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Anotace:

Zpusob produkce insulinu, ktery zahrnuje: a/
"spravné sbaleni" /folding/ hybridniho poly-
peptidu obsahujiciho proinsulin v pod-
minkach, které umozZnuji vytvofeni pfri-
slusnych /"spravnych"/ disulfidickych vazeb;
b/ vystaveni sbaleného hybridniho polypepti-
du obsahujiciho "spravné" disulfidové vazby
plisobenim enzymi jejichZ ptisobenim dojde k
vytvoreni insulinu; ¢/ purifikaci insulinu.
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Oblast techniky

Predmétem vynalezu je zpusob pripravy lidského insuli-
nu, ktery zahrnuje “sbaleni” hybridniho polypeptidu obsahu-
jiciho proinsulin, a to za podminek, které umoZiiuji utvore-
ni “spravnych” disulfidovych vazeb, 3$té&peni “sbaleného” po-
lypeptidu se “spravné” vytvofenymi disulfidovymi vazbami
pomoci enzyml, pficemZ vysledkem zmin&ného enzymatického
Stépeni je vznik aktivniho lidského insulinu, a dale puri-
fikace tohoto aktivniho lidského insulinu.

Pfedmétem vynalezu je dale polypeptid obsahujici proin-
sulin a signalni peptid pfipojeny k N-konci proinsulinu,
kde Jje tento polypeptid “sbaleny” a obsahuje spravné rozlo-

Zeni disulfidovych vazeb.

Dosavadni stav techniky

V této prihla3ce jsou odkazy k jednotlivym citacim uve-
deny arabskymi &islicemi v kulatych zavorkdch a celé citace
mohou byt nalezeny na konci p¥ihlasky (pfed oddilem Paten-
tové néaroky).

Insulin je polypeptidovy hormon, ktery je nezbytny pro
kontrolu metabolizmu glukézy. Je denné podavan pacientim
trpicim cukrovkou (diabetes melitus), coZ je metabolicka
porucha charakterizovana nedostatecnym zasobovanim organiz-
mu insulinem.

In vivo, je hormon nejprve syntetizovan jako dlouhé
prekurzorova molekula, kterd je dale premé&hovana na svou

biologicky aktivni formu. Tato biologicky aktivni forma se



sklada ze dvou Fetézch, oznaCovanych A a B. Podrobné&ji re-
¢eno, gen pro preproinsulin se v P-butikdch slinivky prepi-
suje do prekurzorové mRNA. Tato mRNA je poté sestriZena a
vysledkem tohoto sestfihu je vznik maturované mRNA, kterd
je prekladana v preproinsulin. Preproinsulin, ktery je moZ-
no schematicky zndzornit vzorcem (NH;-pre-sekvence-tfetézec
B-peptid C-fetézec A-COOH), je nasledné pfeméhovan v proin-
sulin a nakonec v insulin. Prvnim krokem pfemény je proteo-
lytické odstranéni pre-sekvence, kterd slouzZi jako signélni
hydrofobni sekvence pro prenos nascentniho fetézce hormonu
pfes mikrosomadlni membrdnu drsného endoplasmatického reti-
kula. V lidském preproinsulinu je délka této pre-sekvence
24 aminokyselinovych zbytka.

V proinsulinu jsou obé& oblasti polypeptidového fetézce,
které posléze vytvofri maturovany insulin, tedy fetézce A a
B, navzajem spojeny peptidem C (nebo fetézcem C), ktery na
svém N a C konci obsahuje dva pary bazickych aminokyselin.
U vétSiny peptidld C je tento bazicky par tvofen aminokyse-
linami Arg-Arg nebo Lys-Arg. Lidsky peptid C se, vcCetné
obou koncovych paru bazickych aminokyselin, sklada z 35
aminokyselin. Peptid C spojuje dvé oblasti polypeptidu tak,
aby byl usnadnén vznik disulfidového mistku mezi segmenty A
a B. Uloha peptidu C proto neni p¥ilis zavisla na jeho
struktufe. Ve skutecnosti nahrazeni tohoto peptidu krat$im
syntetickym mlstkem stdle umozZnuje vlastni “sbaleni” mole-
kuly proinsulinu (1, 2).

“Sbaleni” molekuly proinsulinu je doprovazeno oxidaci
dvou disulfidovych vazeb, které se nachdzeji mezi jednotli-
vymi Yetézci a jedné disulfidové vazby uvnit¥ Fetézce A. V
poslednim stadiu maturace uvolni proteolytické enzymy na-
Stépenim v misté& bazickych aminokyselinovych zbytkl peptid

C a vytvori tak maturovany insulin (3). V lidském insulinu



obsahuje fretézec A 21 aminokyselin, zatimco Freté&zec B je
dlouhy 30 aminokyselinovych zbytku.

Svétova poptavka po insulinu dosahuje roé¢né nékolika
tun, a tak nastava vazny nedostatek v jeho dodavkéch. Tra-
di¢né se insulin pfipravuje z omezenych zvifecich zdroju,
coz jsou hlavné& hovézi a vepfrové pankreatické preparaty,
které se 1i5i1 od lidského insulinu a mohou tak vyvolat ne-
pfiznivou imunitni reakci.

Studie provadéné béhem 3edesdtych let prokdzaly moZnost
pfipravy insulinu in vitro. Syntézy insulinu bylo dosaZeno
kombinovanim fetézct A a B v jejich S-sulfonované formé& (4)
nebo spontanni reoxidaci redukovaného proinsulinu (5). Po-
sledné jmenovany zplsob pfipravy nebyl prakticky vyuZitelny
pro vyrobu insulinu ve velkém mé&ritku, protoZe v oxidacdni
smési byla velmi nizkd koncentrace tohoto proteinu. Insulin
mohl byt nédsledn& ziskan plsobenim trypsinu a karboxypepti-
dadzy B (6).

V posledni dobé zac¢ind byt vyuZivan semisynteticky a
biosynteticky (rekombinantni) lidsky insulin. Semisyntetic-
ky lidsky insulin je pfipravovan z praseliho insulinu pomo-
ci trypsinem katalyzované vymény treoninu za alanin v pozi-
ci 30 fetézce B (coZ je jediny rozdil mezi lidskym a prase-
¢im insulinem). Rekombinantni lidsky insulin pf#ipravovany
bud v bakteriich E. coli nebo v kvasinkdch v budoucnosti
nahradi vSechny dals$i cesty pfipravy.

Biosynteticky rekombinantni lidsky insulin se b&zZné&
pfipravuje dvéma cestami, a to bud pfipravou kaZdého z Ffe-
tézcu A a B zvlast v bakteriich E. coli a jejich néslednou
kombinaci (7, 8) nebo enzymatickou konverzi proinsulinu ex-
primovaného ve formé polypeptidu bud v E. coli (1, 8) nebo
kvasinkach (2, 9).

Ve vét3iné pfipadd je proinsulin pfipravovén ve formé

hybridniho proteinu, ktery je akumulovadn ve formé& intrace-
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luldrniho precipitédtu. Tento hybridni protein je purifiko-
van béznym zpusobem a Stépen pomoci CNBr tak, aby byl uvol-
nén polypeptid proinsulinu. Tento polypeptid proinsulinu je
dadle modifikovan oxidativni sulfitolyzou na proinsulin ve
formé S-sulfondtu. Proinsulin S-sulfondt je poté purifiko-
van a za redukcnich podminek “sbalen” na proinsulin (8).
Konverze proinsulinu na insulin je dosaZeno kombinovanym
plisobenim trypsinu a karboxypeptidazy B (6).

Patent C¢islo EP 1111195691 Bl, udéleny spole&nosti Novo
Nordisk A/S popisuje proinsulin vzorce B-Lys-Arg-A a dale
pak uZiti tohoto produktu pro pfipravu insulinu v kvasin-
k&ch.

Patent C¢islo EP 196056 Bl, udéleny spolecCnosti Chiron
Corp., popisuje protein hSOD-proinsulin produkovany kvasin-
kami. Pred “sbalenim” je protein hSOD-proinsulin 3tépen po-
moci bromkyanu a podroben sulfitolyze.

V patentu EPO Cislo 379162 popisuje spolecnost Hoechst
skuteénost, Ze “chybné rekombinanty (false recombinants)
prekurzorl insulinu” (to jest rekombinantnich produktt in-
sulinu s nespravnymi nebo c¢asteéné nespravnymi intermoleku-
larnimi disulfidovymi mastky) mohou byt preménény na
“spravné” insulinové produkty bez toho, aby byly podrobeny
sulfitolyze. Tento postup vyuZiva reakci “chybnych” rekom-
binantl ve vodném prostfedi za pouZiti nadbytku merkaptanu
a za pritomnosti organického oxidacné-redukéniho systému.
PoCatecni krok sulfitolyzy se pouziva, po odsStépeni
(chemicky nebo enzymaticky) aminokyselinovych nebo peptido-
vych zbytky z fuznich polypeptidd (coZ se uskutecdnuje po
lyze hostitelské buriky). Po tomto kroku je vS8ech Sest cys-
teind nachdzejicich se v prekurzoru insulinu pfemé&néno na
S-sulfondty. V nasledujicim renaturac¢nim kroku se z tohoto
preinsulinu ve formé& S-sulfondtu vytvaf¥i preinsulin za

vzniku tfi “spravnych” disulfidovych mistkd ve své priroze-



né formé€. V prub&hu tohoto renaturaé¢niho kroku se vytvareji
takzvané “nepravé, chybné” rekombinanty.

Hoechst dé&le v Mezindrodnim patentu PCT &islo WO
91/03550 uvadi zpusob pripravy fuznich proteint obsahuji-
cich pozadovany protein (to jest proinsulin) a “vedlejsi
sloZzky”. Sulfitolyza se provadi pfed “sbalenim”, zatimco
“vedlejsi sloZka” se odStépuje prubéiZné po “sbaleni” spo-
le¢né s C-fetézcem proinsulinu.

Hoechst dale v EP 347781 Bl popisuje, takzvany “mini
proinsulin” (B-Arg-A) a jeho vyuZiti pro pfipravu mono-Arg
insulinu a insulinu. Je zde rovnéZ popsan fuze proteinu za-
hrnujicich B-Arg-A a “balastni sloZku”. “Balastni sloZka”
je odStépena pomoci bromkyanu. Sulfitolyza probihéd jesSté
pfed “sbalenim” polypeptidu.

Pfedmétem vynadlezu je priprava rekombinatniho lidského
insulinu, a to pomoci vylepSeného a uc¢innéjsiho postupu.
Rekombinantni hybridni polypeptidy proinsulinu zahrnujici
signdlni sekvenci jsou syntetizovany v bakteriich E. coli.
Po Castecé¢né purifikaci jsou tyto rekombinantni polypeptidy
“sbaleny” se signdlnim polypeptidem, a to za takovych pod-
minek, které dovoluji spravné funkéni sbaleni. Biologicky
aktivni lidsky insulin je potom pfipraven kombinovanym pt-
sobenim trypsinu a karboxypeptidazy B. Pusobenim téchto en-
zymi se soubézZné odstépuje signdlni peptid a retézec C.
Takto pfipraveny a purifikovany lidsky insulin je totoZny s
pfirozené se vyskytujicim lidskym insulinem.

Nebezpeéné a téZkopadné postupy zahrnujici 3tépeni hyb-
ridnich polypeptidd pomoci CNBr a sulfitolyzu, uZivanou k
ochrané cCetnych SH skupin, se v novém zplUsobu podle vyndle-
zu nepouzivaji. Vlastni hybridni polypeptid proinsulinu se
miZe UCinné “sbalit” do své vlastni pfirozené struktury do-
konce 1 v pritomnosti signdlniho peptidu a nechranénych

cysteinovych zbytkd. Aktivni rekombinantni lidsky insulin



se uvoliuje enzymatickym Stépenim a je nasledné purifiko-

van.

