gcaatttcta
1380

cctgctecget
1440

cctgtggatc
1500

tgctggcgec
1560

catgagcgct
1620

cgccatctcce
1680

gggctggtga

ttcttttect

tgatcctgat

atcgcattac

tgtgttgcgg

aagcctaggt

tgagcgggct

ataaaaatag

atcatcgata

ccgtgtatga

gtaggcatag

gacagcatcg

tgcgcacccg

tcgctacttg

ctctacgccecg

tatatcgccg

tgtttcggcg

ttgcatgcac

PL 239 062 B1

caatttgctg

tttatgccga

gcgtttgcca

agtgatgcaa

agtagatgtt

ttgtttaact

tttttttctc

gcgtatcacg

agctttaatg

aatctaacaa

gcttggttat

ccagtcacta

ttctcggage

gagccactat

gacgcatcgt

acatcaccga

tgggtatggt

cattccttgce

gcaacgttgt

aggtgatgcg

ccactgacgc

acttgtaagt

agaatactaa

ttaaggagaa

gaggacgtct

aggccctttc

cggtagttta

tgcgctcatc

gccggtactg

tggcgtgctg

actgtccgac

cgactacgcg

ggccggcate

tggggaagat

ggcaggccac

ggcggcggtg

tgcagtgcat

ccattgtaag

atz-catttga

agatttccectt

caaactcgca

atcatatgtc

aagaaaccat

gtcttcaaga

tcacagttaa

gtcatcctcg

ccgggecctcet

ctagcgctat

cgctttggcec

atcatggcga

accggcgcca

cgggctcgece

gtggccgggg

ctcaacggcc

tttcatgaga

aagtttcgtg

aagtgaatta

aattgtgatg

aggtgaattt

tagaatcgat

tattatcatg

cctctcatgt

attgctaacg

gcaccgtcac

tgcgggatat

atgcgttgat

gccgceccagt

ccacacccgt

caggtgcggt

acttcgggcet

gactgttggg

tcaacctact

31



32

actgggctgc
1740

agccttcaac
1800

tatgactgtc
1860

tttcggcgag
1920

cggaatcttg
1980

cgagaagcag
2040

gttcgcgacyg
2100

cgggatgccc
2160

gcttcaagga
2220

cacggcgatt
2280

cgcectatac
2340

gacctgaatg
2400

aatcaattct
2460

gcgtccgcca
2520

gggactcacc
2580

gtgctgccat
2640

gaccgaagga
2700

gttgggaacc
2760

ttcctaatgce

ccagtcagct

ttctttatca

gaccgcttte

cacgccctcg

gccattatcg

cgaggctgga

gcgttgcagg

tcgectcecgegg

tatgccgect

cttgtetgece

gaagccggceg

tgcggagaac

tctccagcag

agtcacagaa

aaccatgagt

gctaaccgct

ggagctgaat

PL 239 062 B1

aggagtcgca

ccttccggtg

tgcaactcgt

gctggagcgce

ctcaagcctt

ccggeatgge

tggccttecc

ccatgctgtc

ctcttaccag

cggcgageac

tceeegegtt

gcaccteget

tgtgaatgceg

ccgcacgcgg

aagcatctta

gataacactg

tttttgcaca

gaagccatac

taagggagag

ggcgeggggc

aggacaggtg

gacgatgatc

cgtcactggt

ggccgacgcd

cattatgatt

caggcaggta

cctaacttcg

atggaacggg

gcgtegeggt

aacggattca

Ccaaaccaacc

cgcatctcgg

cggatggcat

cggccaactt

acatggggga

caaacgacga

cgtcgaccga

atgactatcg

ccggcagcgc

ggcctgtege

cccgccacca

ctgggctacy

ctzctecgett

gatgacgacc

atcattggac

ttggcatgga

gcatggagec

ccactccaag

cttggcagaa

gcagcgttgg

gacagtaaga

ac-tctgaca

tcatgtaact

gcgtgacacc

tgcccttgag

tcgccgcact

tctgggccat

ttgcggtatt

aacgtttcgg

tcttgetygge

ccggeggeat

atcagggaca

cgctgatcgt

ttgtaggcgce

gggccaccte

aattggagcc

catatccatc

gtcctggeccecce

gaattatgca

acgatcggag

cgccttgatc

acgatgcctg



cagcaatggc
2820

ggcaacaatt
2880

cccttccgge

2940

gtatcattgc
3000

cggggagtca
3060

tgattaagca
3120

aacttcattt
3180

aaatccctta
3240

gatcttcttg
3300

cgctaccagc
3360

ctggcttcag
3420

accacttcaa

3480

tggctgctgce
3540

cggataaggc
3600

gaacgaccta
3660

ccgaagggag
3720

cgagggagct
3780

tctgacttga
3840

aacaacgttg

aatagactgg

tggctggttt

agcactgggg

ggcaactatg

ttggtaactg

ttaatttaaa

acgtgagttt

agatcctttt

ggtggtttgt

cagagcgcag

gaactctgta

cagtggcgat

gcagcggtcg

caccgaactg

aaaggcggac

tccaggggga

gcgtcgattt
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cgcaaactat

atggaggcgg

attgctgata

ccagatggta

gatgaacgaa

tcagaccaag

aggatctagg

tcgttccact

tttctgcgceg

ttgccggatc

ataccaaata

gcaccgccta

aagtcgtgtc

ggctgaacgg

agatacctac

aggtatccgg

aacgcctggt

ttgtgatgct

taactggcga

ataaagttgc

aatctggagce

agcecctceecyg

atagacagat

tttactcata

tgaagatcct

gagcgtcaga

taatctgctg

aagagctacc

ctgtccttct

catacctcgc

ttaccgggtt

ggggttcgtyg

agcgtgagcet

taagcggcag

atctttatag

cgtcaggggg

actacttact

aggaccactt

cggtgagcgt

tatcgtagtt

cgctgagata

tatactttag

ttttgataat

ccccgtagaa

cttgcaaaca

aactcttttt

agtgtagccg

tctgctaatc

ggactcaaga

cacacagccc

atgagaaagc

ggtcggaaca

tcctgtecggg

gcggagccta

ctagcttccc

ctgcgctcgg

gggtctcgcg

atctacacga

ggtgcctcac

attgatttaa

ctcatgacca

aagatcaaag

agdaaaaccac

ccgaaggtaa

tagttaggcc

ctgttaccag

cgatagttac

agcttggagc

gccacgcectte

ggagagcgcea

tttcgccacc

tggaaaaacg
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ccagcaacgc ggccttttta cggttcctgg ccttttgctg gceccttttget cacatgttct

3900

ttcctgcgtt atcccctgat tctgtggata accgtattac cgcctttgag tgagctgata

3960

ccgctcgccg cagccgaacyg accgagcgca gcgagtcagt gag

4003

<210> 29
<211> 4354
<212> DNA
<213> arti
<220>
<223>
<400> 29
gaattcggac
60
agcagcaggt
120
tgcttcaact
180
atattggcgt
240
attcgaacat
300
atccagttgc
360
ggtcagcaga
420
accgttecgcec
480
accttcaaac
540
ctgtgggtaa
600
gctaagcact
660
agtgggcatc

720

ficial

cgttggcgat

catcaggggt

ctgcatctgce

gcataaaggc

cgatctcgtc

cccaggtaga

gagagtgcgt

agaaaacggg

atatcgcaga

ggcagattgt

gggctggtga

ttcttttcect

pIBA/INSLys (31B)Arg (32B)

