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(57) KIVONAT

A taldlmany tdrgya eljards inzulin elStermék elalli-
tdsdra fiizids fehérje formdjaban Streptomycetes gaz-
dasejtben, oly médon, hogy egy, adott esetben médo-
sitott tendamistat génhez az inzulin B ldncdt az A
lanccal egy Lys-t vagy Lys-Lys-t k6dolé hidtaggal
Osszekotd proinzulin struktirgént kapcsolnak, kivant

A leirds terjedelme: 6 oldal (ezen beliil 1 lap dbra)

esetben egy osszekots oligonukleotid hidtaggal, a ka-
pott génszerkezetet expressziés plazmidba épitik, az
expresszids plazmiddal egy Streptomyces lividans
gazdasejtet transzformdlnak, a gazdasejtet tenyésztik,
és a szekretdlédé fiizids fehérjét a tenyészkozegbdl
kinyerik.
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A taldlmény tdrgya eljdrds Streptomycetesben inzulin
el6termékek elGallitdsara.

Ismertek olyan eljdrdsok, amelyekben fiizids fehér-
Jjéket dllitanak el oly médon, hogy a kivant fehérjéhez
sziikséges strukturgént az adott esetben médositott ten-
damistat-génhez kapcsoljdk, a struktirgént egy strep-
tomycetes gazdasejtben kifejezik, majd a kivdlé fizids
fehérjét a tenyészetbdl kinyerik, 1dsd pl. 3 714 866 Al
szdmu német szovetségi koztarsasdgbeli és 289 936 A2
szdmu eurdpai kozrebocsatdsi iratok. Ezen leirdsokban
génstruktirdkat is ismertetnek, amelyek a mdr emlitett,
adott esetben modositott tendamistat gént tartalmaz-
zdk, amelyek C-termindlis végéhez egy mdsik protein-
hez sziikséges struktirgén van kapcsolva, ismertek to-
vdbba vektorok, amelyek ilyen génstruktirdkat tartal-
maznak, tovébbd Streptomycetes sejtek, amelyek ilyen
vektorokat tartalmaznak, tovabba fizids fehérjék, ame-
lyeket egy adott esetben médositott tendamistat N-4114-
s részével lehet jellemezni. A kordbbi bejelentések
tovabbd fiizids fehérjéket irnak le, amelyekben a tenda-
mistat aminosav-szekvencidja egy hidtagon keresztiil
kapcsoldédik a majom-proinzulinhoz.

A fentieket tovabbfejlesztve azt tapasztaltuk, hogy
az ilyen eljdrasokkal kiilonlegesen elénydsen éllitha-
tunk €l egy olyan fiizids fehérjét, amelyben a tenda-
mistat részt egy roviditett proinzulin kivet, amelynek
C-lanca csupdn egy vagy két lizincsoportbdl 4ll. Az
ilyen elSterméket kiilonosen elnyosen és alacsony
koltséggel lehet humdn inzulinnd alakitani.

A taldlmany szerinti eljrds egy eldnyds megvaldsi-
tdsi formdja olyan, a gén beépitésére és kifejezésére
alkalmas génstruktirdkra vonatkozik, amelyek a fiiziés
fehérjéket kédoljdk.

A taldlmény szerinti eljardsndl felhaszndlt génstruk-
wirdk alapja egy szintetikus gén, amely a proinzulin-
szdrmazékot kédolja. Célszertden az ilyen génszerkeze-
tek kialakitdsdndl a Streptomycetes specidlis kodon-
haszndlatdt figyelembe vessziik, ilyenkor a fiiziés fe-
hérjék kitermelése figyelemreméltéan novekszik.

Elény6s tovabbd terminétor szekvencidk beépitése
az ilyen génszerkezetekben, mivel ezéltal a termelé-
kenység fokozhat6.