P¥ehled Obrazklt na vykresech

V restrik&nich mapéch t¥i plazmidd zobrazenych na Ob-
rdzcich 3 aZ 5 nejsou uvedena vSechna restrikéni mista pri-
tomnd na téchto plazmidech. Jsou v3ak zobrazena vSechna re-

strikéni mista nezbytnd pro uplné porozuméni vynalezu.

Obrézek 1: Priprava lidského insulinu pomoci enzymatic-
kého 3tépeni “sbaleného”, disulfidovymi vazbami propojeného
hybridniho polypeptidu proinsulinu, ktery byl pfipraven ex-
presi z plazmidu pBAST-R. Na obrazku je uvedena pouze cCast
signdlni sekvence SOD. Zkratka CPB uZitd v popisu obrézku

znamena oznaceni pro karboxypeptidazu B.

Obréazek 2: Priprava lidského insulinu pomoci enzymatic-
kého Stépeni “sbaleného”, disulfidovymi vazbami propojeného
hybridniho polypeptidu proinsulinu, ktery byl pfipraven ex-
presi z plazmidu pDBAST-LAT nebo z plazmidu pABAST-LAT. Na
Obrazku je uvedena pouze Cast signdlni sekvence SOD. PouZi-

t4 zkratka CPB m& stejny vyznam jako v Obrazku 1.

Obrédzek 3: Struktura plazmidu pBAST-R, expresivniho
plazmidu kédujiciho hybridni polypeptid SOD-proinsulin,
uloZeného v ATCC pod pristupovym &islem 69362.

Obrédzek 4: Struktura plazmidu pDBAST-LAT, expresivniho
plazmidu kédujiciho hybridni polypeptid SOD-proinsulin.
Tento plazmid je uloZen v ATCC a bylo mu pridéleno pfistu-

pové Cislo 69361.



Obrazek 5: Struktura plazmidu pABAST-LAT, expresivniho
plazmidu kédujiciho hybridni polypeptid SOD-proinsulin.
Tento plazmid je uloZen v ATCC a bylo mu p¥idéleno p¥istu-

pové ¢islo 69363.

Obréazek 6: Aminokyselinovd a odpovidajici nukleotidova
sekvence (DNA) hybridniho polypeptidu SOD-proinsulin expri-
movaného z plazmidu pBAST-R.

Obrézek 7: Aminokyselinovéd a odpovidajici nukleotidova

sekvence (DNA) hybridniho polypeptidu SOD-proinsulin expri-

movaného z plazmidi pDBAST-LAT a pABAST-LAT.

Obrézek 8: Priprava lidského insulinu z hybridniho po-
lypeptidu proinsulinu exprimovaného z plazmidu pBAST-R jako
funkce hodnot pH smési pouzZivané ke “sbaleni” proteinu.

Sbaleni hybridniho polypeptidu proinsulinu
(ptipraveného tak, jak je popséno v Pfikladu 2) bylo prova-
déno p¥i ruznych hodnotdch pH, tak jak je oznaceno na tom-
to obrazku a to v pufru obsahujicim 100 mM glycin, p#i 4°C
po dobu 16 hodin s koncentraci hybridniho polypeptidu bud
1 mg/ml nebo 0,5 mg/ml. “Sbaleny” polypeptid byl vystaven
pusobeni trypsinu (1:500 w/w; Sigma) a karboxypeptidazy B
(CPB, Sigma, 1:200 w/w) po dobu 30 minut p#i teplot& 37°C a
hodnoté& pH 9. Vznikly produkt byl analyzovan na pritomnost
imunoreaktivniho insulinu (IR) pomoci radioimunostanoveni
vyuZzivajiciho insulin znaceny izotopem 1257 (Amersham) a

lidsky rekombinantni insulin (Calbiochem) jako standardy.

Obrazek 9: Pfiprava lidského insulinu z hybridniho po-

lypeptidu proinsulinu exprimovaného z plazmidu pDBAST-LAT.



Hybridni polypeptid proinsulinu (pfipraveny tak, jak je
popséno v Prikladu 2) byl rozpud3tén v pufru o sloZeni 8M
mo¢ovina, 5 mM HCl, v koncentraci pfiblizZné okolo 30 mg/ml
a poté byl na*edén na koncentraci 1 mg/ml v pufru o slozZeni
100 mM glycin-NaOH, pH 11,0. “Sbaleni” probihalo p#i 22°C
(za pokojové teploty) po dobu 20 hodin. pH roztoku bylo na-
sledné pomoci HCl upraveno na hodnotu 8,8. Do reakéni smési
byla poté pfidéna karboxypeptidédza B (1:1000 w/w, Sigma) a
trypsin (1:2000 w/w, Sigma). Reakéni smés byla inkubovéana
po dobu 60 minut p¥i teploté& 37°C. pH této smési bylo pfed
fedénim 10 mM HCl upraveno na hodnotu 3. Vzorky o objemu
150 pl byly dale analyzovany pomoci vysokotlaké kapalinové
chromatografie na koloné& s reverzni fazi (RP -HPLC) o roz-
mérech 250 x 4 mm, obsahujicim 5p Lichrosphere 100 RP-8
(Merck). Kolona byla ekvilibrovéana pufrem o sloZeni 50 mM
fosforec¢nan trimethylamonia, 162 mM NaClO,, pH 3, obsahuji-
cim 31,5 % (v/v) acetonitrilu. Vzorky byly z kolony vymyva-
ny linedrnim gradientem acetonitrilu v rozsahu koncentraci
31,5 az 40,5 % po dobu 75 minut a p¥i prutokové rychlosti 1
ml za minutu. Proméfovala se absorbance pfri vlinové délce
220 nm.

Nédsledujici ¢&sti Obrazku oznacené pismeny odpovidaji.

A: 5 pg standardniho insulinu (Boehringer - Mannheim)

B: pfipraveny rekombinantni lidsky insulin vystaveny
enzymatickému pusobenim

C: “sbaleny” hybridni polypeptid SOD-proinsulin

Obrédzek 10: Pfiprava lidského insulinu z hybridniho po-
lypeptidu proinsulinu exprimovaného z plazmidu pDBAST-LAT
jako funkce hodnot pH smési pouZivané ke “sbaleni” proteinu

Hybridni polypeptid proinsulinu (pfipraveny tak, jak je
popséno v Pfikladu 2) byl nafedén na koncentraci 1 mg/ml v

pufru o sloZeni 100 mM glycin-NaOH s hodnotami pH vyznacle-



nymi na ose x. “Sbaleni” probihalo po dobu 16 hodin pfi
22°C. Enzymatické zpracovani polypeptidu a nadslednd RP-HPLC
analyza byla provedena tak, jak bylo popséno v popisu k ob-
rdzku 9. MnoZstvi rekombinantniho lidského insulinu pripra-
veného z hybridniho polypeptidu bylo poc¢itédno z velikosti
plochy piku, ktery mél stejny retenc¢ni c¢as jako standardni

insulin.

Obrazek 11: Priprava lidského insulinu z hybridniho po-
lypeptidu proinsulinu exprimovaného z plazmidu pDBAST-LAT
jako funkce koncentrace kyseliny askorbové ve smé€si pouzi-
vané ke “sbaleni” proteinu

“Sbaleni” hybridniho polypeptidu SOD-proinsulin
(ptipraveného podle popisu v Prikladu 2) bylo provadéno pfi
koncentraci polypeptidu 1 mg/ml v pufru o sloZeni 100 mM
glycin-NaOH, pH 11,2 pf¥i 22°C a v pfritomnosti riznych kon-
centraci kyseliny askorbové vyznaCenych na obrazku. Vzorky
byly vystaveny pusobeni trypsinu a karboxypeptidazy B (tak
jak je popsano pro Obrazek 9) po dobu 5 a 25 hodin, coz
jsou Casové periody uZité ke “sbaleni”. Produkce rekombi-
nantniho lidského insulinu byla analyzovdna pomoci RP-HPLC
(tak jak je popséno pro Obrézek 9).

Kfivka proloZend symboly trojuhelniku zna¢i 5 hodin pi-
sobeni smé&si enzymia. K¥ivka proloZend kolecky oznacduje 25

hodin inkubace se smési enzymu.

Obrédzek 12: Ovéfeni autenticity (“pravosti”) lidského
insulinu pfipraveného z hybridniho polypeptidu proinsulinu
exprimovaného z plazmidu pDBAST-LAT

“Sbaleni” hybridniho polypeptidu SOD-proinsulin
(ptipraveného podle popisu v Pfikladu 2) bylo provadéno v
koncentraci polypeptidu 1 mg/ml v pufru o sloZeni 100 mM
glycin-NaOH, pH 11,2 p#i teploté& 22°C po dobu 16 hodin a v



pritomnosti 1,2 mM kyseliny askorbové. Po provedeni enzyma-
tického Stépeni (popséno u Obrazku 9) byla smés chromato-
graficky rozdélena na koloné DEAE-Sepharézy, ktera byla
ekvilibrovédna pufrem o sloZeni 20 mM Tris-HCl, pH 8. Rekom-
binantni lidsky insulin byl z kolony eluovdn pomoci linedr-
niho gradientu v rozmezi koncentraci 0 aZz 0,4M NaCl v pufru
o slozeni 20 mM Tris-HCl, pH 8.

Ve frakcich odpovidajicich jednotlivym pikim eluovanych
z kolony bylo kyselinou chlorovodikovou upraveno pH na hod-
notu 3. Rekombinantni lidsky insulin byl dale ¢istén ze
smési podobych molekul pomoci RP-HPLC, tak, jak je popséano
u obrazku 9. Hlavni odebrana frakce byla odsolena na koloné
Sephadexu G-25 a byla pfrevedena do roztoku 0,25 M octové
kyseliny a lyofilizovana. Vzorky (5 pg rekombinantniho lid-
ského insulinu) byly pfrevedeny do 10 mM HCl a analyzovany
pomoci RP-HPLC za stejnych podminek.

Nasledujici symbolické oznacCeni &asti obrazku velkymi
pismeny znamena popis kfivek odpovidajicich:

A: standardni insulin

B: lidsky rekombinantni insulin purifikovany pomoci
HPLC

C: kombinovany vzorek obsahujici rekombinantni lidsky
insulin purifikovany pomoci HPLC spolu se standardnim insu-

linem

Obrazek 13: Priprava lidského insulinu z hybridniho po-
lypeptidu proinsulinu exprimovaného z plazmidu pDBAST-LAT
jako funkce koncentrace proteinu ve smési pouzZivané k jeho
“sbaleni”.

Polypeptidovy hybrid SOD-proinsulin (pfipraveny dle po-
pisu v Prikladu 2), jehoZ “sbaleni” bylo provedeno v pufru
o slozeni 100 mM glycin-NaOH, pH 11,2, za pouzZiti koncent-

raci proteinu, které se ménily v rozsahu od 0,5 mg/ml aZ po
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10 mg/ml, tak jak je vyznaceno na obrazku. KaZd4d ze smési

pouZzitych ke sbaleni proteinu byla doplnéna 2,5 moly kyse-
liny askorbové na 1 mol SH skupin. “Sbalovéni” bylo prova-
déno p¥i 24°C (za pokojové teploty) po dobu 16 hodin. Enzy-
matické Stépeni a RP-HPLC analyzy byly provedeny podle po-

pisu uvedeného pro Obrézek 9.

Obrédzek 14: P¥iprava lidského insulinu z hybridniho po-
lypeptidu proinsulinu exprimovaného z plazmidu pDBAST-LAT
ze surového intraceluldrniho precipitatu jako funkce c¢asu
pouZivaného k jeho “sbaleni”.