gtgcggtttg

gatttcagga

acgtaagatc

gtctggcagg

ttgtgttaga

ccggcatcga

catcaagatc

cgtaatcyggyg

ttacaccttc

tttctgcttc

caatttgctg

tttatgccga

ctacattcac

tcgtagataa

gcgcgggtaa

gttctgtcga

attaattcta

tgtgaccgac

tttcgcgect

taagacatag

atccagegceyg

cagtgccaga

gcaacgttgt

agqgtgatgcyg

agatgttctt

aggtcaggtt

tgggcgaatc

ggtaacgcca

acatacggtt

ggtacgtggt

tccagctcca

cgcggtttgt

cggcgggcett

aaatggcgct

tgcagtgcat

ccattgtaag

cgccacttcce

cggtgaaacc

agacgggccg

gaaacgtttt

gcaacaacgc

ggtaaagaat

gccattcgga

acggcgeatyg

cggcaggaag

tctgctcecgg

tttcatgaga

aagtttcgtg



atgttcactt
780

tttgaaccag
840

tgtatcgaag
500

tattggcgac
960

gtttctgttt
1020

agtaatggac
1080

ttccatgttc
1140

gtcaaccagc
1200

cgtggtttct
1260

atctgttccc
1320

atgagcgggc
1380

tataaaaata
1440

tatcatcgat
1500

accgtgtatg
1560

tgtaggcata
1620

cgacagcatc
1680

atgcgcaccc
1740

ttcqgctactt
1800

tgatcctgat

atcgcattac

tgtgttgcygg

aagcctaggt

taaaaggtga

cagttaaagt

atgagtttgg

acctgtgtgg

tctacactcc

tgtaccaact

ttttttttct

ggcgtatcac

aagctttaat

aaatctaaca

ggcttggtta

gccagtcact

gttctcggag

ggagccacta
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gcgtttgcca

agtgatgcaa

agtagatgtt

ttgtttaact

tggtccagtt

atggggaagt

agataataca

ttctcacctg

taaaacaaag

ggagaactac

cgaggacgtc

gaggcccttt

gcggtagttt

atgcgctcat

tgccggtact

atggcgtgct

cactgtccga

tcgactacgc

ccactgacgc

acttgtaagt

agaatactaa

ttaaggagaa

caaggaatta

attaaaggac

gcaggcagta

gttgaagcac

cgcggcatcg

tgcaattaat

taagaaacca

cgtcttcaag

atcacagtta

cgtcatcctc

gccgggcecte

gctagcgcta

ccgctttggc

gatcatggcg

attcatttga

agatttcctt

caaactcgca

atcatatggc

ttaattttga

ttactgaagg

ctagtgcagg

tgtacctggt

ttgaacagtg

ctagaatcga

ttattatcat

acctctcatg

aattgctaac

ggcaccgtca

ttgcgggata

tatgcgttga

cgccgcccag

accacacccg

aagtgaatta

aattgtgatg

aggtgaattt

tactaaagct

aCaaaaagaa

cctgcatgga

tcctegtttt

atgtggcgaa

ctgtacctct

tgcccgcetta

gacattaacc

tttgacagct

gcagtcaggc

ccctggatge

tcgtccattce

tgcaatttct

tcctgcectcegce

tcctgtggat
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cctctacgcc
1860

ctatatcgcc
1920

ttgtttcggc
1980

cttgcatgca
2040

cttcctaatg
2100

cccagtcage
2160

cttectttate
2220

ggaccgcttt
2280

gcacgccctce
2340

ggccattatc
2400

gcgaggctgg
2460

cgcgttgcag
2520

atcgetegeg
2580

ttatgccgcc
2640

ccttgtctgce
2700

ggaagccggc
2760

ttgcggagaa
2820

atctccagca
2880

ggacgcatcg

gacatcaccg

gtgggtatgyg

ccattccttg

caggagtcgce

tcetteegot

atgcaactcyg

cgctggagcg

gctcaagcct

gccggcatgg

atggccttce

gccatgetgt

gctcttacca

tcggcgagca

ctccecgegt

ggcacctcgc

ctgtgaatgc

gccgcacgcg
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tggccggecat

atggggaaga

tggcaggcecc

cggcggcggt

ataagggaga

gggcgcgggg

taggacaggt

cgacgatgat

tcgtcactgg

cggccgacgce

ccattatgat

ccaggeaggt

gcctaactte

catggaacgg

tgcgtcgegg

taacggattc

gcaaaccaac

gcgcatcteqg

caccggcgcce

tcgggctcgce

cgtggccggy

gctcaacggc

gcgtcgaccyg

catgactatc

gccggcageyg

cggcctgtcg

tccecgceccecacce

gctgggctac

tcttctcget

agatgacgac

gatcattgga

gttggcatgg

tgcatggagc

accactccaa

ccttggcaga

ggcagcgttg

acaggtgcgg

cacttcgggc

ggactgttgg

ctcaacctac

atgcccttga

gtcgccgeac

ctcectgggeca

cttgcggtat

aaacgtttcg

gtcttgctgg

tccggeggea

cazcagggac

ccgetgateg

attgtaggcg

cgggccacct

gaattggagc

acatatccat

ggz-cctggcc

ttgctggcgce

tcatgagcgc

gcgccatctce

tactgggctg

gagccttcaa

ttatgactgt

ttttcggcga

tcggaatctt

gcgagaagca

cgttcgcgac

tcgggatgcec

agcttcaagg

tcacggcegat

ccgccctata

cgacctgaat

caatcaattc

cgcgtccgcecce

cgggactcac



cagtcacaga
2940

taaccatgag
3000

agctaaccgc
3060

cggagctgaa
3120

caacaacgtt
3180

taatagactg
3240

ctggctggtt
3300

cagcactggg
3360

aggcaactat
3420

attggtaact
3480

tttaatttaa
3540

aacgtgagtt
3600

gagatccttt
3660

cggtggtttg
3720

gcagagcgca
3780

agaactctgt
3840

ccagtggcga
3900

cgcagceggtce
3960

aaagcatctt

tgataacact

ttttttgcac

tgaagccata

gcgcaaacta

gatggaggcg

tattgctgat

gccagatggt

ggatgaacga

gtcagaccaa

aaggatctag

ttcgttccac

ttttctgecgce

tttgccggat

gataccaaat

agcaccgcct

taagtcgtgt

gggctgaacg

PL 239 062 B1

acggatggca

gcggccaact

aacatggggg

ccaaacgacyg

ttaactggcg

gataaagttg

aaatctggag

aagccctccc

aatagacaga

gtttactcat

gtgaagatcc

tgagcgtcag

gtaatctgct

caagagctac

actgtccttc

acatacctcg

cttaccgggt

gggggttcgt

tgacagtaag

tacttctgac

atcatgtaac

agcgtgacac

aactacttac

caggaccact

ccggtgageg

gtatcgtagt

tcgctgagat

atatacttta

tttttgataa

accccgtaga

gcttgcaaac

caactctttt

tagtgtagcc

ctctgctaat

tggactcaag

gcacacagcc

agaattatgc

aacgatcgga

tcgeccttgat

cacgatgcct

tctagcttcc

tctgcgctcg

tgggtctcgce

tatctacacg

aggtgcctca

gattgattta

tctcatgacc

aaagatcaaa

dadadaaacca

tccgaaggta

gtagttaggc

cctgttacca

acgatagtta

cagcttggag

agtgctgcca

ggaccgaagqg

cgttgggaac

gcagcaatgg

cggcaacaat

gcecctteecgg

ggtatcattg

acggggagtc

ctgattaagc

aaacttcatt

aaaatccctt

ggatcttctt

ccgctaccag

actggcttca

caccacttca

gtggctgctg

ccggataagg

cgaacgacct
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acaccgaact gagataccta cagcgtgagc tatgagaaag cgccacgctt cccgaaggga
4020

gaaaggcgga caggtatccg gtaagcggca gggtcggaac aggagagegce acgagggage
4080

ttccaggggg aaacgcctgg tatctttata gtcctgtcecgg gtttcgceccac ctctgacttg
4140

agcgtcgatt tttgtgatgc tcgtcagggg ggcggagcct atggaaaaac gccagcaacg
4200

cggccttttt acggttcctg geccttttgct ggccttttgce tcacatgttc tttcctgegt
4260

tatcccctga ttctgtggat aaccgtatta ccgcctttga gtgagctgat accgctcgcc
4320

gcagccgaac gaccgagcgc agcgagtcag tgag
4354

1.

Zastrzezenia patentowe

Sposob wytwarzania insuliny ludzkiej obejmujacy mikrobiologiczng ekspresje rekombinowa-

nego biatka zawierajacego insuline, znamienny tym, Zze obejmuije:

(a) otrzymywanie polipeptydu hybrydowego zawierajacego proinsuline poprzez ekspresje
tego polipeptydu hybrydowego w komorce szczepu bakterii Escherichia coli pozbawione;
represorow deo i/lub genu deo (cytR) zawierajacej DNA kodujacy polipeptyd hybrydowy,
przy czym ten DNA jest obecny w wektorze pod kontrolg promotora deoP:P> natomiast
polipeptyd hybrydowy zawiera taricuch B insuliny kowalencyjnie zwiazany z faricuchem A
dipeptydem Arg-Arg,

(b) odzyskiwanie polipeptydu hybrydowego,

(c) ufatdowanie i tworzenie wigzah dwusiarczkowych w polipeptydzie hybrydowym otrzyma-
nym w (b), unikajac uprzedniego poddawania polipeptydu hybrydowego siarczynolizie,

(d) poddawanie uzyskanego w (c) ufaldowanego, z utworzonymi wigzaniami dwusiarczko-
wymi polipeptydu hybrydowego trawieniu enzymatycznemu w celu otrzymania insuliny,

(e) oczyszczania tak wytworzonej insuliny.

Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze peptydem hybrydowym jest peptyd posiadajacy

sekwencje aminokwasowg o0 wzorze ogdélnym:

Xn-B-Arg-Arg-A

gdzie :

A oznacza polipeptyd tahcucha A insuliny lub jej analogu, korzystnie o sekwencji wybrane;j

sposrod Sekw. Nrild.: 1-4,

B oznacza polipeptyd tancucha B insuliny lub jej analogu, korzystnie o sekwencji wybrane;j

sposréd Sekw. NrId.: 5-6,

n oznacza 0 lub 1,

X oznacza polipeptyd biatka liderowego, korzystnie o sekwencji wybranej sposrod SOD

o Sekw. Nr 1d.:12 lub UBI o Sekw. Nr Id.:13.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze peptyd hybrydowy ma sekwencje aminokwa-

sowa wybrang sposrod: Sekw. Nr Id.: 8-26.

Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie (a) ekspresje prowadzi sie w szczepie

E. coli o genotypie:

F-ara A (prolac) rpsL thicyt Rrec A 4,

pozbawionym aktywnego receptora cyt R.
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Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie (a) jako wektor stosuje sie plazmid

pIBA o sekwencji Sekw Nr Id: 27.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze etap (a) obejmuje fermentacje w obecnosci

glukozy, glicerolu lub galaktozy.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze etap (b) obejmuje:

(i) niszczenie sciany komorkowej komorki bakteryjnej lub jej fragmentow w celu utworzenia
lizatu, korzystnie poprzez dziatanie lizozymu i Tritonu X100 a nastepnie sonifikacje lub
dezintegracje;

(ii) izolowanie wewnatrzkomoérkowego precypitatu ciatek inkluzyjnych z lizatu przez wirowa-
nie; i

(iii) rozpuszczanie precypitatu ciatek inkluzyjnych.

Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze etap (c) obejmuje inkubacje polipeptydu hybry-

dowego, korzystnie w obecnosci kwasu askorbinowego, zwtaszcza w stezeniu okoto 2 moli na

mol grup SH obecnych w mieszaninie, w temperaturze od 4 do 37°C przez okoto od 1 do 30

godzin, korzystnie okoto 5 godzin, w pH od 8,5 do 12, korzystnie w pH od 11,0 do 11,25.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze etap (d) obejmuje ponadto:

(i) doprowadzanie pH do okoto 8,8-9,0; i

(ii) trawienie polipeptydu hybrydowego trypsyna i nastepnie ewentualnie karboksypeptydaza
B w temperaturze 16-37°C w ciagu 30 minut do 16 godzin.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze etap (e) obejmuje ponadto oczyszczanie roz-

tworu przez niskocisnieniowa chromatografig cieczowg na Sefarozie Q przed trawieniem tryp-

syna.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze etap (e) obejmuje ponadto oczyszczanie roz-

tworu niskocisnieniowg chromatografig na DEAE-Sepharose przed trawieniem karboksypep-

tydaza B.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze etap (e) obejmuje ponadto oczyszczanie uzy-

skanej insuliny wysokosprawng chromatografig cieczowa, korzystnie do czystosci co najmniej

98%, a nastepnie krystalizacje, filtracje i suszenie.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie (e) oczyszczanag insuling jest biatko

wybrane z grupy do ktérej nalezy: insulina ludzka, insulina ludzka Ala*??Lys®3Arg®3’, insulina

ludzka Ser*??LysB3ArgB3! insulina ludzka Ser???LysB3ArgB?, insulina ludzka Lys®?®Pro82° oraz
insulina ludzka AspB%,
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Schemat 1

Bank komérek

“lin Kluzyjnych i renaturacja

Rozpuszczanle ciat

@

I Cyrakenylacja | !
Inokulum | trawienie enzymatyczne {
trypsyng/deubikw itynazg
A . 4
S . o s g T b Chromatografia e e
i Hodow la praduksyjna (1) ) . .
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- 1
g ) i Chromatografia mane R
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-] Traw ienie enzymatyczne |-
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w ysokocignieniow a

A 4

s Wirow anie ciat oo Krystalizacja koncow a —
i o Inkluzyjnych (3) e s ) filtracja isuszoNI6 (5)  fmomi—

I - 1. _ _

! \ J

I o

} i

Kontrola gestosci optycznej OJgoc (Optical Density)
Masa hodowli [bakterii) po odwirowaniu [lub pa odwirowaniu i viysuszeniu)
Masa czystyck ciat nkluzyjnych po cdwirowaniu (lub po odwirowaniu | wysuszaniu)
Biatko catkowite (po foldingu, metoda spektrofatometrycana lub HPLC)

Wydajnosc koficowa oroduktu
w przypad<u proviadienia operacji
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Tabela 1

1. insulina ludzka LysB28ProB29

(4) wzgledny udziat

(2) Masa hodowli (.3) Mas.a ciat ufa*dowanego (5} WYdajnoéc‘
inkluzyjnych prekursora w biatku korcowa
System .
' . catkowitym lp.
E.coli/wektor tacznik | (1}0D Kadu
charakterystyka % % % % % przy
g/dm3 |najwyzsze]| g/dm3 |najwyiszej (HPLO) najwyzszej | mg/dm3 |najwyiszej
wartosci wartosci wartosci wartosci

ArgArg 55 55,0 100% 13,8 100% 7,0 100% 39 100% 11.1.
1.1, IBA/pIBA
biatkoliderowe- | ysag | 54 | 550 | 100% | 12,8 93% 5,7 81% 33 85% 11.2.
SOD, terminator
transkrypcji - Arg 51 54,4 99% 12,2 89% 5,7 82% 29 74% 1.1.3.
terATrp

Peptyd C| 53 550 100% 12,8 93% 59 85% 23 59% 114

Arghrg 51 51,2 98% 12,9 100% 70 100% 35 100% 1.2.1
1.2. I1BA/pIBA
biatko liderowe- | LysArg 51 51,2 98% 11,6 90% 5,7 81% 31 87% 1.2.2.
UBI, terminator
transkrypcji - Arg 48 51,1 98% 11,9 92% 5,7 82% 27 75% 1.2.3.
terATrp

Peptyd C| 48 52,0 100% 12,9 100% 6,6 94% 21 60% 1.24.
1.3. DH5a/pIGAL
biatko liderowe- | ArgArg 16 53 9,4 0,4 6** - 13.1.
SOD, opornos¢:
ampicylina,
terminator LysArg 15 4,2 0,3 04 -* - 13.2.
transkrypcji - ST1
1.4.HB101/pIGAL
biatko liderowe- | argarg 12 3,1 0,2 ~0,2 * 1.4.1.
UBI, opornos¢:
ampicylina,
terminator lysArg | 12 31 0,2 ~0,2 = 142,
transkrypcji - ST1
1.5. DH5/pIGAL
biatko liderowe - | ArgArg 28 48 0,5 0,5 11
UBI, opornosé: 151
tetracyklina,
terminator LysArg 29 5.0 0,5 0,5 g+
transkrypcji - ST1 1.5.2
1.6. DHS/pIGAL
biatko liderowe- | argarg | 32 5,3 0,7 0,6 17 16.1.
SOD, opornos¢:
tetracyklina,
terminator
transkrype]l - LysArg 31 5,2 0,6 0,6 16*¢ 16.2.
[terATrp
1.7.DH5/pIBA
biatko liderowe- | Argarg 22 33 -* - -* 17.1.
SOD, opornos¢:
tetracyklina,
terminator
transkrypcji - LysArg 20 3,2 - - -* 1.7.2.
terATrp
1.8.1BA/pIGAL
biatko liderowe - | ArgArg 34 7.8 a,6 0,4 B 1.8.1.
SOD, opornos$¢:
tetracyklina,
terminator LysArg 35 7.8 0,6 0,4 -* 1.8.2.
transkrypcji - ST1

‘- proces przerwano na elapie oczyszcezania ze wzgledu na niskg zawaro$€ produktu.

* - niska | niereprezentatywna wydajno$¢ wynika réwnie2 z niedostosowania skali procesu oczyszezania do niskiej zawarto$ci produkty.
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Tabela 2

2.insulina ludzka GlyA22ArgB31 (insulina GR})