A taldlmény szerinti eljérds el6nye, hogy a fizi6s
fehérjék a 161 629 szdmi eurdpai szabadalmi leirds 3.
példdjaban, valamint a 3 536 182. szdmd német szovet-
ségi koztdrsasdgbeli kozrebocsdtdsi iratban ismertetett
lemez-teszttel kimutathat6k. Ezaltal nemcsak az érde-
kes fontos klénok szelektalhatSk, hanem a feldolgozas
is jelentds mértékben konnyebbé vilik, mivel a kiilon-
bozé paramétereknek a kitermelésre kifejtett hatdsa
igen konnyen megéllapithato.

A taldlmany szerinti eljardssal el@dllitott fizids fe-
hérjék nyilvdnvaléan az érett inzulinnal azonos vagy
legaldbbis igen hasonl szerkezetiiek. Eziltal nemcsak
a kapott inzulinnd valé tovabbfeldolgozas kénnyebb,
hanem meglep§ médon a jé kitermelést biztosité fer-
mentdcids id6knél nem észrevehetd, hogy a fermentd-
ciés kbzegben kival$ protedzok hitranyos hatdsa érvé-
nyesiilne.

A taldlmény szerinti médositdsa a proinzulin mole-
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kuldknak a roviditett C-ldnc révén egy egyszerd elja-
rést tesz lehetévé a humdninzulinnd valé tovébbfeldol-
gozdshoz, amit kémiai hasitdssal, hidroxil-aminnal
és/vagy enzimatikus hasitdssal tripszinnel vagy eld-
ny6sen lizil-endoproteindzzal végziink. Az enzimatikus
hasitis az eldnyds. A lizil-endoproteindzok specifiku-
san karboxil-termindlisan a lizin aminosav utdn hasita-
nak. A taldlmany szerinti eljdrassal eldéllitott fiizi6s
fehérjékben az A- és B-ldncok kedvezS elrendezése
miatt az emlitett enzimek hatédséra olyan inzulin eléter-
mék képzédik, amelyben meglepetésszerden a diszul-
fid-hidak helyesen vannak kapcsolva.

A génszerkezetekben célszertien a tendamistat-rész
és a proinzulin molekula kezdete k6z&tt olyan hidtagot
biztosftunk, amely a proinzulin-szdrmazéknak a tenda-
mistat-részrdl valé lehasitdsat ugyanazzal az enzimmel
teszi lehet6vé, amely a proinzulin-szdrmazéknak a két
inzulinldncba val6 hasitdsdhoz szolgalt.

Ha a taldlmany szerinti fizids fehérjét egy lizil-en-
dopeptiddzzal hasitjuk, akkor a médositott C-lanc
konstrukci6jdtdl fiiggéen Dez-B3-inzulint nyeriink,
amely 4tpeptizdlassal humdn inzulinnd alakithatd, vagy
B3!-Lys-inzulint vagy B3!-Lys-B3%Lys-inzulint nye-
riink, amelyek példdul karboxipeptiddz B-vel huménin-
zulinnd alakithatok.

Kiilénosen j6 kitermelést ériink el a kivant fehérjére
vonatkozéan, ha a génszerkezetet egy roviditett tenda-
mistat génnel helyettesitjiik. Ezen el&nyds kiviteli for-
mdnak az az elénye, hogy a médositott inzulin kb. a
felét teszi ki a fizids fehérjének, azaz az kevesebb
ballasztot tartalmaz. A fdziés fehérje helyes hajtoga-
tottsdgét a tendamistat-rész roviditése nem befolyésol-
ja, igy a taldlmdny szerint nyert kisebb fiizids fehérjék
is igen elénydsen feldolgozhatdk. Ugyancsak nem mu-
tathaté ki, hogy a fehérjék gazda-protedzokkal kony-
nyebben lebonthatk lennének, s6t ezekkel szemben
meglepetésszeriien nagyobb stabilitds mutatkozik.

A taldlmény szerinti -eljardsnal szdmos, el6nyos
génszerkezet alkalmazhatd, amelyek mind olyan inzu-
lin-elGtermékhez vezetnek, amelyek a fiizids fehérje
ballasztanyagdtdl kénnyen elvdlaszthaték. A konny
feldolgozhatésdg kévetkeztében a huméninzulin kiho-
zatala tovdbb novelhetd.