Intraceluldrni precipitdt byl rozpustén v pufru o slo-
Zeni 20 mM glycin-NaOH, 33 uM EDTA, pH 11,2. Koncentrace
rozpuSténého precipitdtu byla prfibliZné rovna hodnoté 2,6
jednotek absorbance mérené p¥i 280 nm na mililitr roztoku
(2,6 Azgp /ml). pH bylo upraveno 10 N hydroxidem sodnym na
hodnotu 12. Roztok byl mich&n po dobu 10 minut. pH bylo na-
sledné upraveno titraci koncentrovanou kyselinou chlorovo-
dikovou na hodnotu 11,2. Bylo pfiddno aktivni uhli (Sigma),
promyté kyselinou, a to na vyslednou koncentraci 0,1 % w/v
a smés byla michdna po dobu dalSich 30 minut. Suspenze byla
centrifugovana (20 minut, 12000 ot&cek/minuta) pfi teploté
20°C. Caste&né& vylistény supernatant po centrifugaci mé&l
absorbanci p¥i vlnové délce 280 nm (Azgy) priblizné 2,15.
Do supernatantu byla p¥idéna kyselina askorbovad na vysled-
nou koncentraci 3 mM. “Sbaleni” hybridniho polypeptidu pro-
insulinu probihalo p#i pokojové teploté (22 aZ 23°C) za in-
tenzivniho michédni, postupem popsanym vySe.

V ruznych ¢asovych intervalech byly v prubéhu experi-
mentu odebiradny vzorky smési o objemu 10 ml, bylo u nich
upraveno pH na hodnotu pH 8,8 a tyto vzorky byly po dobu
jedné hodiny pfri teplot& 37°C v pfitomnosti 50 pM ZnCl, vy-
staveny pusobeni karboxypeptidazy B (1:1000 w/w) a trypsinu
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(1:2000 w/w). Sté&peni bylo ukonéeno okyselenim smé&si. Obsah
insulinu v kazZdém 3té&peném vzorku byl urcen pomoci RP-HPLC
analyzy, tak jak je pops&no u obrédzku 9. Pribé&h reakce
“sbalovani” je z¥fejmy ze zvy3eni hladiny insulinu (po Sté-
peni) a sniZeni hladiny volnych thiolovych skupin, jejichz
mnozstvi je urceno pomoci Ellmanovy reakce (16).

Symbolem kolecCka jsou oznaceny body kfivky zavislosti
koncentrace insulinu vyjadfené v % na Case “sbalovani”,
symboly koso&tverce prochédzi krivka zavislosti koncentrace
volnych thiolovych skupin vyjddfend v % na dobé trvani

“sbalovani” peptidu.

Podstata vyndlezu

Plazmidy pBAST-R, pDBAST-LAT a pABAST-LAT byly 26. Cer-
vence 1993 uloZeny v hostitelskych bunkdch E. coli v soula-
du s Budapedtskou smlouvou o ukladéni mikroorganizmi pro
UcCely patentového fizeni v depozitni sbirce kultur ATCC,
12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852 pod pristu-
povymi ¢isly 69362 (pBAST-R), 69361 (pDBAST-LAT) a 69363

(pABAST-LAT)

Termin “hybridni polypeptid”, pouzZivany v pfrihlasce,
zahrnuje signalni peptid kovalentné pfipojeny k poZadované-
mu polypeptidu. Hybridni polypeptid podle vynédlezu obsahuje
proinsulin a ve vyhodném provedeni obsahuje rovnéZ signélni
peptid SOD.

Termin “sbaleni”, pouzZivany v pfihldSce, zahrnuje
“sbaleni” hybridniho polypeptidu obsahujiciho proinsulin,
ktery nebyl pred “sbalenim” 35tépen bromkyanem ani podroben
sulfitolyze, pticemZ “spravné sbaleni” umozZiuje vytvofeni

prislusnych disulfidickych vazeb v hybridnim polypeptidu.
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Slovni spojeni “vytvoreni “spravnych” (pZisluSnych) di-
sulfidickych vazeb v hybridnim polypeptidu” , pouZivané v
pfihlé&3ce, zahrnuje vznik t¥i disulfidickych vazeb u insu-

0

linu, a to mezi CysB7 a Cys®, CysB19 a CysA2 a mezi Cys® a

Al (cysteinové zbytky jsou &islovany podle jejich ¢islo-

Cys
vani v maturovaném insulinu).

Termin “proinsulin”, pouzZivany v pfihlasce, zahrnuje
polypeptid, ktery obsahuje ve sméru od N-konce k C-konci
retézce B, C a A insulinu.

Slovni spojeni “peptidovy fetézec C insulinu”, pouziva-
né v prihl&3ce, zahrnuje prirozené se vyskytujici peptid C
a kazdé jiné oligopeptidy, dipeptidy nebo jednotlivé amino-
kyseliny, které mohou byt odStépeny plsobenim trypsinu a
karboxypeptidazy B.

Slovni spojeni “signdlni peptid”, pouZivané v prihl&s-
ce, zahrnuje kaZdy peptid nebo polypeptid kovalentné ptripo-
jeny k Yetézci B insulinu, ktery umoZiuje “spravné sbaleni”
a vznik pfisludnych (“sprédvnych”) disulfidickych vazeb a
miZe byt odsStépen plsobenim trypsinu. Signdlnim peptidem je
ve vyhodném provedeni peptid SOD.

Termin “SOD”, pouZivany v pf¥ihlasce, zahrnuje jakouko-
liv podstatnou Cast aminokyselinové sekvence enzymi CuZnSOD
nebo MnSOD. VySe zminénd Ca&st nemusi nutné mit stejnou bio-
logickou aktivitu jako peptid SOD, a rovnéZ nemusi mit, ve
srovnani s aminokyselinovou sekvenci prirozené se vyskytu-
jiciho peptidu SOD, identickou aminokyselinovou sekvenci.
DNA kédujici peptid SOD miZe byt mutovéna zpusoby, které
jsou odbornikum zndmé, napfiklad Bauer a dalsi, Gene 37: 73
az 81 (1985).

Slovni spojeni “signdlni peptid” midZe zahrnovat, namis-
to peptidu SOD, jakykoliv dal3i peptid, polypeptid nebo
protein nebo kaZdou podstatnou ¢&st aminokyselinové sekven-

ce takového peptidu, polypeptidu nebo proteinu, kde vyse
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zminénd ¢ast nutné nemusi mit biologickou aktivitu vysSe
zminéného peptidu, polypeptidu nebo proteinu, a rovnéZ ne-
musi mit, ve srovnani s aminokyselinovou sekvenci pfirozené
se vyskytujiciho peptidu, polypeptidu nebo proteinu, iden-
tickou aminokyselinovou sekvenci; signdalni peptid musi nic-
méné umozZnit “spravné sbaleni” a vytvofreni “spravnych” di-
sulfidickych vazeb v hybridnim polypeptidu.

Termin “insulin”, pouzZivany v prihléSce, miZe zahrnovat
homolog pfrirozené se vyskytujiciho insulinu.

Termin “proinsulin”, pouzivany v pfrihlasce, miZe zahr-
novat homolog pfrirozené se vyskytujiciho proinsulinu.

Termin “homolog”, pouzZivany v pfihlasSce, vztahujici se
k polypeptidu insulinu produkovaného zplsoby podle vynale-
zu, Jje polypeptid, ktery m& v podstaté stejnou aminokyseli-
novou sekvenci a biologickou aktivitu jako insulin. Cili
homolog, vznikly zplsoby podle vynadlezu, se miZe 1isSit od
polypeptidu insulinu p¥idénim, odstranénim nebo ndhradou
(substituci) jednoho ¢i vice postradatelnych aminokyselino-
vych zbytkd za predpokladu, Ze u vzniklého polypeptidu je
zachovédna biologickd aktivita insulinu. Odbornici mohou
snadno urc¢it, jaké aminokyselinové zbytky maji byt pridany,
odstranény nebo nahrazeny (v&etné toho pomoci jakych amino-
kyselin se takové nahrady maji provést) pomoci zavedenych
zndmych postupti. Takovymi postupy jsou naptriklad postupy
navrzeni a zhotoveni sekvence DNA kédujici gen pro bakteri-
adlni expresi polypeptidovych homolog polypeptidu podle vy-
nadlezu, modifikace cDNA a genomovych sekvenci pomoci mistné
specifickych mutagenezi, konstrukce rekombinantnich protei-
ni a expresivnich vektort, bakteridlni exprese polypeptidl
a mé¥eni biochemické aktivity polypeptidd pouzZitim obvyk-
lych biochemickych stanoveni.

Shora uvedené definice homolog insulinu plati stejné

pro homologa proinsulinu.
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P¥ikladem homolog insulinu, vytvofenych zplsoby podle
vyndlezu, jsou delecni homologa neobsahujici vSechny amino-
kyselinové zbytky pfirozené se vyskytujiciho insulinu, sub-
stituéni homologa, kde je jeden nebo pfesné stanoveny pocet
zbytkl nahrazen jinymi zbytky a adiéni homologa, kde je
pfidédn jeden nebo vice aminokyselinovych zbytkl ke koncové
nebo prostfedni &&sti polypeptidu insulinu, pricemZ vSechna
tato homologa maji biologickou aktivitu insulinu.

Priklady homolog jsou analoga insulinu popsand v Pri-
hldSce EP 384472 a také analog insulinu “Humalog” od firmy
Eli Lilly, jak byl popsan v ”“Eli Lilly and Company Report
to Shareholders 1992”7,

Slovni spojeni “v podstaté stejné aminokyselinové sek-
vence”, definované v prihla3ce, zahrnuje substituce a/nebo
delece a/nebo ptridéni aminokyselin do aminokyselinové sek-
vence a mUZe zahrnovat aZ deset zbytkd, které odpovidaji
homologickym nebo ekvivalentnim skupindm, jak bylo popséano
napfiklad v publikacich Albert L. Lehninger, Biochemistry,
druhé vydéni, Worth Publishers Inc. (1975), kapitola 4;
Creighton, Protein Structure, a Practical Approach, IRL
Press at Oxford University Press, Oxford, England (1989);
Margaret O. Dayhoff, Atlas of Protein Sequence and Structu-
re, Svazek 5, The National Biomedical Research Foundation
(1972), kapitola 9. Takové substituce jsou odborniktum zna-
mé.

DNA kédujici polypeptid insulinu miZe byt mutovana od-
borniklim zndmymi zplsoby, popsanymi napfiklad v publikaci
Bauer a dals8i, Gene 37: 73 azZz 81 (1985). Mutovand sekvence
mizZe byt vloZena do vhodnych expresivnich vektort
(popsanych v pfihlasce), které jsou zavedeny do buné&k a
zpracovany tak, Ze mutovand DNA umoZhiuje expresi polypepti-

dového homologu.

15



Plazmidy podle vynalezu, které obsahuji sekvenci kdédu-
jici hybridni polypeptid obsahujici proinsulin, mohou byt
upraveny pro expresi v bakteriich, kvasink&ch, houbéch nebo
zivoc¢isnych bunkach jako jsou CHO (bunky k¥ec&ich ovarii),
embryo kufat, fibroblasty nebo dal$i zna&mé bunécéné linie.
Tyto plazmidy navic obsahuji regulaéni prvky nutné pro ex-
presi introdukovaného genu v baktériich, kvasink&ch, hou-
bach nebo v savcich bunkach, které jsou tak vzdjemné umis-
tény vzhledem ke genu hybridniho polypeptidu takovym zpuso-
bem, aby byla umozZnéna jeho exprese. Regulad&ni prvky nutné
pro expresi zahrnuji promotorovou sekvenci pro navazani RNA
polymerdzy a ribozomdlni vazebné misto pro navdzani na ri-
bozom.