{2) Sucha masa

(3) Sucha masa ciat

{4) Blatko catkowite

(5) Wydajnosé

System bakteryjna inkluzyjnych (prekursor) (A2so) kotcowa
E.coli/wektor tacznik | (1) 0D % % % % Lp.
L L Lo . |przykiadu
charakterystyka g/dm3 |najwyzszej| g/dm3 |najwyiszej|AU/dm3 |najwyzszej| mg/dm3 |najwyiszej
wartosci wartosci warto$ci wartosci
2.1. |BA/pIBA ArgArg 62 17,6 100% 8,8 100% 7860 100% a0 100% 2.11.
biatko liderowe -
SOD, terminator | Arg 59 174 99% 8,0 91% 6890 88% 31 78% 2.1.2.
transkrypcji -
terATro pPeptyd | 62 17,5 99% 7,8 89% 6686 85% 24 61% 2.1.3.
2.2. 1BA/pIBA Argarg | 68 179 99% 5,0 100% | 7891 100% 40 100% 2.21.
biatko liderowe -
UBI, terminator Arg 67 17,3 96% 8,1 90% 6714 85% 34 84% 2.2.2.
transkrypcji -
terATrp Peptyd C| 65 18,0 100% 8,3 92% 6890 88% 25 63% 2.23.
2.3. DH5/pIGAL
biatko liderowe - | ArgArg 32 5,3 0,8 A
SOD, oparnosé: 231
tetracyklina,
terminator Arg 32 53 0,7 2
transkrypcji - ST1 232
2.4. DHS/plIBA
biatko liderowe - | ArgArg 26 4 -* S
SOD, opornosé: 241
tetracyklina,
terminatar Arg 28 4 - a
transkrypcji - 242
2.5.1BA/pIGAL
biatkc liderowe - | ArgArg 39 83 0,9 S
SOD, aparnosc: 251
tetracyklina,
terminator Arg 39 84 0.9 A
transkrypcji - ST1 252
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Tabela 3
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Tabela 4
4. insulina ludzka SerA22ArgB31 (insulina SR)
s (2) Sucha masa (3) Sucha masa cial | (4) Biatko catkowite (5) Wydajnosé
ys tem bakteryjna inkluzyjnych (prekursor) [A280] korcowa Lp.
Eccoli/wektor tacanik | (1) 0D % najwyisze) % najwyisze % najwyisze] 9% najwyzszej |przykiadu
charakterystyka g/dm3 Jwy, . ! g/dm3 ! y, . ! AU/dm3 ! y, ) ! mz/dm3 h Jwy, . ] skl
wartosci wartosci wartosci wartosci
4.1. IBA/pIBA ArgArg 64 17,4 100% 8.8 100% 7860 100% 48 100% 411,
biatko liderowe -
SOD, terminator | Arg 68 17,5 99% 81 52% 6890 88% 41 85% 4.1.2.
transkrypcji -
terATrp Peptyd C| 64 17,3 95% 8.2 93% 6686 85% 36 75% 413,
4.2, 1BA/pIBA Argarg | 68 17,9 99% 9,0 100% 7891 100% 46 100% 4.21.
biatko liderowe -
UBI, terminator Arg 67 17.3 99% 81 90% 6714 85% 39 85% 422.
transkrypcji -
terATrp Peptyd C| 65 18,0 100% 8,3 92% 6890 88% 35 75% 423,
4.3, DH5/pIGAL
biatko liderowe - | ArgArg 32 5,3 -*
S0D, opornosé: 4.3.1
tetracyklina,
terminator Arg 32 5,3 -t
transkrypcji - ST1 4.32
4.4. DH5/pIBA
biatko liderowe - | Argarg 26 a4 K
SOD,opqrnosc: 441
tetracyklina,
terminator
transkrype]i - Arg 28 4 R
terATrp 442
4.5, BA/pIGAL
biatko liderowe - | ArgArg 39 8.3 -*
SOD, opornosé: 451
tetracyklina,
terminator Arg 39 8.4 -
transkrypcji - ST1 4.5.2
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Tabela 5
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Tabela 6
6. Preproinsulina {prekursor) G: biatko liderowe —tancuch B - tacznik —fancuch AdezAsnA21GlyA21
(2) Sucha masa (3) Sucha masa ciat | (4) Biatko catkowite
System bakteryjna inkluzyjnych (prekursor} [A280] .
E.coli/wektor tacznik (1) 0D " If{-adu
0, 0, 0,
charakterystyka % % % przy
g/dm3  |Inajwyiszej| g/dm3 |najwyiszej| AU/dm3 |najwyiszej
wartosci wartosci wartosci
ArgArg 58 174 99% 84 100% 6960 100% 6.1.1
6.1. IBA/pIBA
biatko liderowe - | LysArg 60 17,3 99% 79 94% 6264 90% 6.1.2
SOD, terminator
transkrypcji - Arg 60 17,5 100% 7.8 93% 5916 85% 6.1.3
terATrp
Peptyd C 55 17,3 99% 8,1 96% 6334 91% 6.14.
ArgArg 55 17,0 100% 8,7 100% 7012 100% 6.2.1
6.2. IBA/pIBA
biatko liderowe - | LysArg 55 16,9 99% 8,1 93% 6381 91% 6.2.2
UBI, terminator
transkrypcji - Arg 57 17,0 100% 8,0 92% 5890 84% 6.2.3
terATrp
Peptyd C 54 17,0 100% 84 97% 6451 92% 6.24.
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Rysunki

mapa wektora pIBA
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GAATTCGGAC
CTTAAGCCTG
CGCCACTTCC
GCGGTGAAGG
AGGTCAGGTT
TCCAGTCCAA
GCGCGGGTAA
CGCGCCCATT
GTCTGGCAGG
CAGACCGTCC
CGATCTCGTC
GCTAGAGCAG
ATCCAGTTGC
TAGGTCAACG
GGTARAGAAT
CCATTTCTTA
TCCAGCTCCA
AGGTCGAGGT
TAAGACATAG
ATTCTGTATC
TTACACCTTC
AATGTGGAAG
GGCAGATTGT
CCGTCTAACA
GCTAAGCACT
CGATTCGTGA
TTTCATGAGA
AAAGTACTCT
CCATTGTAAG
GGTAACATTC
CCACTGACGC
GGTGACTGCG
AGTGATGCAA
TCACTACGTT
TGTGTTGCGG
ACACAACGCC
TATTGGCGAC
ATAACCGCTG
TAGAATCGAT
ATCTTAGCTA
AAGAAACCAT
TTCTTTGGTA

L AGGCCCTTTC

TCCGGGAAAG
AGCTTTAATG
TCGAAATTAC
CCGTGTATGA
GGCACATACT
CCTGGATGCT
GGACCTACGA
TGCGGGATAT
ACGCCCTATA
CTAGCGCTAT
GATCGCGATA
ACTGTCCGAC
TGACAGGCTG
GAGCCACTAT
CTCGGTGATA
CTCTACGCCG
GAGATGCGGC
TGCTGGCGCC
ACGACCGCGG
ACTTCGGGCT
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Fig. 2

sekwencja nukleotydowa wektora pIBA

CGTTGGCGAT
GCAACCGCTA
AGCAGCAGGT
TCGTCGTCCA
CGGTGAAACC
GCCACTTTGG
TGGGCGAATC
ACCCGCTTAG
GTTCTGTCGA
CAAGACAGCT
TTGTGTTAGA
AACACAATCT
CCCAGGTAGA
GGGTCCATCT
GGTCAGCAGA
CCAGTCGTCT
GCCATTCGGA
CGGTAAGCCT
CGCGGTTTGT
GCGCCAAACA
ATCCAGCGCG
TAGGTCGCGC
TTTCTGCTTC
AAAGACGAAG
GGGCTGGTGA
CCCGACCACT
AGTGGGCATC
TCACCCGTAG
AAGTTTCGTG
TTCAAAGCAC
ATTCATTTGA
TAAGTAAACT
ACTTGTAAGT
TGAACATTCA
AGTAGATGTT
TCATCTACAA
AAGCCTAGGT
TTCGGATCCA
GCCCGCTTAA
CGGGCGAATT
TATTATCATG
ATAATAGTAC
GTCTTCAAGA
CAGAAGTTCT
CGGTAGTTTA
GCCATCAAAT
AATCTAACAA
ITAGATTGTT
GTAGGCATAG
CATCCGTATC
CGTCCATTCC
GCAGGTAAGG
ATGCGTTGAT
TACGCAACTA
CGCTTTGGCC
GCGAAACCGG
CGACTACGCG
GCTGATGCGC
GACGCATCGT
CTGCGTAGCA
TATATCGCCG
ATATAGCGGC
CATGAGCGCT

GTGCGGTTTG
CACGCCAAAC
CATCAGGGGT
GTAGTCCCCA
TGCTTCAACT
ACGAAGTTGA
AGACGGGCCG
TCTGCCCGGC
GGTAACGCCA
CCATTGCGGT
ATTAATTCTA
TAATTAAGAT
CCGGCATCGA
GGCCGTAGCT
GAGAGTGCGT
CTCTCACGCA
ACCGTTCGCC
TGGCAAGCGG
ACGGCGCATG
TGCCGCGTAC
CGGCGGGCTT
GCCGCCCGAA
CAGTGCCAGA
GTCACGGTCT
CAATTTGCTG
GTTAAACGAC
TTCTTTTCCT
AAGAAAAGGA
ATGTTCACTT
TACAAGTGAA
AAGTGAATTA
TTCACTTAAT
AGATTTCCTT
TCTAAAGGAA
AGAATACTAA
TCTTATGATT
TTGTTTAACT
AACAAATTGA
TGAGCGGGCT
ACTCGCCCGA
ACATTAACCT
TGTAATTGGA
CCTCTCATGT
GGAGAGTACA
TCACAGTTAA
AGTGTCAATT
TGCGCTCATC
ACGCGAGTAG
GCTTGGTTAT
CGAACCAATA
GACAGCATCG
CTGTCGTAGC
GCAATTTCTA
CGTTAARAGAT
GCCGCCCAGT
CGGCGGGTCA
ATCATGGCGA
TAGTACCGCT
GGCCGGCATC
CCGGCCGTAG
ACATCACCGA
TGTAGTGGCT
TGTTTCGGCG

CTACATTCAC
GATGTAAGTG
GATTTCAGGA
CTAAAGTCCT
CTGCATCTGC
GACGTAGACG
ATATTGGCGT
TATAACCGCA
GAAACGTTTT
CTTTGCARAA
ACATACGGTT
TGTATGCCAA
TGTGACCGAC
ACACTGGCTG
CATCAAGATC
GTAGTTCTAG
AGAAAACGGG
TCTTTTGCCC
ACCTTCAAAC
TGGAAGTTTG
CGGCAGGAAG
GCCGTCCTTC
AAATGGCGCT
TTTACCGCGA
GCAACGTTGT
CGTTGCAACA
TTTATGCCGA
AAATACGGCT
TGATCCTGAT
ACTAGGACTA
TTTGAACCAG
AAACTTGGTC
AATTGTGATG
TTAACACTAC
CARACTCGCA
GTTTGAGCGT
TTAAGGAGAA
AATTCCTCTT
TTTTTTTCTC
AAAAAARGAG
ATAAAAATAG
TATTTTTATC
TTGACAGCTT
AACTGTCGAA
ATTGCTAACG
TAACGATTGC
GTCATCCTCG
CAGTAGGAGC
GCCGGTACTG
CGGCCATGAC
CCAGTCACTA
GGTCAGTGAT
TGCGCACCCG
ACGCGTGGGC
CCTGCTCGCT
GGACGAGCGA
CCACACCCGT
GGTGTGGGCA
ACCGGCGCCA
TGGCCGCGGT
TGGGGAAGAT
ACCCCTTCTA
TGGGTATGGT