A fiizi6s fehérjének a tenyészkozegtdl valé elvélaszta-
sét, az inzulin elGtermékké valg tovabb-feldolgozast, va-
lamint a huméninzulinnd val6 4talakitdsat ismert eljardsok
szerint végezziik. [gy példdul a fizids fehérjéket elonyc-
sen adszorpciés- vagy ioncseréld kromatografidval
és/vagy gélsziiréssel izoldljuk és a proinzulin részt kémiai-
lag vagy elényosen enzimatikusan hasitjuk. A megfelel6
hidtag konstrukcidja dltaldban ismert, példdul a 229 998
A sz4mi eurdpai szabadalmi lefrdsban van lefrva.

A 089 007-B szdmi eurdpai szabadalmi lefrdsban
analég pre-proinzulinok és proinzulinok vannak leirva,
amelyeknél a preldncon (illetve a proinzulin N-termi-
ndlisan) Lys vagy Arg tag van (amely a taldlméany
szerinti eljardssal nyert konstrukcié esetében is el6-
nyds), amelyeknek B-lanca B¥-Lys-taggal végz6dik és
amelyeknél a C-peptid Lys vagy Arg tagra roviditve
lehet gy, hogy a proinzulinszerkezetben a legegy-
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szeribb esetben a B¥-Lys utdn csak Lys vagy Arg
kovetkezik és az A-ldnc ehhez kapcsolédik. Ezek a
- vegyiletek elgvegyiiletként szolgélnak inzulinnak trip-
szinnel vagy tripszinhez hasonlé endopeptiddzokkal és
egy adott esetben védScsoporttal elldtott természetes
aminosav-észterrel végzett elallitdsahoz.

A 195 691 A-szamii eurpai kdzrebocsatdsi iratbél
olyan inzulin elStermékek ismertek, amelyek B és A
lanca egy -X-Y-hidtaggal van 6sszekotve, amelyben X
és Y azonos vagy kiilénbozG és Lys vagy Arg jelentésd.
Ezen inzulin elStermékeket élesztdbdl nyerik ki, majd
enzimatikus 4talakitdssal humdn inzulinnd alakitjdk.
Roviditett C-14ncy inzulin elStermékek ismertek tovab-
bd a 163 529 szdmii eurdpai szabadalmi lefrdsbél is. A
132769 és 132 770 B szdmii eurSpai szabadalmi lefra-
sokban inzulinszdrmazékokat és ilyeneket tartalmazé
gyogyszerkészitményeket ismertetnek.

A kovetkez6 példdkkal a taldlmény szerinti eljardst
kozelebbrdl ismertetjiik. Amennyiben masképpen nem
jeloljiik, a szdzalékos adatok t6meg%-ot jelentenek. A
példdk szerinti géntechnoldgiai manipuldciés médsze-
rek pl. a kdvetkez§ irodalmi helyen vannak részletesen
ismertetve: Moniatis és mtdrsai: ,,Molecular cloning”.
A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory,
New York, 1982.

Az 4brén az 1. példa szerinti génszerkezetet mutat-
juk be.

1. példa
Az 1. tdbldzat szerinti szintetikus gént (1) Snmagi-
ban ismert médon foszfoamidit médszer szerint kémiai

Phe Asn Ala Met Ala Thr
TTC AAT GCG ATG GCC ACC
AAG TTA CGC TAC CGG TGG

kovetkezik, majd ezt a taldlmdny szerint mddositott
proinzulinhoz sziikséges gén koveti. A helyes elrende-
zést Sphl-gyel és Sstl-gyel végzett hasitdssal lehet
ellendrizni, amikor is a kb. 3,5 kb nagysdgi plazmidbél
egy 833 bp fragmenst nyeriink. A szekvencia helyessé-
gét a didezoxi-mddszerrel végzett DNS-szekvenaldssal
bizonyitjuk.