Z plazmidl podle vyndlezu je exprimovan hybridni po-
lypeptid obsahujici proinsulin.

Odbornici porozumi, Ze plazmidy uloZené ve spojitosti s
touto prihladskou mohou byt snadno pozménény zndmymi postupy
(napfiklad mistné specifickou mutagenezi nebo vloZenim lin-
kert) tak, aby byl kédovan gen pro expresi homolognich po-
lypeptidli. Takové postupy jsou popsany napriklad
v publikaci Sambrook, J., Fritsch, E. F. a Maniatis, T.
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. vydani,
Cold Spring Harbor Laboratory Press.

V plazmidu jsou vhodné regulacni prvky umistény, vzhle-
dem k DNA kdédujici hybridni polypeptid zahrnujici proinsu-
lin tak, aby fidily expresi hybridniho polypeptidu ve vhod-
né hostitelské bunice. Ve vyhodném provedeni vyndlezu jsou
tyto regulaé¢ni prvky umistény v protisméru transkripce v
blizkosti DNA kédujici hybridni polypeptid.

RGznéd ribozomdlni vazebnd mista (ribosomal binding si-
tes-RBS), napriklad deo RBS, umozZnuji mRNA kdédujici hybrid-

ni polypeptid obsahujici proinsulin (pfepsané z DNA) vazat
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se v hostitelské bunfce na ribozdémy, a jsou rovnéZ predmétem
vynalezu.

Plazmidy podle vyndlezu také obsahuji iniciaéni kodon
ATG. DNA kédujici hybridni polypeptid zahrnujici proinsulin
je ve stejném Ctecim radmci s iniciac¢nim kodonem ATG.

Plazmidy podle vyndlezu také zahrnuji sekvenci DNA ob-
sahujici pocatek replikace z takového bakteridlniho plazmi-
du, ktery je schopen autonomni replikace v hostitelské bun-
ce. Vhodné pocatky replikace mohou byt ziskany z rlGznych
zdroji, napftiklad z plazmidu pBR322 (v ATCC pod pristupovym
¢islem 37017).

Plazmidy podle vynalezu také zahrnuji sekvenci DNA ob-
sahujici gen, ktery je spojeny se selektivnim nebo fenoty-
povym znakem, ktery se projevi tehdy, je-1li plazmid pfito-
men v hostitelské burice, jako naptriklad gen pro rezistenci
va¢i néjakému antibiotiku, nap¥iklad vic¢i ampicilinu, chlo-
ramfenikolu nebo tetracyklinu.

Prikladem vektorli, které mohou byt pouZity pro expresi
DNA kédujici hybridni polypeptidy (obsahujici proinsulin)
jsou viry, pfiklademvjsou bakteridlni viry, napfiklad bak-
teriofagy (napfiklad bakteriofag lambda), kosmidy, plazmidy
a jiné vektory. Do vhodnych vektorud jsou, postupy
v soucCasnosti dobfe znadmymi, vloZeny geny kdéddujici hybridni
polypeptidy zahrnujici proinsulin. Naptriklad vyuzZzitim kon-
ven¢nich mist pro restrikéni endonukledzy maZe byt vektor a
inzert 3tépen za vzniku komplementdrnich konca parujicich
se navzadjem a pomoci DNA ligdzy jsou tyto fragmenty spojeny
dohromady. Dal3i moZnosti je vyuZiti syntetickych linkert
obsahujicich sekvenci bazi komplementarni k restrik&nimu
mistu na vektorové DNA. Tyto linkery mohou byt p¥ipojeny k
inzertu DNA a nésledné Stépeny restrikénim enzymem Stépicim

v tomto misté. Jsou rovnéZ pouzZitelné dalsi zplsoby.
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Z bakteridlnich hostitelskych bunék jsou uprednostniova-
ny bunky E. coli. Pfikladem vhodnych bunek E. coli jsou
kmeny S®733 (cytRstrA) nebo 4300, av3ak jako hostitelé pro
plazmidy mohou byt pouzity i dal3i kmeny E. coli nebo jiné
baktérie.

Jako hostitelé mohou byt pouzity jakékoliv baktérie,
vCetné auxotrofnich (napfiklad Al1645), fototrofnich
(napfiklad A4255) a lyzogennich kmen®; kment F' a F7; kment
obsahujici sekvenci represoru cI857 z profidga A (naptriklad
Al1645 a A4255) a kmenu postrddajicich represory deo a/nebo
gen deo (viz P¥ihlé&ska EP &. 0303972, publikovan& 22. unora
1989). Kmeny E. coli S®733 a 4300 byly uloZeny v ATCC pod
pfistupovym Cislem 69361 resp. 69363.

VSechny hostitelské kmeny E. coli popsané vySe mohou
byt “zbaveny” plazmidi, které obsahuji, postupy
v soucCasnosti dobfe znamymi, naptfiklad metodou s vyuzZitim
ethidiumbromidu popsanou v publikaci R. P. Novick: Bacteri-
ol. Review 33, 210 (1969).

Vynédlez popisuje zpusob produkce insulinu, coZ zahrnuje
“spravné sbaleni” hybridniho polypeptidu obsahujici proin-
sulin v podminké&ch, které umozZiuji vytvofeni p¥isludnych
disulfidickych vazeb, vystaveni sbaleného hybridniho po-
lypeptidu obsahujiciho tyto disulfidové vazby pusobeni en-
zymi, jejichz &innosti dojde ke vzniku insulinu a purifika-
cil insulinu. Takto ziskany insulin m& stejnou aktivitu a
vliastnosti jako komer¢né& dostupny lidsky insulin.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu krok “sbaleni” zahrnuje
inkubaci hybridniho polypeptidu p¥i pfibliZné 4 az 37°C po
dobu 1 aZz 30 hodin v roztoku o pH p¥ibliZné 8,5 aZ 12,0.

V jiném vyhodném provedeni vyndlezu krok “sbaleni” za-

hrnuje inkubaci hybridniho polypeptidu pf¥i ptribliZné 4 aZ
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37°C po dobu 1 aZ 30 hodin v roztoku o pH p¥ibliZné 8,5 az
12,0 za pritomnosti kyseliny askorbové.

Ve zvlasté vyhodném provedeni vyndlezu je bé&hem kroku
“sbaleni” pH v rozmezi 11,0 aZz 11,25.

V jiném zvlasté vyhodném provedeni vyndlezu je koncent-
race kyseliny askorbové pfibliZné 2 moly na jeden mol sku-
pin SH pfitomnych ve smési, ve které dochazi ke “sbaleni”
polypeptidu.

V jesté jiném vyhodném provedeni vynalezu je doba inku-
bace priblizné 5 hodin.

V jiném provedeni vyndlezu zahrnuje proces pfipravy in-
sulinu upraveni pH roztoku na hodnotu priblizZné 8,8 az 9,0
a Stépeni hybridniho polypeptidu pusobenim trypsinu a kar-
boxypeptiddzy B pfi teploté 16 az 37°C po dobu v rozmezi 30
minut aZ 16 hodin.

V jiném provedeni vyndlezu zahrnuje proces &isténi
chromatografii na DEAE-Sephardze a metodu RP-HPLC.

V je3té jiném provedeni vyndlezu zahrnuje proces Cisté-
ni dale ultrafiltraci a chromatografii na CM-Sepharéze.

V jiném zvlasSté vyhodném provedeni vyndlezu je hybridni
polypeptid proinsulinu exprimovéan z plazmidu pDBAST-LAT
uloZeného v ATCC pod pristupovym Cislem 69361.

V jiném zv1l43té vyhodném provedeni vynadlezu je hybridni
polypeptid proinsulinu exprimovan z plazmidu pABAST-LAT
ulozZeného v ATCC pod pristupovym Cislem 69363.

V jiném provedeni vyndlezu je hybridni polypeptid pro-
insulinu exprimovan z plazmidu pBAST-R uloZeného v ATCC pod
pristupovym &islem 69362

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je hybridni polypeptid
ziskdn pusobenim na bakteridlni bunky obsahujici DNA kdédu-

jici hybridni polypeptid, pficemZ toto plsobeni vede k ex-
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presi zminéné DNA. DalSim krokem je ziskdni hybridniho po-
lypeptidu z téchto bunék.

Zminé&né pusobeni zahrnuje fermentaci v pfitomnosti glu-
kézy, glycerolu nebo galaktézy.

Dédle se poCitéd s tim, Ze proces ziskdni hybridniho po-
lypeptidu z bunék zahrnuje rozruseni bunél&né stény bakteri-
dlnich bunék nebo jejich C¢&sti za wvzniku lyzatu, oddéleni
intraceluldrniho precipitatu od lyzdtu pomoci centrifugace,
solubilizaci precipitdtu a moZnost c¢isténi hybridniho po-
lypeptidu chromatografii nebo ultrafiltraci.

Vyndlez ddle popisuje polypeptid obsahujici proinsulin
a signdlni peptid pripojeny k N-konci proinsulinu, kde je
zminény polypeptid spravné “sbalen” a obsahuje odpovidajici
(“spravné”) disulfidické wvazby.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je signdlni peptid odvo-
zen od N-koncové oblasti CuZnSOD.

Ve zv1asté vyhodném provedeni vynadlezu obsahuje signdl-
ni peptid sekvenci 62 aminokyselin, kterym pfedchdzi methi-
onin a po nichZ nasleduje arginin.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu obsahuje proinsulin re-
tézec B insulinu spojeny s fetézcem A insulinu pomoci jedi-
ného argininového zbytku.

V jiném provedeni vyndlezu obsahuje proinsulin fetézec
B insulinu spojeny s fretézcem A insulinu pomoci dipeptidu
Lys-Arg.

VySe zminéné dvé molekuly proinsulinu musi byt produko-
vany ve formé hybridnich proteinti, jinak jsou hladiny ex-
prese extrémné nizké a komerc¢né nevyznamné.

Ve v3ech vyhodnych provedenich vyndlezu byly cysteinové

zbytky v signalnim peptidu nahrazeny serinovymi zbytky.
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Priklady provedeni vynalezu

Nasledujici Priklady provedeni vynalezu jsou uvedeny za
UcCelem snazSiho porozuméni vyndlezu, a nejsou zamy3leny a
ani by nemély byt interpretovany, jako néjakd omezeni vyna-
lezu. V Prikladech provedeni vyndlezu nejsou uvedeny de-
tailni popisy konvenénich zpisobt vyuzZivanych p¥i konstruk-
ci vektor®, vkladani gent kédujicich polypeptidy do tako-
vych vektord nebo vnd3eni takto vzniklych plazmidl do hos-
titelskych bunék. V Pfikladech provedeni vynalezu nejsou
rovnézZ uvedeny detailni popisy konvenénich zplsobl vyuzZiva-
nych pfi analyze polypeptidd produkovanych z téchto vektoru
umisténych v hostitelskych bunkdch. Tyto zplsoby jsou od-
bornikim dobfe zndmy a jsou popsdny v fadé publikaci vcetné

napfiklad nasledujici publikace:

Sambrook J., Fritsch E. F. a Maniatis T. (1989), Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual, 2. vydani, Cold Spring

Harbor Laboratory Press.

Priklad 1
Konstrukce expresivnich plazmidd pBAST-R, pDBAST-LAT a
PABAST-LAT exprimujicich hybridni polypeptidy SOD-

proinsulin.