AGATGTTCTT
TCTACAAGAA
TCGTAGATAA
AGCATCTATT
ACGTAAGATC
TGCATTCTAG
GCATAAAGGC
CGTATTTCCG
ATTCGAACAT
TAAGCTTGTA
GCAACAACGC
CGTTGTTGCG
GGTACGTGGT
CCATGCACCA
TTTCGCGCCT
AAMAGCGCGGA
CGTAATCGGG
GCATTAGCCC
ATATCGCAGA
TATAGCGTCT
CTGTGGGTAA
GACACCCATT
TCTGCTCCGG
AGACGAGGCC
TGCAGTGCAT
ACGTCACGTA
AGGTGATGCG
TCCACTACGC
GCGTTTGCCA
CGCAAACGGT
ATCGCATTAC
TAGCGTAATG
TGTATCGAAG
ACATAGCTTC
AGGTGAATTT
TCCACTTAAA
ATCATATGTC
TAGTATACAG
GAGGACGTCT
CTCCTGCAGA
GCGTATCACG
CGCATAGTGC
ATCATCGATA
TAGTAGCTAT
CAGTCAGGCA
GTCAGTCCGT
GCACCGTCAC
CGTGGCAGTG
CCGGGCCTCT
GGCCCGGAGA
TGGCGTGCTG
ACCGCACGAC
TTCTCGGAGC
AAGAGCCTCG
TCGCTACTTG
AGCGATGAAC
CCTGTGGATC
GGACACCTAG
CAGGTGCGGT
GTCCACGCCA
CGGGCTCGCC
GCCCGAGCGG
GGCAGGCCCC
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TCCTCAGCGT
CCAGTCAGCT
GGTCAGTCGA
TATGACTGTC
ATACTGACAG
TCTGGGCCAT
AGACCCGGTA
GGCCTGTCGC
CCGGACAGCG
CGTCACTGGT
GCAGTGACCA
CCGGCATGGC
GGCCGTACCG
CGAGGCTGGA
GCTCCGACCT
CGGGATGCCC
GCCCTACGGG
ATCAGGGACA
TAGTCCCTGT
ATCATTGGAC
TAGTAACCTG
ATGGAACGGG
TACCTTGCCC
TCCCCGCGTT
AGGGGCGCAA
GAAGCCGGCG
CTTCGGCCGC
AATCAATTCT
TTAGTTARGA
CATATCCATC
GTATAGGTAG
GCAGCGTTGG
CGTCGCAACC
CGGATGGCAT
GCCTACCGTA
GATAACACTG
CTATTGTGAC
GCTAACCGCT
CGATTGGCGA
GTTGGGAACC
CAACCCTTGG

1 ACGATGCCTG

TGCTACGGAC
ACTACTTACT
TGATGAATGA
ATAAAGTTGC
TATTTCARCG
ATTGCTGATA
TAACGACTAT
AGCACTGGGG
TCGTGACCCC
CGGGGAGTCA
GCCCCTCAGT
GGTGCCTCAC
CCACGGAGTG
TATACTTTAG
ATATGAAATC

1 TGAAGATCCT

ACTTCTAGGA
TCGTTCCACT
AGCAAGGTGA
AGATCCTTTT
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GTACTCGCGA
GACTGTTGGG
CTGACAACCC
CTCAACGGCC
GAGTTGCCGG
TAAGGGAGAG
ATTCCCTCTC
CCTTCCGGTG
GGAAGGCCAC
TTCTTTATCA
AAGAAATAGT
TTTCGGCGAG
AAAGCCGCTC
TTGCGGTATT
AACGCCATAA
CCCGCCACCA
GGGCGGTGGT
GGCCGACGCG
CCGGCTGCGC
TGGCCTTCCC
ACCGGAAGGG
GCGTTGCAGG
CGCAACGTCC
GCTTCAAGGA
CGAAGTTCCT
CGCTGATCGT
GCGACTAGCA
TTGGCATGGA
AACCGTACCT
GCGTCGCGGT
CGCAGCGCCA
GCACCTCGCT
CGTGGAGCGA
TGCGGAGAAC
ACGCCTCTTG
GCGTCCGCCA
CGCAGGCGGT
GTCCTGGCCC
CAGGACCGGG
GACAGTAAGA
CTGTCATTCT
CGGCCAACTT
GCCGGTTGAA
TTTTTGCACA
AAAAACGTGT
GGAGCTGAAT
CCTCGACTTA
CAGCAATGGC
GTCGTTACCG
CTAGCTTCCC
GATCGAAGGG
AGGACCACTT
TCCTGGTGAA
AATCTGGAGC
TTAGACCTCG
CCAGATGGTA
GGTCTACCAT
GGCAACTATG
CCGTTGATAC
TGATTAAGCA
ACTAATTCGT
ATTGATTTAA
TAACTAAATT
TTTTGATAAT
AAAACTATTA
GAGCGTCAGA
CTCGCAGTCT
TTTCTGCGCG

ACAAAGCCGC
CGCCATCTCC
GCGGTAGAGG
TCAACCTACT
AGTTGGATGA
CGTCGACCGA
GCAGCTGGCT
GGCGCGGGGC
CCGCGCceeea
TGCAACTCGT
ACGTTGAGCA
GACCGCTTTC
CTGGCGAAAG
CGGAATCTTG
GCCTTAGAAC
AACGTTTCGG
TTGCAAAGCC
CTGGGCTACG
GACCCGATGC
CATTATGATT
GTAATACTAA
CCATGCTGTC
GGTACGACAG
TCGCTCGCGG
AGCGAGCGCC
CACGGCGATT
GTGCCGCTAA
TTGTAGGCGC
AACATCCGCG
GCATGGAGCC
CGTACCTCGG
AACGGATTCA
TTGCCTAAGT
TGTGAATGCG
ACACTTACGC
TCTCCAGCAG
AGAGGTCGTC
GGGACTCACC
CCCTGAGTGG
GAATTATGCA
CTTAATACGT
ACTTCTGACA
TGAAGACTGT
ACATGGGGGA
TGTACCCCCT
GAAGCCATAC
CTTCGGTATG
AACAACGTTG
TTGTTGCAAC
GGCAACAATT
CCGTTGTTAA
CTGCGCTCGG
GACGCGAGCC
CGGTGAGCGT
GCCACTCGCA
AGCCCTCCCG
TCGGGAGGGC
GATGAACGAA
CTACTTGCTT
TTGGTAACTG
AACCATTGAC
AACTTCATTT
TTGAAGTAAA
CTCATGACCA
GAGTACTGGT
CCCCGTAGAA
GGGGCATCTT
TAATCTGCTG

ACCCATACCA
TTGCATGCAC
AACGTACGTG
ACTGGGCTGC
TGACCCGACG
TGCCCTTGAG
ACGGGAACTC
ATGACTATCG
TACTGATAGC
AGGACAGGTG
TCCTGTCCAC
GCTGGAGCGC
CGACCTCGCG
CACGCCCTCG
GTGCGGGAGC
CGAGAAGCAG
GCTCTTCGTC
TCTTGCTGGC
AGAACGACCG
CTTCTCGCTT
GAAGAGCGAA
CAGGCAGGTA
GI'CCGTCCAT
CTCTTACCAG
GAGAATGGTC
TATGCCGCCT
ATACGGCGGA
CGCCCTATAC
GCGGGATATG
GGGCCACCTC
CCCGGTGGAG
CCACTCCAAG
GGTGAGGTTC
CAAACCAACC
GTTTGGTTGG
CCGCACGCGG
GGCGTGCGCC
AGTCACAGAA
TCAGTGTCTT
GTGCTGCCAT
CACGACGGTA
ACGATCGGAG
TGCTAGCCTC
TCATGTAACT
AGTACATTGA
CAARACGACGA
GTTTGCTGCT
CGCAAACTAT
GCGTTTGATA
AATAGACTGG
TTATCTGACC
CCCTTCCGGC
GGGAAGGCCG
GGGTCTCGCG
CCCAGAGCGC
TATCGTAGTT
ATAGCATCAA
ATAGACAGAT
TATCTGTCTA
TCAGACCAAG
AGTCTGGTTC
TTAATTTAAA
AATTAAATTT
AAATCCCTTA
TTTAGGGAAT
AAGATCAAAG
TTCTAGTTTC
CTTGCAAACA