Olyan génszerkezeteket, amelyekben a C-peptid-
ként miikdd6 Lys tagot egy tovabbi Lys taggal egészi-
tiink ki, hasonléképpen dllitjuk eld, ehhez a Lys-t k6-
dolé AAG kodont megdupldzzuk, amikor is a pIl plaz-
midot, majd ebbdl a pKK600 plazmidot nyerjiik.

2. példa

A 3714 886 Al szami NSZK-beli szabadalmi le-
irdsban lefrtakhoz hasonléan (pGF1 vektor) a pKK500
és pKK600 vektorokbdl elddllitjuk a pGF2 és pGF3
expresszids plazmidokat. Ehhez a pKK500 és pKK600
vektorokat kettds emésztéssel, Sphl-gyel és Satl-gyel
emésztjiik, a 823 és 826 bp inszertumot izoldljuk és
ezeket a DNS fragmenseket azonos enzimmel hasitott
plJ702 expresszi6s plazmidba ligdljuk. A ligdciés ke-
veréket S. lividans TK 24-be (hozziférhets: The John
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titon szintetizdltuk. A kédkivélasztashoz Streptomyce-
tesben G és C volt preferdlva a 3 714 866 Al szdmu
NSZK-beli kizrebocsétdsi irat 2. tiblazatban ismerte-
tett majom proinzulint kédolé génhez hasonldan, az 1.
tabldzat szerinti (1) gén az 5’-végén az EcoRI restrikci-
s enzim hasitéhelyének szekvencidjat mutatja. A szer-
kezeti gén utdn két zdr6 kéd és egy linker-szekvencia, a
Sall enzim szdmdra felismerhetd hellyel, kovetkezik. A
3’-végén van a HindIII restrikcids enzim hasitohelyé-
nek megfelel dtnyulé szekvencia.

A kereskedelmi forgalomban beszerezheté pUC19
plazmidot az EcoRI és HindIII enzimekkel hasitjuk €s
az (1) szintetikus génnel ligdljuk. Ily médon nyerjiik a
(2) pIl plazmidot. A beépités utdn a szintetikus gént az
EcoRI-gyel és Sall-gyel (3) fragmensként hasitjuk és a
tovdbiakban leirt szerkezeteknél alkalmazzuk.

A pUC19 plazmidot az Smal-gyel teljesen emésztjiik
és a 2. tdbldzatban megadott (4) terminétor szekvencidval
ligdljuk. Az {gy kapott, ezt a szekvencidt a helyes orientd- -
ciéban tartalmazé plazmidot pT1 (5)-ként jeloljiik. Ezt az
(5) plazmidot EcoRI-gyel nyitjuk és a vdgdsi helyet
DNS-polimerézzal (Klenow fragmens) kitdltjiik. Ily mé-
don nyerjiik a (6) plazmidot, melyet Sall-gyel és Sphl-
gyel nyitunk és a (7) nagy fragmenst izolaljuk.

A pKK400 (8) plazmidot 3 714 866 Al szdmu
NSZK-beli kizrebocsitasi irat, 4. dbra (20) Sphl-gyel
és EcoRI-gyel nyitjuk és a (9) kis fragmenst a tenda-
mistat génnel egyiitt izolaljuk.

A (3), (7) és (9) fragmensek ligdldsdval nyerjik a
pKK500 plazmidot (10), amelyben a tendamistat szek-
vencia utdn a 12 aminosavat k6dol6 hidtag: '

Gly Asn Ser Asn Gly Lys
GGG ATT TCG AAC GGC AAG
CCC TAA AGC TTG CCG TTC
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EcoRI

Innes Foundation, Norwich, Anglia; részletes lefrdsa:
D. A. Hapwood és mtdrsai: ,,Genetic Manipulation of
Streptomyces”. A laboratory manual, The John Innes
Foundation, Norwich, 1985.) transzformdljuk és a
plazmid-DNS-t a tendamistat aktivitdst mutat6 (lemez
teszt) tiosztrepton rezisztens transzformansokbél izo-
l4ljuk. Minden pozitiv kién tartalmazza az alkalmazott,
pKK500-b6! és pKK600-bél 4116 inszertumot.