Byly vytvoreny bakteridlni expresivni vektory, které v
nadmérné mire v bufikdch E. coli produkuji hybridni protei-
ny, pricemZ exprese je rizena promotory P;P, nebo AP,. Jeli-
koZz bylo zjiSténo, Ze baktérie nesouci expresivni vektor
kédujici “fetézec B insulinu-Lys-Arg-feté&zec A insulinu”
neprodukuji tento polypeptid v detekovatelném mnoZstvi, byl
proinsulin produkovan jako hybridni protein. Tyto hybridni

proteiny obsahuji signdlni peptid o délce 62 aminokyselin
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je odvozen od N-konce sekvence CuzZnSOD (11), pficemZ tomuto
signdlnimu peptidu pfedchdzi methioninovy aminokyselinovy
zbytek a na C-konci je nasledovadn argininovym aminokyseli-
novym zbytkem, ktery jej pfripojuje k ¥etézci B insulinu.
Ret&zec B je k feté&zci A insulinu pfipojen kratkym peptidem
retézce C, ktery obsahuje Lys-Arg nebo Arg. Dva cysteiny
ptivodné pfritomné v oblasti SOD byly nahrazeny serinovymi

zbytky.

A. Plazmid pBAST-R

Byla vytvofena série plazmidl na jejimZ konci je plaz-
mid pBAST-R, ktery byl poté, co jim byly transformovany
vhodné hostitelské bunky E. coli, schopny fidit expresi
hybridniho polypeptidu proinsulinu pouZitelného k produkci
lidského insulinu.

Struktura plazmidu pBAST-R, ktery kéduje hybridni po-
lypeptid “SOD-fetézec B insulinu-Lys—-Arg-fetezec A insuli-
nu”, je zobrazena na Obrazku 3; sekvence DNA a odpovidajici
aminokyselinovd sekvence jsou zobrazeny na Obrazku 6.

Plazmid pBAST-R ma& velikost pfibliZné& 4380 bp a obsahu-

je nasledujici ¢asti (proti sméru hodinovych rucicek):

1. Fragment DNA o velikosti 1521 p&rG b&zi zahrnujici ob-
last plazmidu pBR322 ohranienou restrikcénimi misty Aa-
tII-MscI, kterd obsahuje gen pro rezistenci vic¢i tetra-

cyklinu.

2. Fragment DNA o velikosti 1497 part béazi zahrnujici ob-
last plazmidu pBR322 ohranic¢enou restrikénimi misty
Scal-Haell, ktera obsahuje zkraceny gen pro rezistenci

vd¢i ampicilinu a po&atek replikace DNA.
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3. Fragment DNA o velikosti 930 pé&rl b&zi zahrnujici oblast
DNA bakterii E. coli ohranicenou restrikénimi misty
AvaII-NdeI, kter& obsahuje promotory deo P;P, a ribozo-

malni vazebné misto (RBS) (13).

4, Fragment DNA o velikosti 188 padru badzi zahrnujici oblast
lidské cDNA kédujici CuZnSOD ohranicenou restrikcénimi
misty NdeI-PpuMI. Cysteiny v pozicich 6 a 57 v maturova-
ném SOD byly nahrazeny, s vyuZitim mistné specifické mu-

tageneze oligonukleotidd (12), serinovymi zbytky.

5. Uméle pripraveny fragment DNA o velikosti 172 péara bazi
ohranic¢eny restrikénimi misty PpuMI-BamHI. Tato oblast
kéduje “Arg-retézec B insulinu-Lys-Arg-tfetézec A insuli-

”

nu

6. Uméle pripraveny polylinker o velikosti 36 part bazi ob-
sahujici mnozZstvi klonovacich mist a ohranieny re-

strikénimi misty BamHI a HindIITI.

7. Uméle pripraveny oligonukleotid o velikosti 44 parl bazi
obsahujici termindtor transkripce TrpA a ohraniceny re-

strikénimi misty HindIII a AatII (10).

Plazmid pBAST-R, ktery nese gen pro rezistenci vici te-
tracyklinu, a ktery kéduje hybridni polypeptid “SOD-retézec
B insulinu-Lys-Arg-fetézec A insulinu”, byl vnesen do bunék
E. coli kmene S®733 (cytRstrA) a 26. Cervence 1993 uloZen

v ATTC pod pristupovym Cislem 69362.
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B. Plamid pDBAST-LAT

Byla vytvofena jind série plazmidl na jejimZ konci je
plazmid pDBAST-LAT, ktery byl poté, co jim byly transformo-
vany vhodné hostitelské buriky E. coli, schopny fidit vyso-
kou hladinu exprese hybridniho polypeptidu proinsulinu pou-
Zitelného k produkci lidského insulinu.

Struktura plazmidu pDBAST-LAT, ktery kdéduje hybridni
polypeptid “SOD-fetézec B insulinu-Arg-fetezec A insulinu”,
je zobrazena na Obrazku 4; sekvence DNA a odpovidajici ami-
nokyselinovd sekvence jsou zobrazeny na Obrazku 7.

Plazmid pBAST~-R m& velikost pfibliZné 4377 bp a obsahu-

je nasledujici &&sti (proti sméru hodinovych rucicek):

1. Fragment DNA o velikosti 1521 part bazi zahrnujici ob-
last plazmidu pBR322 ohranicenou restrikénimi misty Aa-
tII-MscI, kterd obsahuje gen pro rezistenci vi&i tetra-

cyklinu.

2. Fragment DNA o velikosti 1497 paru bazi zahrnujici ob-
last plazmidu pBR322 ohranicenou restrikénimi misty
Scal-Haell, kterd obsahuje zkraceny gen pro rezistenci

vic¢i ampicilinu a pocCadtek replikace DNA.

3. Fragment DNA o velikosti 930 pard bazi zahrnujici oblast
DNA baktérii E. coli ohranienou restrikénimi misty
Avall-Ndel, kterd obsahuje promotory deo PP, a ribozo-

malni vazebné misto (RBS) (13).

4. Fragment DNA o velikosti 188 paru bazi zahrnujici oblast
lidské cDNA kédujici CuZnSOD ohranicenou restrik&nimi
misty NdeI-PpuMI. Cysteiny v pozicich 6 a 57 v maturova-

ném SOD byly nahrazeny, s vyuzitim mistné specifické mu-
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tageneze oligonukleotidd (12), serinovymi zbytky a obsah
par CG v tomto fragmentu byl, rovné&Z s vyuZitim mistné
specifické mutageneze oligonukleotidt (12), sniZen na

38%.

5. Umé&le ptripraveny fragment DNA o velikosti 169 part bazi
ohranideny restrik&nimi misty PpuMI-BamHI. Tato oblast

kéduje “Arg-teté&zec B insulinu-Arg-fetézec A insulinu”.

6. Um&le pripraveny polylinker o velikosti 36 parQ bazi ob-
sahujici mnoZstvi klonovacich mist a ohraniceny re-

strik&nimi misty BamHI a HindIII.

7. Uméle ptipraveny oligonukleotid o velikosti 44 péaru bazi
obsahujici termindtor transkripce TrpA a ohraniceny re-

strik&nimi misty HindIII a AatII (10).

Plazmid pDBAST-LAT, ktery nese gen pro rezistenci viaci
tetracyklinu, a ktery kdéduje hybridni polypeptid “SOD-
Yet&zec B insulinu-Arg-fetézec A insulinu”, byl vnesen do
bunék E. coli kmene S®733 (cytRstrA) a 26. Cervence 1993

uloZen v ATTC pod piistupovym Cislem 69361.

C. Plazmid pABAST-LAT

Byla vytvofena jind série plazmidd na jejimZz konci je
plazmid pABAST-LAT, ktery byl poté, co jim byly transformo-
vany geneticky upravené hostitelské butiky E. coli (nesouci
represor cI857), schopny fidit vysokou hladinu exprese hyb-
ridniho polypeptidu proinsulinu pouzZitelného k produkci

lidského insulinu.
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Struktura plazmidu pABAST-LAT, ktery kéduje hybridni
polypeptid “SOD-fetézec B insulinu-Arg-fetezec A insulinu”,
je zobrazena na Obrézku 5; sekvence DNA a odpovidajici ami-

nokyselinovad sekvence jsou zobrazeny na Obrazku 7.
Plazmid pABAST-LAT m& velikost pfibliZné& 3777 bp a ob-

sahuje nédsledujici c¢asti (proti sméru hodinovych rucicek):

1. Fragment DNA o velikosti 1521 part bé&zi zahrnujici ob-
last plazmidu pBR322 ohranic¢enou restrikénimi misty Aa-
tII-MscI, kterd obsahuje gen pro rezistenci vaci tetra-

cyklinu.

2. Fragment DNA o velikosti 1497 part bazi zahrnujici ob-
last plazmidu pBR322 ohranicenou restrikénimi misty
Scal-Haell, kteréd obsahuje zkraceny gen pro rezistenci

viac¢i ampicilinu a pocCatek replikace DNA.

3. Fragment DNA o velikosti 330 para bazi zahrnujici oblast
plazmidu pSODal3 (14) ohranienou restrikénimi misty Ba-

mHI-EcoRI, kterd obsahuje promotor AP, a fragment o ve-
likosti 30 part bazi obsahujici ribozom&lni vazebné mis-

to (RBS) ohraniceny restrikénimi misty AvrII-NdelI.

4, Fragment DNA o velikosti 188 pa&ra bézi zahrnujici oblast
lidské cDNA kédujici CuZnSOD ohranicenou restrikénimi
misty NdeI-PpuMI. Cysteiny v pozicich 6 a 57 v maturova-
ném SOD byly nahrazeny, s vyuZitim mistné specifické mu-
tageneze oligonukleotidd (12), serinovymi zbytky a obsah
part CG v tomto fragmentu byl, rovnéZ s vyuzZitim mistné
specifické mutageneze oligonukleotidd (12), sniZen na

38%.
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5. Uméle ptripraveny fragment DNA o velikosti 169 part bazi
ohranic¢eny restrikénimi misty PpuMI-BamHI. Tato oblast

kéduje “Arg-retézec B insulinu-Arg-fetézec A insulinu”.

6. Uméle pripraveny polylinker o velikosti 36 part bazi ob-
sahujici mnoZstvi klonovacich mist a ohranieny re-

strikénimi misty BamHI a HindIII.

7. Uméle pfipraveny oligonukleotid o velikosti 44 part bazi
obsahujici termindtor transkripce TrpA a ohraniceny re-

strikénimi misty HindIII a AatII (10).

Plazmid pABAST-LAT, ktery nese gen pro rezistenci vaci
tetracyklinu, a ktery kéduje hybridni polypeptid “SOD-
fetézec B insulinu-Arg-fetézec A insulinu” pod kontrolou
promotoru APy, byl vnesen do bunék E. ccli kmene 4300 (F-,

bio, cI®’) a 26. &ervence 1993 uloZen v ATTC pod pfistupo-

vym ¢islem 69363.

Bakteridlni bufiky byly mnoZeny p#i 30°C. Produkce hyb-
ridnich polypeptida byla indukovéna zvySenim teploty na

42°C.

Priklad 2
Fermentace, podminky rGstu a purifikace hybridnich po-

lypeptidl proinsulinu.

I. Zasobni kultury

Zasobni kultura bunék E. coli kmene S®733 nesouci
plazmid pDBAST-LAT (nebo pBAST-R) byla péstovana v kaseino-
vém médiu (20 g/litr hydrolyzéatu kaseinu, 10 g/litr kvas-
ni¢ného hydrolyzatu a 5 g/litr NaCl) doplnéném tetracykli-
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nem (10 mg/litr). Bunééné kultury byly nasledné dvakrat

z¥edény zamraZovacim médiem a skladovany pf¥i -80°C.