CCGTCCGGGG
CATTCCTTGC
GTAAGGAACG
TTCCTAATGC
AAGGATTACG
AGCCTTCAAC
TCGGAAGTTG
TCGCCGCACT
AGCGGCGTGA
CCGGCAGCGC
GGCCGTCGCG
GACGATGATC
CTGCTACTAG
CTCAAGCCTT
GAGTTCGGAA
GCCATTATCG
CGGTAATAGC
GTTCGCGACG
CAAGCGCTGC
CCGGCGGCAT
GGCCGCCGTA
GATGACGACC
CTACTGCTGG
CCTAACTTCG
GGATTGAAGC
CGGCGAGCAC
GCCGCTCGTG
CTTGTCTGCC
GAACAGACGG
GACCTGAATG
CTGGACTTAC
AATTGGAGCC
TTAACCTCGG
CTTGGCAGAA
GAACCGTCTT
CGCATCTCGG
GCGTAGAGCC
AAGCATCTTA
TTCGTAGAAT
AACCATGAGT
TTGGTACTCA
GACCGAAGGA
CTGGCTTCCT
CGCCTTGATC
GCGGAACTAG
GCGTGACACC
CGCACTGTGG
TAACTGGCGA
ATTGACCGCT
ATGGAGGCGG
TACCTCCGCC
TGGCTGGTTT
ACCGACCAAA
GTATCATTGC
CATAGTAACG
ATCTACACGA
TAGATGTGCT
CGCTGAGATA
GCGACTCTAT
TTTACTCATA
AAATGAGTAT
AGGATCTAGG
TCCTAGATCC
ACGTGAGTTT
TGCACTCAAA
GATCTTCTTG
CTAGAAGAAC
AAAAAACCAC
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TCTAGGAAAA
CGCTACCAGC
GCGAT'GGTCG
CCGAAGGTAA
GGCTTCCATT
AGTGTAGCCG
TCACATCGGC
CATACCTCGC
GTATGGAGCG
AAGTCGTGTC
TTCAGCACAG
GCAGCGGTCG
CGTCGCCAGC
GAACGACCTA
CTTGCTGGAT
GCCACGCTTC
CGGTGCGAAG
GGTCGGAACA
CCAGCCTTGT
ATCTTTATAG
TAGAAATATC
TTGTGATGCT
AACACTACGA
GGCCTTTTTA
CCGGARAAAT
TTCCTGCGTT
AAGGACGCAA
TGAGCTSATA
ACTCGACTAT
GASG

CTC
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AAAGACGCGC
GGTGGTTTGT
CCACCAAACA
CTGGCTTCAG
GACCGAAGTC
TAGTTAGGCC
ATCAATCCGG
TCTGCTAATC
AGACGATTAG
TTACCGGGTT
AATGGCCCARA
GGCTGAACGG
CCGACTTGCC
CACCGAACTG
GTGGCTTGAC
CCGAAGGGAG
GGCTTCCCTC
GGAGAGCGCA
CCTCTCGCGT
TCCTGTCGGG
AGGACAGCTCC
CGTCAGGGGG
GCAGTCCCCC
CGGTTCCTGG
GCCAAGGACC
ATCCCCTGAT
TAGGGGACTA
CCGCTCGCCG
GGCGAGCGGC

ATTAGACGAC
TTGCCGGATC
AACGGCCTAG
CAGAGCGCAG
GTCTCGCGTC
ACCACTTCAA
TGGTGAAGTT
CTGTTACCAG
GACAATGGTC
GGACTCAAGA
CCTGAGTTCT
GGGGTTCGTG
CCCCAAGCAC
AGATACCTAC
TCTATGGATG
AAAGGCGGACT
TTTCCGCCTG
CGAGGGAGCT
GCTCCCTCGA
TTTCGCCACC
AAAGCGGTGG
GCGGAGCCTA
CGCCTCGGAT
CCTTTTGCTG
GGAAAACGAC
TCTGTGGATA
AGACACCTAT
CAGCCGAACS
GTCGGCTTGC

GAACGTTTGT
AAGAGCTACC
1'I'CTCGATGG
ATACCAAATA
TATGGTTTAT
GAACTCTGTA
CTTGAGACAT
TGGCTGCTGC
ACCGACGACG
CGATAGTTAC
GCTATCAATG
CACACAGCCC
GTGTGTCGSG
AGCGTGAGCT
TCGCACTCGA
AGGTATCCGG
TCCATAGGCC
TCCAGGGGGA
AGGTCCCCCT
TCTGACTTGA
AGACTGAACT
TGGAAAAACG
ACCTTTTTSC
GCCTTTTGCT
CGGAAAACGA
ACCGTATTAC
TGGCATAATG
ACCGAGCGCA
TGGCTCGCGT

Fig.2

TTTTTTGGTG
AACTCTTTTT
TTGAGAAAAA
CTGTCCTTCT
GACAGGAAGA
GCACCGCCTA
CGTGGCGGAT
CAGTGGCGAT
GTCACTCGCTA
CGGATAAGGC
GCCTATTCCG
AGCTTGGAGC
TCGAACCTCG
ATGAGARAGC
TACTCTTTCG
TAAGCGGCAG
ATTCGCCGTC
AACGCCTGGT
TTGCGGACCA
GCGTCGATTT
CGCAGCTAAA
CCAGCAACGC
GGTCSTTGCG
CACATGTTCT
GTGTACAAGA
CGCCTTTGAG
GCGGAAACTC
GCGAGTCAGT
CGCTCAGTCA
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Struktura plazmidu pIBA/INSLys(31B)Arg(32B} kodujacego biatko rekombinowanej lizarginsuliny INS.
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Fig. 4

Sekwencja nukleotydewa i aminokwasowa plazmidu pIBA/INSLys(31B)Arg(328B).
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651

701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

GAATTCGGAC
CTTAAGCCTG
CGCCACTTCC
GCGGTGAAGG
AGGTCAGGTT
TCCAGTCCAA
GCGCGGGTAA
CGCGCCCATT
GTCTGGCAGG
CAGACCGTCC
CGATCTCGTC
GCTAGAGCAG
ATCCAGTTGC
TAGGTCAACG
GGTAAAGAAT
CCATTTCTTA
TCCAGCTCCA
AGGTCGAGGT
TAAGACATAG
ATTCTGTAIC
TTACACCTTC
AATGTGGAAG
GGCAGATTGT
CCGTCTAACA
GCTAAGCACT
CGATTCGTGA
TTTCATGAGA
AAAGTACTCT
CCATTGTAAG
GGTAACATTC
CCACTGACGC
GGTGACTGCG
AGTGATGCAA
TCACTACGTT
TGTGTTGCGG
ACACARCGCC

TATTGGCGAC
ATAACCGCTG

CGTTGGCGAT
GCAACCGCTA
AGCAGCAGGT
TCGTCGTCCA
CGGTGAAACC
GCCACTTTGG
TGGGCGAATC
ACCCGCTTAG
GTTCTGTCGA
CAAGACAGCT
TTGTGTTAGA
AACACAATCT
CCCAGGTAGA
GGGTCCATCT
GGTCAGCAGA
CCAGTCGTCT
GCCATTCGGA
CGGTAAGCCT
CGCGGTTTGT
GCGCCAAACA
ATCCAGCGCG
TAGGTCGCGC
TTTCTGCTTC
AAAGACGAAG
GGGCTGGTGA
CCCGACCACT
AGTGGGCATC
TCACCCGTAG
AAGTTTCGTG
TTCAAAGCAC
ATTCATTTGA
TAAGTAAACT
ACTTGTAAGT
TGAACATTCA
AGTAGATGTT
TCATCTACARA

AAGCCTAGGT
TTCGGATCCA

GTGCGGTTTG
CACGCCARAAC
CATCAGGGGT
GTAGTCCCCA
TGCTTCAACT
ACGAAGTTGA
AGACGGGCCG
TCTGCCCGGC
GGTAACGCCA
CCATTGCGGT
ATTAATTCTA
TAATTAAGAT
CCGGCATCGA
GGCCGTAGCT
GAGAGTGCGT
CTCTCACGCA
ACCGTTCGCC
TGGCAAGCGG
ACGGCGCATG
TGCCGCGIAC
CGGCGGGCTT
GCCGCCCGAA
CAGTGCCAGA
GTCACGGTCT
CAATTTGCTG
GTTAAACGAC
TTCTTTTCCT
AAGAAAAGGA
ATGTTCACTT
TACAAGTGAA
AAGTGAATTA
TTCACTTAAT
AGATTTCCTT
TCTAAAGGAA
AGAATACTAA
TCTTATGATT

TTGTTTAACT
AACAAATTGA

‘ThrLysAla ValSerValleu LysGlyAsp
TACTAAAGCT GTTTCTGTTT TAAAAGGTGA
ATGATTTCGA CAAAGACAAA ATTTTCCACT
-IAsnPheGlu GlnLysGlu SerAsnGlyPro VallysVal TrpGlySer
TTAATTTTGA ACAAAAAGAA AGTAATGGAC CAGTTAAAGT ATGGGGAAGT
AATTAAAACT TGTTTTTCTT TCATTACCTG GTCAATTTCA TACCCCTTCA
IleLysGlyLeu ThrGluGly LeuHisGly PheHisValHis GluPheGly -
ATTAAAGGAC TTACTGAAGG CCTGCATGGA TTCCATGTTC ATGAGTTTGG
TAATTTCCTG AATGACTTCC GGACGTACCT AAGGTACAAG TACTCAAACC
‘AspAsnThr AlaGlySerThr SerAlaGly ProArgPhe ValAsnGlnHis
AGATAATACA GCAGGCAGTA CTAGTGCAGG TCCTCGTTTT GTCAACCAGC
TCTATTATGT CGTCCGTCAT GATCACGTCC AGGAGCAAAA CAGTTGGTCG
‘HLeuCysGly SerHisLeu ValGluAlaLeu TyrLeuVal CysGlyGlu
ACCTGTGTGG TTCTCACCTG GTTGAAGCAC TGTACCTGGT ATGTGGCGAA
TGGACACACC AAGAGTGGAC CAACTTCGTG ACATGGACCA TACACCGCTT
ArgGlyPhePhe TyrThrPro LysThrLys ArgGlyIlevVal GluGlnCys
CGTGGTTTCT TCTACACTCC TAAAACAAAG
GCACCAAAGA AGATGTGAGG ATTTTGTTTC
‘CysThrSer IleCysSerleu TyrGlnleu
CTGTACCTCT ATCTGTTCCC TGTACCAACT
GACATGGAGA TAGACAAGGG ACATGGTTGA
CTAGAATCGA TGCCCGCTTA ATGAGCGGGC
GATCTTAGCT ACGGGCGAAT TACTCGCCCG