Zamrazovaci médium:

K,HPOq 6,3 gramua
KH,PO4 1,8 gramt
citronan sodny 0,45 grama
MgSQ4. 7H,0 0,09 grama
(NHgq) 2S04 0,9 grami
glycerol 44 grami
celkovy objem 500 ml

II. Inckulum (kultura pro zaockovani)

Kultura pro zaoc¢kovani byla pomnoZena v médiu pro pro-
dukci peptidtd (viz. dé&le). Sterilni médium umisténé v kul-
tivaénich lahvich bylo zaolkovano ze zasobni kultury a in-
kubovédno po dobu 15 hodin na tfepalce p¥i 37°C a rychlosti
t¥epadni priblizZné 200 ot./min. Bylo-1li to zapotfebi, byly
nadsledujici féze kultivace bunék provadény za stalého tfe-
pani ve provzdud3nénych fermentorech. Pomoci 2 aZ 10% kultu-
ry z kultivaé&nich lahvi bylo inokulovédno sterilni médium a
takto inokulované médium bylo za stdlého t¥epani a privodu
vzduchu (aby byla udrZovdna hladina rozpuSténého kysliku
nad 20% nasyceni vzduchem) inkubovano po dobu 15 hodin p¥i

37°C p¥i pH 7%0,5.

11I. Produkce peptidd (exprese)

Médium pro produkci peptidl:

K,HPO, 8 g/litr
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KH,POy4
citronan sodny
NH,C1

K»S0q4

FeS04. 7H20
MgS0y. 7H,0
CaCl,.2H0

roztok stopovych prvkl

tetracyklin
glukéza
glycerol

2 g/litr
2 g/litr
3 g/litr
0,6 g/litr
0,04 g/litr
0,4 gramu

0,02 g/litr

3 ml/litr
0,01 g/litr
2 g/litr

1 ml/litr

Roztok stopovych prvkl:

MnSQO4. H20
ZnS04. TH,0
CoCl,.7H,0
NasMo0,.2H,0
CaCl,.2H,0
CuS04. 5H,0
H3BO;

HC1l (32%)

1 g/litr
2,78 g/litr
2 g/litr
2 g/litr
3 g/litr
1,85 g/litr
0,5 g/litr
100 ml/litr

Médium pro produkci polypeptidl bylo zaockovano pomoci

0,5 aZ 10% kultury pro inokulaci a inkubovano p¥i 37°C.

Rychlost tfepdni a rychlost pf¥fisunu vzduchu byly nastaveny

tak, aby byla udrZovana hladina rozpus$téného kysliku na

hodnoté 20% nasyceni vzduchem. pH bylo udrZovano pomoci NHj;

na hodnoté 7x0,2.

K médiu byly,

za Uucelem dodé&ni energetického zdroje a

zdroje uhliku, pfidany sterilni roztoky glukézy (50% roz-

tok) a glycerolu

(30% roztok).

Jakmile dosédhla koncentrace
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buné&k hodnoty ODgso=25, byly do média pridany sterilni roz-
toky glukdézy (10% roztok) a glycerolu (30% roztok) a rust
pokracoval dalSich pribliZné 5 hodin, aZ koncentrace bunék
dosédhla pribliZné hodnoty ODgg=60. Kultura byla nasledné
ochlazena a bunky byly oddéleny centrifugaci. Fermentace
bunék E. coli za pritomnosti bud glukdzy, glycerolu nebo
galaktdzy nebo jejich smési jako zdroje uhliku, usnadiovala

expresi hybridnich polypeptidd SOD-proinsulin.

1v. Purifikace

Hybridni polypeptidy SOD-proinsulin exprimované z plaz-
midd pBAST-R a pDBAST-LAT se hromadily v intraceluldrnim
precipitdtu (srazZeniné), odkud byly izolovany n&sledujicim
postupem: bakteridlni peleta o hmotnosti 1 gram (hmotnost
pfed vysu3enim) byla rozsuspendovdna v 10 ml pufru obsahu-
jicim 50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8, a vznikla suspenze
byla na 2 hodiny p¥i 37°C vystavena pusobeni lysozymu
(Merck, 2500 jednotek/ml). NAsledné& byla smé&s sonikovana a
byl do ni pfidén Nonidet-P-40 (Sigma) nebo Triton-X100 na
vyslednou koncentraci 2% a smés byla michdna pfi pokojové
teploté po dobu 2 hodin. Precipitat byl izolovan centrifu-
gaci a promyt vodou.

Hybridni polypeptidy byly, s vyuzZitim chromatografie na
anexu, purifikovédny témé&¥ do homogenity nésledovné. Preci-
pitat byl rozpustén v pufru o sloZeni 8M moCovina, 20 mM
Tris-HC1l, 200 mM P-merkaptoethanol, pH 8,2. Vznikly roztok
byl vyCefen centrifugaci a nanesen na kolonu Fast-Flow s

DEAE-Sepharézou (Pharmacia LKB) pfedem ekvilibrovanou v
pufru o sloZeni 8M moCovina, 20 mM Tris-HCl, 20 mM B-
merkaptoethanol, pH 8,2. Materidl protekly kolonou byl za-
chycen a hybridni protein byl vysrdZen pomoci (NHy),SO; p¥i

40% saturaci (nasyceni) nebo zakoncentrovan ultrafiltraci
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na membrané 10K, Poté nasledovala diafiltrace proti roztoku
100 mM glycin-HCl, pH 3,1.

V jiném postupu byl hybridni polypeptid SOD-proinsulin
exprimovany z plazmidu pBAST-R purifikovan témé€f¥ do homoge-
nity rozpus$ténim v pufru o sloZeni 8M mocovina, 20 mM di-
thiothreitol, 50 mM octan sodny, pH 5 a nédslednou ultrafil-
traci pres membrany 100 kD a 50 kD (Filtron). Tento hybrid-
ni polypeptid byl zakoncentrovidn na membrané 10 kD a vysra-

Zzen pomoci (NH4),SO4 pfi 40% saturaci.

Priklad 3
“Sbaleni” a enzymatické Stépeni hybridnich polypeptidl

SOD-proinsulin

Hybridni polypeptidy proinsulinu, ziskané vysrazZenim
pomoci (NHg4),SO4 nebo ultrafiltraci (P¥iklad 2), byly roz-
pustény v pufru o sloZeni 8M moCovina, 5 mM HCl a zfedény
do pufru obsahujiciho 100 mM glycin, pH 8,5 aZ 12,0 tak,
aby vyslednd koncentrace polypeptidd byla p¥ibliZné 1
mg/ml.

A. Aby bylo umoZnéno vytvo¥eni “sprévnych” disulfidovych
vazeb, probihalo “sbaleni” hybridniho polypeptidu SOD-
proinsulin, exprimovaného z plazmidu pBAST-R, pt¥i teplo-
t& pfibliZné 4 aZ 37°C po dobu 1 aZ 24 hodin.
pH roztoku obsahujiciho “sbaleny” hybridni polypeptid se
spravné vytvorenymi disulfidovymi vazbami bylo pomoci
HCl upraveno na hodnotu p¥ibliZné 8,8 aZz 9,0 a protein
byl pfi 16 aZ 37°C po dobu 30 aZ 120 minut vystaven pt-
sobeni trypsinu a karboxypeptidazy B.

Po provedeni velkého mnoZstvi experimentl bylo zjisténo,
ze optimdlni podminky jsou nasledujici: hybridni po-

lypeptid exprimovany z plazmidu pBAST-R byl rozpudtén v
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pufru o sloZeni 8M mocCovina, 5 mM HCl a zfedén do pufru
obsahujiciho 100 mM glycin o pH 11 (Obrazek 8) tak, aby
vyslednd koncentrace polypeptidd byla p¥ibliZné 1 mg/ml.
Ndsledovalo “sbalovani” hybridniho polypeptidu p#i 25°C
po dobu 6 aZ 16 hodin a poté byl “sbaleny” hybridni po-
lypeptid se spravné vytvorenymi disulfidovymi vazbami
pfi 37°C po dobu 30 aZ 60 minut 3tépen trypsinem (1:500
w/w) a karboxypeptiddzou B (1:200 w/w).

Vznik insulinu ze “sbaleného” hybridniho polypeptidu, se
spravné vytvorenymi disulfidovymi vazbami, exprimovaného
z plazmidu pBAST-R enzymatickym Stépenim je schematicky

zndzornén na Obréazku 1.

. Aby bylo umoZnéno vytvofreni “spravnych” disulfidovych

vazeb, probihalo “sbaleni” hybridniho polypeptidu SOD-
proinsulin, exprimovaného z plazmidu pDBAST-LAT, pfi
teploté& p¥ibliZné& 7 aZ 31°C po dobu 5 aZ 30 hodin.

pH roztoku obsahujiciho “sbaleny” hybridni polypeptid se
spravné vytvorenymi disulfidovymi vazbami bylo pomoci
HC1l upraveno na hodnotu pfibliZné 8,8 az 9,0 a protein
byl p#i 22 aZ 37°C po dobu 30 minut aZ 16 hodin vystaven
plsobeni trypsinu a karboxypeptidazy B.

Po provedeni velkého mnoZstvi experimentl bylo zjisténo,
Ze optimdlni podminky jsou nédsledujici: hybridni po-
lypeptid exprimovany z plazmidu pBAST-R byl rozpu$tén v
pufru o sloZeni 8M moc¢ovina, 5 mM HCl a zfedén do pufru
obsahujiciho 100 mM glycin o pH 11,0 aZ 11,25 (Obrazek
8) tak, aby vyslednd koncentrace polypeptidl byla pfi-
bliZzné 1 mg/ml. Nasledovalo “sbalovani” hybridniho po-
lypeptidu p#i 25°C po dobu 5 hodin a poté byl “sbaleny”
hybridni polypeptid se spravné vytvofenymi disulfidovymi
vazbami p¥i 25°C po dobu 16 hodin $tépen trypsinem

(1:15000 w/w) a karboxypeptidazou B (1:10000 w/w).
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Vznik insulinu ze “sbaleného” hybridniho polypeptidu, se
spravné vytvofenymi disulfidovymi vazbami, exprimovaného
z plazmidu pDBAST-LAT enzymatickym S$tépenim je schema-

ticky znédzornén na Obréazku 2.

Priklady specifickych podminek pro vyse zminéné postupy
A. a B. jsou detailné popséany v Popisu obrazkd na Vykre-

sech, Obrézky 8 az 14.

Priklad 4
Proteinovad analyza a purifikace lidského insulinu pro-
dukovaného z hybridniho polypeptidu SOD-proinsulin exprimo-

vaného z plazmidu pBAST-R

Tvorba lidského insulinu z hybridniho polypeptidu SOD-
proinsulin exprimovaného z plazmidu pBAST-R byla analyzova-
na radioimunostanovenim (RIA) a HPLC na obracené fazi (RP-
HPLC) za pouziti komeré&né dodavaného lidského insulinu jako
standardu (Calbiochem). Teoreticky vytéZek rekombinatniho
lidského insulinu, jak byl vypoc¢itdn z aminokyselinové sek-
vence hybridniho polypeptidu proinsulinu, je 45,6%. Z Ob-
razku 8 je zfejmé&, Ze optimdlni pH pro spravné “sbaleni” je
11. P¥i této hodnoté pH odpovidd mnoZstvi vytvofeného insu-
linu pf¥ibliZné 80% teoretického vytéZku (ktery odpovida
pfibliZné& 40% hybridniho polypeptidu na pocatku). Lidsky
insulin produkovany z hybridniho polypeptidu proinsulinu
exXprimovaného z plazmidu pBAST-R byl detekovén pomoci RP-
HPLC. Byla pouZita kolona Vydac 218TP54 o rozmérech 250 x
4,6 mm (vnit¥ni primér, separaéni kolona), 5 pm, velikost
péri 30 nm a mé€feni probihalo pri pokojové teploté& p¥i prua-
toku 1 ml/min. Jako eluant A byla pouZita 0,1% kyselina
trifluoroctova (TFA) v H;O a jako eluant B byla pouZita

0,08% kyselina trifluoroctovd v acetonitrilu. Kolona byla
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po dobu 5 minut promyvéna ekvilibra¢nim pufrem (25% eluant
B) a poté, v intervalu 37,5 minut, nédsledovalo promyvani
gradientem eluantu B v rozmezi 25 aZ 50% objemu. Absorbance
byla sledovana pfi vlnovych délkdch 220 nm a 280 nm. Analy-
za lidského insulinu, kterd byla pomoci vysokoU&inné kapa-
linové chromatografie s kolonou s obracenou fazi provadéna
po enzymatickém Stépeni “sbaleného” hybridniho polypeptidu
se spravné vytvorenymi disulfidovymi vazbami, odhalila
hlavni pik s retenénim casem odpovidajicim reten&nimu &asu
standardniho lidského insulinu.

Byly pfipraveny dvé malé SarZe lidského insulinu s vy-
tézky 13 mg. Lidsky insulin byl purifikovadn z roztoku vy-
staveného plUsobeni enzymd (pH 9) s vyuZitim ultrafiltrace
pfes membrany 3K nebo 5K (Filtron) nésledované chromatogra-
fii na sloupci CM-Sephardézy (citratovy pufr, pH 3). Hlavni
frakce byly odsoleny, lyofilizovany a byla v nich uréena
aminokyselinova analyza a N-koncovd aminokyselinova sekven-
ce. Aminokyselinové sloZeni obou vzorkl rekombinantniho
lidského insulinu bylo v podstaté identické s p¥irozené& se
vyskytujicim lidskym insulinem (Tabulka 1, vzorek 1). Sek-
vence 5 aminokyselin na N-konci vzork® insulinu byla stano-
vena Edmanovym odbouravénim. Tyto sekvence se ukdzaly byt
identické s N-konci jak fetézce A, tak Fet&zce B lidského
insulinu, coZ potvrdilo autenticitu produktu pfipraveného
in vitro.

Vysledky sekvenace nicméné rovnéZ? ukdzaly pritomnost
argininového zbytku na prvni pozici a tento se vyskytoval u
pfibliZné 25% molekul (nevyskytuje se u “standardniho” lid-
ského insulinu). Tento vysledek odpovidd 3té&peni trypsinem
mezi argininem a lysinem uvnit¥ spojovaci sekvence Lys-Arg,
které zanechd argininovy zbytek na N-konci #eté&zce A.

Bylo zjisténo, Ze specifické hydrolyzy za argininem

(tzn. na strané bliZe k C-konci molekuly) pomoci trypsinu
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muZe byt dosaZeno provaddénim hydrolyzacni reakce v roztoku
o pH 11. Pfi takto zvy3eném pH je vétSina e-aminovych sku-
pin lysinu nenabitd (pK = 10,3), a tudiZ je umoZné&no selek-
tivni Stépeni. Po 3tépeni trypsinem p¥i pH 11 (Tabulka 1,
vzorek 2), nésledovaném Stépenim karboxypeptiddzou B v roz-
toku o pH 8,5, byly ziskdny dvé SarZe purifikovaného insu-
linu s vyté&Zky 1 mg a 6,5 mg. Sekvenovani N-konce polypep-
tidu odhalilo, Ze mnoZstvi insulinu obsahujici nadbytedény

arginin bylo sniZeno na pt¥ibliZné 5% z celkového mnoZstvi.

Tabulka 1

Aminokyselinové sloZeni rekombinantniho lidského insulinu

PoCet aminokyselinovych zbytkl
Aminokyseli Teoreticky Standardni |Vzorek [Vzorek

ny insulin 1 2

Asx 3 3,20 3,38 3,26
Thr 3 2,98 2,83 2,68
Ser 3 2,84 2,53 2,77
Glx 7 7,15 7,73 7,23
Pro 1 1,28 1,13 1,09
Gly 4 4,24 4,39 4,25
Ala 1 1,00 1,28 1,04
Cys 6 5,88 5,11 5,79
Val 4 3,82 4,58 3,88
Ile 2 2,04 1,96 1,96
Leu 6 5,87 6,10 5,99
Tyr 4 3,80 3,80 3,87
Phe 3 3,15 3,56 3,03
His 2 2,04 2,05 2,08
Lys 1 1,01 1,05 1,02
Arg 1 0,96 1,30 1,18
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Data ve sloupcich Vzorek 1 a Vzorek 2 znazorfuji amino-
kyselinové sloZeni rekombinantniho lidského insulinu ziska-
ného z hybridniho polypeptidu proinsulinu exprimovaného z
plazmidu pBAST-R. Sté&peni trypsinem probihalo bud v pH 9
(vzorek 1) nebo v pH 11 (vzorek 2).

Aminokyselinovd analyza byla provedena po oxidaci
(provadéna kyselinou peroxomraven¢i) a hydrolyze purifiko-

vanych vzorkd insulinu provadéné v plynné fazi.

Priklad 5
Peptidova analyza purifikovaného lidského insulinu zis-
kaného z hybridniho polypeptidu SOD-proinsulin exprimované-

ho z plazmidu pBAST-R

U purifikovaného insulinu ziskaného postupem popsanym v
pfedchozich Pfikladech byla provedena peptidova analyza s
vyuzitim endoproteindzy Glu-C (Sigma), kterd hydrolyzuje
peptidové vazby za (tj. smérem k C-konci) glutamatovymi
aminokyselinovymi zbytky.

Podrobnéjsi popis: vzorky insulinu (100 npg) ziskané
Stépenim “sbaleného” hybridniho polypeptidu proinsulinu,
exprimovaného z plazmidu pBAST-R, byly po dobu 6 hodin p#i
teploté& 37°C &tépeny pésobenim 5 pg Glu-C v roztoku o obje-
mu 100 pl o sloZeni 0,1M Tris-HCl, pH 7,8. Analyza pomoci
HPLC byla provedena tak, Ze vzorky komer&né& dostupného
(kontrolniho) insulinu a insulinu ziskaného 3té&penim
“sbaleného” hybridniho polypeptidu proinsulinu, exprimova-
ného z plazmidu pBAST-R, byly okyseleny na hodnotu pH pti-
bliZzné 3 a rozdé&leny pomoci RP-HPLC. Byla pouZita kolona
Vydac 218TP54 o rozmérech 250 x 4,6 mm (vnit#ni pramér, se-
para¢ni kolona), 5 pm, velikost pérd@ 30 nm. Kolona byla

ekvilibrovana pufrem o sloZeni 50 mM fosforednan tetrame-
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thylamonia, 162 mM NaClO4, pH 3 obsahujicim 31,5% (v/v)
acetonitrilu. Pfi eluci byl pouZit linedrni gradient 35 aZ
45% acetonitrilu po dobu 75 minut p#i prGtoku 1 ml/minuta.
Absorbance byla sledovédna pfi vlnové délce 220 nm.

V souladu s kontrolni reakci vznikly vS8echny oCekavané
peptidy, i kdyZ za pikem odpovidajicim jednomu z fragmentt
byla pozorovana oblast, kterd pravdépodobné& odpovidad mole-
kule des-Thr (Bsp) podobné insulinu (15).

Pfiklady 4 a 5 naznacuji, Ze rekombinantni polypeptid
exprimovany z plazmidu pBAST-R obsahuje sekvenci p¥irozené
se vyskytujiciho lidského insulinu. Mensi Cast produkce ex-
primovanych proteinl zahrnuje formy molekul podobnych insu-
linu jako napfiklad Arg (Ro), desamino- nebo des-Thr (Bsig).
Tyto neZadouci vedlej3i produkty mohou byt odstran&ny chro-
matografickymi postupy, jako napfriklad RP-HPLC, jak jsou

popsany vySe.

Priklad 6
Proteinova analyza a purifikace lidského insulinu pro-
dukovaného z hybridniho polypeptidu SOD-proinsulin exprimo-

vaného z plazmidu pDBAST-LAT

Aby bylo mozZné vyhnout se vzniku vedlej3iho produktu
Arg (Ao) insulinu (Pfriklady 4 a 5), byl expresivni plazmid
PBAST-R modifikovan tak, aby obsahoval DNA kédujici v hyb-
ridnim polypeptidu proinsulinu mezi F¥eté&zci A a B pouze pro
argininovy zbytek a ne dvojici Lys-Arg, nachdzejici se mezi
fetézci A a B v hybridnim polypeptidu proinsulinu exprimo-
vaném z plazmidu pBAST-R. Vysledkem jsou expresivni plazmi-
dy pDBAST-LAT (P¥iklad 1B) a pABAST-LAT (P¥iklad 1C).

Po “sbaleni” a enzymatickém plUsobeni trypsinem a CPB na
“sbaleny” hybridni polypeptid proinsulinu se spravné& vytvo-

fenymi disulfidovymi mistky, exprimovany z nového expresiv-
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niho plazmidu pDBAST-LAT, bylo dosaZeno G&inné tvorby insu-
linu. P¥itomnost kontaminujicich latek podobnych insulinu
byla nevyznamnd (Obrazek 9). K optimalnimu “sbaleni” do3lo
pfi pH 11,25 (Obrazek 10) a spravné “sbaleni” bylo podstat-
né urychleno pritomnosti p#ibliZné& 2 moll kyseliny askorbo-
vé na jeden mol SH skupin v reak&ni smé&si (Obréazek 11).

V sérii reakci, za jinak optimalnich podminek pro
spravné “sbaleni”, byl stanovovadn vliv koncentrace proteint
na vytéZek insulinu ziskaného z hybridniho polypeptidu pro-
insulinu. Optimdlni vyt&Zky byly ziskdny v podminkach, kdy
koncentrace proteinu nepfesdhla 1,5 mg/ml (Obrazek 13).

Insulin byl purifikovAn chromatografii na kolon& DEAE-
Sephardézy a naslednou RP-HPLC (jak je popséno na Obrazku
9). Jak je zfejmé z Obrazku 12, ziskany rekombinantni lid-
sky insulin byl eluovén ve stejném retendnim Sase jako
standardni (komerc¢né dostupny) lidsky insulin. Aminokyseli-
nové slozeni vzorku purifikovaného rekombinantniho lidského
insulinu je totoZné s aminokyselinovym sloZenim standardni-
ho insulinu (Tabulka 2, rekombinantni insulin).

Vsimnéte si, Ze Tabulka 2 ukazuje, Ze insulin ziskany z
hybridniho polypeptidu proinsulinu exprimovaného z plazmidu
PDBAST-LAT neobsahuje pfebyteény argininovy zbytek pripoje-
ny k fetézci A insulinu (Arg(Ao)insulin) popsany v P¥ikladu
4. Plazmid pDBAST-LAT je tedy vyhodn&j$i pro produkci insu-
linu a upfednostfiovand sekvence kédujici hybridni polypep-

tid proinsulinu je sekvence zobrazenad na Obrazku 7.
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Tabulka 2

Aminokyselinové sloZeni rekombinantniho lidského insu-

linu
PoCet aminokyselinovych zbytku
Aminokyseliny | Teoreticky Standardni insulin | Rekombinantni
insulin
Asx 3 3,20 3,32
Thr 3 2,98 2,73
Ser 3 2,84 2,71
Glx 7 7,15 7,41
Pro 1 1,28 1,02
Gly 4 4,24 4,46
Ala 1 1,00 1,09
Cys 6 5,88 5,28
Val 4 3,82 4,00
Ile 2 2,04 1,91
Leu 6 5,87 6,34
Tyr 4 3,80 3,64
Phe 3 3,15 3,06
His 2 2,04 2,18
Lys 1 1,01 1,02
Arg 1 0,96 1,07

V tabulce je zobrazeno aminokyselinové sloZeni standar-

niho lidského insulinu a rekombinantniho insulinu ziskaného

z hybridniho polypeptidu proinsulinu exprimovaného z plaz-

midu pDBAST-~LAT.