CTACATTCAC
GATGTAAGTG
GATTTCAGGA
CTAAAGTCCT
CTGCATCTGC
GACGTAGACG
ATATTGGCGT
TATAACCGCA
GAAACGTTTT
CTTTGCAAAA
ACATACGGTT
TGTATGCCAA
TGTGACCGAC
ACACTGGCTG
CATCAAGATC
GTAGTTCTAG
AGAAAACGGG
TCTTTTGCCC
ACCTTCAAAC
TGGAAGTTTG
CGGCAGGAAG
GCCGTCCTTC
AAATGGCGCT
TTTACCGCGA
GCAACGTTGT
CGTTGCAACA
TTTATGCCGA
AAATACGGCT
TGATCCTGAT
ACTAGGACTA
TTTGAACCAG
ARACTTGGTC
AATTGTGATG
TTAACACTAC
CAAACTCGCA
GTTTGAGCGT

TTAAGGAGAA
AATTCCTCTT

GlyProVal GlnGlyIlelle -

TGGTCCAGTT
ACCAGGTCAA

CGCGGCATCG
GCGCCGTAGC

AGATGTTCTT
TCTACAAGAA
TCGTAGATAA
AGCATCTATT
ACGTAAGATC
TGCATTCTAG
GCATAAAGGC
CGTATTTCCG
ATTCGAACAT
TAAGCTTGTA
GCAACAACGC
CGTTGTTGCG
GGTACGTGGT
CCATGCACCA
TTTCGCGCCT
AAAGCGCGGA
CGTAATCGGG
GCATTAGCCC
ATATCGCAGA
TATAGCGTCT
CTGTGGGTAA
GACACCCATT
TCTGCTCCGG
AGACGAGGCC
TGCAGTGCAT
ACGTCACGTA
AGGTGATGCG
TCCACTACGC
GCGTTTGCCA
CGCAAACGGT
ATCGCATTAC
TAGCGTAATG
TGTATCGAAG
ACATAGCTTC
AGGTGAATTT
TCCACTTAAA

MetAla -
ATCATATGGC
TAGTATACCG

CAAGGAATTA
GTTCCTTAAT

TTGAACAGTG
AACTTGTCAC

GluAsnTyr CysAsn***

GGAGAACTAC
CCTCTTGATG
TTTTTTTTCT
AAAAAARAGA

TGCAATTAAT
ACGTTAATTA
CGAGGACGTC
GCTCCTGCAG
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1551

601

1651

1701

1751

1801

2851

1501

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

2801

2851

2901

2951

3001

TAAGAAACCA
ATTCTTTGGT
GAGGCCCTTT
CTCCGGGAAA
AAGCTTTAAT
TTCGAAATTA
ACCGTGTATG
TGGCACATAC
CCCTGGATGC
GGGACCTACG
TTGCGGGATA
AACGCCCTAT
GCTAGCGCTA
CGATCGCGAT
CACTGTCCGA
GTGACAGGCT
GGAGCCACTA
CCTCGGTGAT
CCTCTACGCC
GGAGATGCGG
TTGCTGGCGC
AACGACCGCG
CACTTCGGGC
GTGAAGCCCG
CGTGGCCGGG
GCACCGGCCC
CGGCGGCGGT
GCCGCCGCCA
CAGGAGTCGC
GTCCTCAGCG
CCCAGTCAGC
GGGTCAGTCG
TTATGACTGT
AATACTGACA
CTCTGGGCCA
GAGACCCGGT
CGGCCTGTCG
GCCGGACAGC
TCGTCACTGG
AGCAGTGACC
GCCGGCATGG
CGGCCGTACC
GCGAGGCTGG
CGCTCCGACC
TCGGGATGCC
AGCCCTACGG
CATCAGGGAC
GTAGTCCCTG
GATCATTGGA
CTAGTAACCT
CATGGAACGG
GTACCTTGCC
CTCCCCGCGT
GAGGGGCGCA
GGAAGCCGGC
CCTTCGGCCG
CAATCAATTC
GTTAGTTAAG
ACATATCCAT
TGTATAGGTA
GGCAGCGTTG
CCGTCGCAAC
ACGGATGGCA
TGCCTACCGT
TGATAACACT
ACTATTGTGA
AGCTAACCGC
TCGATTGGCG
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TTATTATCAT
AATAATAGTA
CGTCTTCAAG
GCAGAAGTTC
GCGGTAGTTT
CGCCATCARA
ARATCTAACA
TTTAGATTGT
TGTAGGCATA
ACATCCGTAT
TCGTCCATTC
AGCAGGTAAG
TATGCGTTGA
ATACGCAACT
CCGCTTTGGC
GGCGAAACCG
TCGACTACGC
AGCTGATGCG
GGACGCATCG
CCTGCGTAGC
CTATATCGCC
GATATAGCGG
TCATGAGCGC
AGTACTCGCG
GGACTGTTGG
CCTGACAACC
GCTCAACGGC
CGAGTTGCCG
ATAAGGGAGA
TATTCCCTCT
TCCTTCCGGT
AGGAAGGCCA
CTTCTTTATC
GAAGAAATAG
TTTTCGGCGA
AAAAGCCGCT
CTTGCGGTAT
GAACGCCATA
TCCCGCCACC
AGGGCGGTGG
CGGCCGACGC
GCCGGCTGCG
ATGGCCTTCC
TACCGGAAGG
CGCGTTGCAG
GCGCAACGTC
AGCTTCAAGG
TCGAAGTTCC
CCGCTGATCG
GGCGACTAGC
GTTGGCATGG
CAACCGTACC
TGCGTCGCGG
ACGCAGCGCC
GGCACCTCGC
CCGTGGAGCG
TTGCGGAGAA
AACGCCTCTT
CGCGTCCGCC
GCGCAGGCGG
GGTCCTGGCC
CCAGGACCGG
TGACAGTAAG
ACTGTCATTC
GCGGCCAACT
CGCCGGTTGA
TTTTTTGCAC
AARAAACGTG

GACATTAACC
CTGTAATTGG
ACCTCTCATG
TGGAGAGTAC
ATCACAGTTA
TAGTGTCAAT
ATGCGCTCAT
TACGCGAGTA
GGCTTGGTTA
CCGAACCAAT
CGACAGCATC
GCTGTCGTAG
TGCAATTTCT
ACGTTAAAGA
CGCCGCCCAG
GCGGCGGGTC
GATCATGGCG
CTAGTACCGC
TGGCCGGCAT
ACCGGCCGTA
GACATCACCG
CTGTAGTGGC
TTGTTTCGGC
AACAAAGCCG
GCGCCATCTC
CGCGGTAGAG
CTCAACCTAC
GAGTTGGATG
GCGTCGACCG
CGCAGCTGGC
GGGCGCGGGG
CCCGCGCCCe
ATGCAACTCG
TACGTTGAGC
GGACCGCTTT
CCTGGCGAAA
TCGGAATCTT
AGCCTTAGAA
AAACGTTTCG
TTTGCAAAGC
GCTGGGCTAC
CGACCCGATG
CCATTATGAT
GGTAATACTA
GCCATGCTGT
CGGTACGACA
ATCGCTCGCG
TAGCGAGCGC
TCACGGCGAT
AGTGCCGCTA
ATTGTAGGCG
TAACATCCGC
TGCATGGAGC
ACGTACCTCG
TAACGGATTC
ATTGCCTAAG
CTGTGAATGC
GACACTTACG
ATCTCCAGCA
TAGAGGTCGT
CGGGACTCAC
GCCCTGAGTG
AGAATTATGC
TCTTAATACG
TACTTCTGAC
ATGAAGACTG
AACATGGGGG
TTGTACCCCC

TATAAAAATA
ATATTTTTAT
TTTGACAGCT
ARAACTGTCGA
AATTGCTAAC
TTAACGATTG
CGTCATCCTC
GCAGTAGGAG
TGCCGGTACT
ACGGCCATGA
GCCAGTCACT
CGGTCAGTGA
ATGCGCACCC
TACGCGTGGG
TCCTGCTCGC
AGGACGAGCG
ACCACACCCG
TGGTGTGGGC
CACCGGCGCC
GTGGCCGCGG
ATGGGGAAGA
TACCCCTTCT
GTGGGTATGG
CACCCATACC
CTTGCATGCA
GAACGTACGT
TACTGGGCTG
ATGACCCGAC
ATGCCCTTGA
TACGGGAACT
CATGACTATC
GTACTGATAG
TAGGACAGGT
ATCCTGTCCA
CGCTGGAGCG
GCGACCTCGC
GCACGCCCTC
CGTGCGGGAG
GCGAGAAGCA
CGCTCTTCGT
GTCTTGCTGG
CAGAACGACC
TCTTCTCGCT
AGAAGAGCGA
CCAGGCAGGT
GGTCCGTCCA
GCTCTTACCA
CGAGAATGGT
TTATGCCGCC
AATACGGCGG
CCGCCCTATA
GGCGGGATAT
CGGGCCACCT
GCCCGGTGGA
ACCACTCCAA
TGGTGAGGTT
GCAAACCAAC
CGTTTGGTTG
GCCGCACGCG
CGGCGTGCGC
CAGTCACAGA
GTCAGTGTCT
AGTGCTGCCA
TCACGACGGT
AACGATCGGA
TTGCTAGCCT
ATCATGTAAC
TAGTACATTG