Aminokyselinova analyza byla provedena po oxidaci

(provadéna kyselinou peroxomravendi)

vanych vzorkl insulinu provadé&né v plynné fazi.
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Priklad 7
Produkce lidského insulinu z hybridniho polypeptidu
proinsulinu exprimovaného z plazmidu pDBAST-LAT ze surového

intraceluldrniho precipitétu

S vyuzitim surového intraceluldrniho precipitatu byl
uskutecnén vylepSeny zpusob “sbaleni” a enzymatické premény
hybridniho polypeptidu proinsulinu na insulin. P¥i tomto
postupu byl vypuStén polate&ni krok purifikace popsany v
Pfikladu 2, oddil IV. Vysledkem enzymatického 3té&peni
“sbaleného” hybridniho polypeptidu proinsulinu (s vytvofe-
nymi disulfidickymi vazbami) pomoci trypsinu a karboxypep-
tidazy B (Obrazek 14 a Tabulka 3) byl vznik insulinu. Vy-
tézky insulinu byly spo¢itdny jako procento z podated&ni
koncentrace proteinu (Azg), kterd byla stanovena pri roz-
pousSténi precipitdtu v roztoku o pH 12 (Obrazek 14). Bylo
prokazano, Ze “sbaleni” hybridniho polypeptidu SOD-
proinsulin ze surového intraceluldrniho precipitdtu je op-
timdlni v Case pribliZné 4,5 hodin od po&atku experimentu
(Obrazek 14).

V Tabulce 3 je shrnuta ¢&ste&nd purifikace insulinu z
hybridniho polypeptidu proinsulinu, exprimovaného z plazmi-
du pBAST-LAT, z intraceluldrniho precipitdtu p#ipraveného z
jednoho litru buné&éné kultury s ODgg = 45. Rozpusténi a
“sbalovani” bylo provddéno postupem popsanym pro Obréazek
14. V Case 4,5 hodin po rozpusténi bylo pH roztoku obsahu-
jiciho “sbaleny” hybridni polypeptid proinsulinu s vytvore-
nymi disulfidickymi vazbami upraveno pomoci koncentrované
kyseliny chlorovodikové na hodnotu 8,8. K tomuto roztoku
byl pfiddn ZnCl, (na vyslednou koncentraci 50 pM) , karboxy-
peptidaza B (1:4000 w/w) a trypsin (1:6000 w/w). Stépeni
probihalo p#¥i 37°C po dobu 3 hodin a bylo ukonéeno pfidav-
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kem fenylmethylsulfonyl fluoridu (PMSF) na vyslednou kon-
centraci 0,5 mM. Analyza provaddé&nad metodou HPLC (popsanou v
popisu pro Obrazek 9) ukdzala, Ze vyt&Zek insulinu je 169
mg. Insulin byl purifikovan chromatografii na anexu a na-
slednou chromatografii na hydrofobnim nosi&i. Roztok s in-
sulinem (ziskany enzymatickym Zté&penim hybridniho polypep-
tidu proinsulinu) byl aplikovan na kolonu (Fast-Flow) DEAE-
Sepharézy (Pharmacia) predem ekvilibrovanou v pufru o slo-
Zeni 20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 8, v mnoZstvi 50 jed-
notek Azg na jeden mililitr nosicde. Navazany materidl byl
promyt pufrem o sloZeni 20 mM Tris-HCl, 10 mM NaCl, pH 8 a
insulin byl eluovan pufrem o stejném sloZeni, ktery ale ob-
sahoval NaCl o koncentraci 250 mM. Spojené frakce obsahuji-
ci insulin reprezentovaly 20% z celkového mnoZstvi nanese-
nych proteintd a jejich &istota byla 37,1%. Ke spojenym
frakcim po chromatografii na DEAE-Sepharéze byl pfidan si-
ran amonny (na vyslenou koncentraci 410 mM) a tento roztok
byl aplikovan na kolonu (Fast-Flow) Phenyl-Sephardzy
(Pharmacia) pfedem ekvilibrovanou v pufru o sloZeni 20 mM
Tris-HCl, 540 mM siran amonny, v mnoZstvi p¥ibliZné& 12 jed-
notek Azgo na jeden mililitr nosice. Navadzany materidl byl
promyt ekvilibra&nim pufrem a insulin byl eluovan pufrem o
sloZeni 20 mM Tris-HCl, 540 mM siran amonny, pH 8. Frakce
obsahujici insulin reprezentovaly 42,3% z celkového mnos-
stvi naneseného proteinu a jejich &istota byla 74,1%. vy~
sledkem zminé&né &&steéné purifikace bylo 120 mg insulinu
(totoZného se standardnim insulinem), coZ odpovida vyt&zku
insulinu 5,16%. MaZe byt rovn&Z provedena dalsi purifikace
s vyuzitim metod v soulasnosti znamych, jakymi jsou napfi-

klad gelova filtrace, RP-HPLC a krystalizace (17).
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Tabulka 3

Purifikace rekombinantniho lidského insulinu, ziskaného
z hybridniho polypeptidu proinsulinu, exprimovaného z plaz-
midu pDBAST-LAT, rozpudté&nim surového intracelularniho pre-
cipitatu, “sbalenim” a enzymatickym 3té&penim trypsinem a

karboxypeptiddzou B.

Purifikac¢ni krok Asgp minimédlni mnoZstvi Cistota (v
insulinu (v mg) sta-

novované pomoci HPLC

%

)

Rozpusténi preci-

pitatu 2326 - -

Pridavek dfevé&ného

uhli 1915 - -

“Sbaleni” a enzy-

matické 3tépeni 1915 169 8,8

Spojené frakce po
chromatografii na 383 142 37,1
DEAE-Sepharéze

Spojené frakce po
chromatografii na 162 120 74,1

Phenyl-Sepharéze

Sloupec Azgy reprezentuje celkovou absorbanci p¥i vlnové
délce 280 nm pri kaZdém purifikad&nim kroku. P#itomnost in-
sulinu byla stanovovéna analyzou pomoci HPLC (s vyuZitim
standardniho insulinu) popsanou v popisu Obrdzku 9 a odpo-

vida hlavnimu piku standardniho insulinu.
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1.

PATENTOVE NAROKY

Zpusob produkce insulinu, ktery zahrnuje:

a) “spravné sbaleni” (folding) hybridniho polypeptidu ob-
sahujiciho proinsulin v podmink&ch, které umozZnuji vy-

tvofeni pfislusSnych (“spravnych”) disulfidickych vazeb;

b) vystaveni sbaleného hybridniho polypeptidu obsahujici-
ho “spravné” disulfidové vazby plUsobeni enzymd jejichz

plsobenim dojde k vytvofeni insulinu;

c) purifikaci insulinu.

Zplisob podle ndroku 1 vyznaduijici s e
t im, Z e krok (a) didle zahrnuje inkubaci hybridniho
polypeptidu p¥i p¥ibliZné& 4 aZ 37°C po dobu 1 aZ 30 ho-

din v roztoku o pH priblizZné 8,5 az 12,0.

Zpusob podle naroku 2 vy znadcuijici s e
t im, Z e inkubace probihd za pfitomnosti kyseliny as-

korbové.

Zplsob podle ndroku 2 vyznadcuijici S e

tim Ze pHje v rozmezi 11,0 aZ 11,25.

Zplsob podle ndroku 3 vy znaduijici s e

t im Z e pH je v rozmezi 11,0 aZ 11,25.
Zpisob podle ndroku 3 vy znaduijici s e

t im, Z e koncentrace kyseliny askorbové je pribliZné&

2 moly na jeden mol skupin SH p¥itomnych ve smé&si, ve
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které dochazi ke “sbaleni” polypeptidu.

7. Zplsob podle ndroku 2 vyznacuijici s e

t im Z e doba inkubace je priblizZné 5 hodin.

8. ZplUusob podle ndroku 3 vyznadc¢uijici s e

t im, Z e doba inkubace je pribliZné 5 hodin.

9. ZplUsob podle ndroku 1 vyznadc¢uijici S e

t im, Z e krok (b) didle zahrnuje:

(i) upraveni pH roztoku na hodnotu pribliZné 8,8 az
9,0; a
(ii) Stépeni hybridniho polypeptidu plisobenim trypsinu

a karboxypeptidazy B pfi teploté& 16 aZ 37°C po dobu v

rozmezi 30 minut aZz 16 hodin.

10. ZplUsob podle ndroku 1 vy znadcuijici s e
t im, Z e krok (c) dédle zahrnuje purifikaci s vyuzZitim
chromatografie na DEAE-Sepharéze a RP-HPLC (HPLC s vyu-

Zitim kolony s reverzni fazi).

11. Zplisob podle ndroku l vy znacdcuijici s e
t im, Z e krok (c) didle zahrnuje purifikaci s vyuZitim

ultrafiltrace a chromatografie na CM-Sepharéze.

12. Zplsob podle ndroku 1 vyznadcuijici s e
t im Z e krok (c) didle zahrnuje purifikaci s vyuZitim
chromatografie na DEAE-Sephardze a chromatografie na

Phenyl-Sepharodze.
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13.

14.

15.

le.

17.

18.

19.

Zplisob podle ndroku 1 vyznacuijici s e
t im, 2 e hybridni polypeptid proinsulinu je exprimo-
van z plazmidu pDBAST-LAT uloZeného v ATCC pod pfistupo-
vym Cislem 69361.

Zptisob podle ndroku 1 vy znadcuijici s e
t i m, Z e hybridni polypeptid proinsulinu je exprimovan
z plazmidu pABAST-LAT uloZeného v ATCC pod pristupovym
¢islem 69363.

Zptisob podle ndroku 1 vy znac¢uijici s e
t im Z e hybridni polypeptid proinsulinu je exprimo-
van z plazmidu pBAST-R uloZeného v ATCC pod pristupovym
¢islem 69362.

Zpusob podle ndroku 1 vy znadc¢cuijici s e
t im, Z e hybridni polypeptid v kroku (a) je ziskén
pasobenim na bakteridlni buiiky obsahujici DNA kédujici
hybridni polypeptid, pficemZ toto plsobeni vede k expre-

si zminéné DNA.

Zpusob podle ndroku 16 vy znacuijici s e
t im Z e hybridni polypeptid je ziska&n ze zminénych

bunék.

Zpusob podle ndroku 16 vy znacuijilci s e
t im, Z e pusobeni zahrnuje fermentaci v p¥itomnosti

glukdézy, glycerolu nebo galaktédzy.
Zplisob podle ndroku 17 vy znacdcuijici s e

t im, Z e proces ziskdni hybridniho polypeptidu zahr-

nuje:
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20.

21.

22.

(1) rozruSeni bunécné stény bakteridlnich bunék nebo

jejich ¢asti, jehoz vysledkem je vznik lyzéatu;

(1i) oddéleni intraceluldrniho precipitdtu od lyzéatu

pomoci centrifugace; a

(1ii) solubilizaci precipitétu.

Polypeptid zahrnujici proinsulin a signdlni polypeptid
pfipojeni k N-konci proinsulinu, kde zminény polypeptid
je spravné “sbalen” a obsahuje odpovidajici (“spravné”)

disulfidické vazby.

Polypeptid podle naroku 20, kde signalni peptid je od-

vozen od N-koncové oblasti CuZnSOD.

Polypeptid podle naroku 21, kde signalni peptid zahr-
nuje 62 aminokyselin, kterym predchédzi aminokyselina me-
thionin, a po kterych nasleduje argininovy aminokyseli-

novy zbytek.
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