GGCGTATCAC
CCGCATAGTG
TATCATCGAT
ATAGTAGCTA
GCAGTCAGGC
CGTCAGTCCG
GGCACCGTCA
CCGTGGCAGT
GCCGGGCCTC
CGGCCCGGAG
ATGGCGTGCT
TACCGCACGA
GTTCTCGGAG
CAAGAGCCTC
TTCGCTACTT
AAGCGATGAA
TCCTGTGGAT
AGGACACCTA
ACAGGTGCGG
TGTCCACGCC
TCGGGCTCGC
AGCCCGAGCG
TGGCAGGCCC
ACCGTCCGGG
CCATTCCTTG
GGTAAGGAAC
CTTCCTAATG
GAAGGATTAC
GAGCCTTCAA
CTCGGAAGTT
GTCGCCGCAC
CAGCGGCGTG
GCCGGCAGCG
CGGCCGTCGC
CGACGATGAT
GCTGCTACTA
GCTCAAGCCT
CGAGTTCGGA
GGCCATTATC
CCGGTAATAG
CGTTCGCGAC
GCAAGCGCTG
TCCGGCGGCA
AGGCCGCCGT
AGATGACGAC
TCTACTGCTG
GCCTAACTTC
CGGATTGAAG
TCGGCGAGCA
AGCCGCTCGT
CCTTGTCTGC
GGAACAGACG
CGACCTGAAT
GCTGGACTTA
GAATTGGAGC
CTTAACCTCG
CCTTGGCAGA
GGAACCGTCT
GCGCATCTCG
CGCGTAGAGC
AAAGCATCTT
TTTCGTAGAA
TAACCATGAG
ATTGGTACTC
GGACCGAAGG
CCTGGCTTCC
TCGCCTTGAT
AGCGGAACTA
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3,51

3201

3251

3301

3351
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3501

3551

3601

3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

4201

4251

CGTTGGGAAC
GCAACCCTTG
CACTGATGCCT
GTGCTACGGA
AACTACTTAC
TTGATGAATG
GATAAAGTTG
CTATTTCAAC
TATTGCTGAT
ATAACGACTA
CAGCACTGGG
GTCGTGACCC
CGGGGAGTC
TGCCCCTCAG
GGTGCCTCZA
TCCACGGASGT
ATATACTTTA
TATALGAAAT
GTGAAGATCC
CACTTCTAGG
TTCGTTCCAC
AAGCAAGGTG
GAGATCCTTT
CTCTAGGAAA
CCGCTACCAG
GGCGATGGTC
TCCGAAGGTA
AGGCTTCCAT
TAGTGTAGCC
ATCACATCGG
ACATACCTCG
TGTATGGAGC
TAAGTCGTGT
ATTCAGCACA
CGCAGCGGTC
GCGTCGCCAG
CGAACGACCT
GCTTGCTGGA
CGCCACGCTT
GCGGTGCGAA
GGGTCGGAAC
CCCAGCCTTG
TATCTTTATA
ATAGAARATAT
TTTGTGATGC
ARNACACTACG
CGGCCTTTTT
GCCGGAAAAA
TTTCCTGCGT
AAAGGACGCA
GTGAGCTGAT
CACTCGACTA
TGAG
ACTC
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CGGAGCTGAA
GCCTCGACTT
GCAGCAATGG
CGTCGTTACC
TCTAGCTTCC
AGATCGAAGG
CAGGACCACT
GTCCTGGTGA
ARATCTGGAG
TTTAGACCTC
GCCAGATGGT
CGGTCTACCA
AGGCAACTAT
TCCGTTGATA
CTGATTAAGC
GACTAATTCG
GATTGATTTA
CIAACIAANL
TTTTTGATAA
AAAAACTATT
TGAGCGTCAG
ACTCGCAGTC
TTTTCTGCGC
AAAAGACGCG
CGGTGGTTTG
GCCACCAAAC
ACTGGCTTCA
TGACCGAAGT
GTAGTTAGGC
CATCAATCCG
CTCTGCTAAT
GAGACGATTA
CTTACCGGGT
GAATGGCCCA
GGGCTGAACG
CCCGACTTGC
ACACCGAACT
TGTGGCTTGA
CCCGAAGGGA
GGGCTTCCCT
AGGAGAGCGC
TCCTCTCGCG
GTCCTGTCGG
CAGGACAGCC
TCGTCAGGGG
AGCAGTCCCC
ACGGTTCCTG
TGCCAAGGAC
TATCCCCTGA
ATAGGGGACT
ACCGCTCGCC
TGGCGAGCGG

TGAAGCCATA
ACTTCGGTAT
CAACAACGTT
GTTGTTGCAA
CGGCAACAAT
GCCGTTGTTA
TCTGCGCTCG
AGACGCGAGC
CCGGTGAGCG
GGCCACTCGC
AAGCCCTCCC
TTCGGGAGGG
GGATGAACGA
CCTACTTGCT
ATTGGTAACT
TAACCATTGA
AAACTTCATT
T'I'TGAAGIAA
TCTCATGACC
AGAGTACTGG
ACCCCGTAGA
TGGGGCATCT
GTAATCTGCT
CATTAGACGA
TTTGCCGGAT
AAACGGCCTA
GCAGAGCGCA
CGTCTCGCGT
CACCACTTCA
GTGGTGAAGT
CCTGTTACCA
GGACAATGGT
TGGACTCAAG
ACCTGAGTTC
GGGGGTTCGT
CCCCCAAGCA
GAGATACCTA
CICTATGGAT
GAAAGGCGGA
CTTTCCGCCT
ACGAGGGAGC
TGCTCCCTCG
GTTTCGCCAC
CAAAGCGGTG
GGCGGAGCCT
CCGCCTCGGA
GCCTTTTGCT
CGGAAAACGA
TTCTGTGGAT
AAGACACCTA
GCAGCCTGAAC
CGTCGGCTTG

Fig. 4

CCAAACGACG
GGTTTGCTGC
GCGCAAACTA
CGCGTTTGAT
TAATAGACTG
ATTATCTGAC
GCCCTTCCGG
CGGGAAGGCC
TGGGTCTCGC
ACCCAGAGCG
GTATCGTAGT
CATAGCATCA
AATAGACAGA
TTATCTGTCT
GTCAGACCAA
CAGTCTGGTT
TTTAATTTAA
AAATTAARLL
AARAATCCCTT
TTTTAGGGAA
AAAGATCAAA
1I'TTCTAGTTT
GCTTGCAAAC
CGAACGTTTG
CAAGAGCTAC
GTTCTCGATG
GATACCAAAT
CTATGGTTTA
AGAACTCTGT
TCTTGAGACA
GTGGCTGCTG
CACCGACGAC
ACGATAGTTA
TGCTATCAAT
GCACACAGCC
CGTGTGTCGG
CAGCGTGAGC
GTCGCACTCG
CAGGTATCCG
GTCCATAGGC
TTCCAGGGGG
AAGGTCCCCC
CTCTGACTTG
GAGACTGAAC
ATGGAAAAAC
TACCTTTTTG
GGCCTTTTGC
CCGGAAAACG
AACCGTATTA
TTGGCATAAT
GACCGAGCGC
CTGGCTCGCG

AGCGTGACAC
TCGCACTGTG
TTAACTGGCG
AATTGACCGC
GATGGAGGCG
CTACCTCCGC
CTGGCTGGTT
GACCGACCAA
GGTATCATTS
CCATAGTAAC
TATCTACACG
ATAGATGTGC
TCGCTGAGAT
AGCGACTCTA
GTTTACTCAT
CAAATGAGTA
AAGGATCTASG
I'TCCI'AGATC
AACGTGAGTT
TTGCACTCAA
GGATCTTCTT
CCTAGAAGAA
AAAAAAACCA
TTTTTTTGGT
CAACTCTTTT
GTTGAGAAAA
ACTGTCCTTC
TGACAGGAAG
AGCACCGCCT
TCGTGGCGGA
CCAGTGGCGA
GGTCACCGCT
CCGGATAAGG
GGCCTATTCC
CAGCTTGGAG
GTCGAACCTC
TATGAGAAASG
ATACTCTTTC
GTAAGCGGCA
CATTCGCCGT
AAACGCCTGG
TTTGCGGACC
AGCGTCGATT
TCGCAGCTAA
GCCAGCAACSG
CGGTCGTTGC
TCACATGTTC
AGTGTACAAG
CCGCCTTTGA
GGCGGAAACT
AGCGAGTCASG
TCGCTCAGTC