A kédolt fiiziés fehérje expresszidjat ismert médon
lehet kovetni. A transzformdlt S. lividans TK 24 torzset
négy napon 4t 28 “C hémérsékleten razélombikban in-
kubdljuk, a micéliumot a tenyészkozegtdl centrifugd-
lassal elvalasztjuk és a kapott tiszta oldatbdl a fiizids
fehérjét a kovetkezSképpen kimutatjuk:

10-100 ul oldatot 20-200 ul 15%-os triklér-ecet-
sav oldattal elkeveriink, a kivald fehérjét centrifugalds-
sal elvélasztjuk, mossuk és SDS-tartalmu pufferoldattal
{U. Laemmli, Nature, 227 (1970) 680-685] felvessziik.
Két percig 90 °C hémérsékleten inkubdljuk és elektro-
foretikusan 10-17%-o0s SDS-poliakrilamidgélen elvé-
lasztjuk, amikor is 15 kD molakulatsmegd fehérjét
nyeriink, amely a tendamistatbél és proinzulinbdl 4ll6
fiizis fehérje vart molekulatdmeg tartomanydba esik.
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A fiiziés fehérje a tendamistat elleni antitestekkel, vala-
mint az inzulin elleni antitestekkel egyardnt reagal.

3. példa

pTF2 expresszids vektort (3 714 866 Al szamii né-
met szdvetségi koztarsasagbeli kozrebocsatdsi irat 4.
példa) EcoRI és Sstl restrikcids enzimekkel emésztiink
és a majom-proinzulint kédol6 fragmenst eltdvolitjuk.
A kapott 5,65 kbp nagysdgu fragmenst az aldbbi leirt
ligdlasi reakciéndl alkalmazzuk. ,

Az 1. példa szerinti pKK500 plazmidbdl azonos
restrikciés enzimmel egy 285 bp nagysdgd DNS-frag-
menst hasitunk, amely a roviditett proinzulin gént vala-
mint a termindtor szekvencidt tartalmazza.

A pTF2-bél nyert 5,65 kbp nagysdgi fragmens és
pKKS500-b6l nyert 285 bp nagysagt fragmens ligdldss-

“val nyerjiitk a pTF3 expresszi6s plazmidot.

Bl

PHE
TTC
AAG

ASN SER
AAT TCG

GC
(EcoRI)

ASN
AAC
TTG

GLY
GGC
CCG

LYS
AAG
TTC

VAL
GTC
CAG

20

LEU
CTC
GAG

LEU
CTG
GAC

LEU
CTC
GAG

VAL
GTG
CAC

GLU
GAG
CTC

ALA
GCC
CGG

TYR
TAC
ATG

TYR
TAC
TTG

THR
ACC
TGG

PRO
CccC
GGG

LYS
AAG
TTC

THR
ACC
TGG
50

TYR
TAC
ATG

LYS
AAG
TTC

GLY
GGC
CCG

LEU
CTC
GAG

ILE
ATC
TAG

CYs
TGC
ACG

SER
TCC
AGG

LEU
CTC
GAG

GLN
CAG
GTC

CTG
GAC

CAG
GTC

CCA
GGT TCG A
(HindIII)

GTC
CAG
Sall

GAC
CTG

10

15

ASN
AAC
TTG

VAL
GTG
CAC

ILE
ATC
TAG

GLU
GAG
CTC

Ha Streptomyces lividans TK24 protoplasztokat a
ligdciés keverékkel transzformdlunk, olyan kldnokat
nyeriink, amelyek tiosztrepton rezisztensek és egy fizi-
6s fehérjét valasztanak ki, amely proinzulin elleni anti-
testekkel reagalni képes. Ez a fiiziés fehérje a tenda-
mistat els§ 41 aminosavjdbél,a

Pro-Ser-Leu-Asn-Ser-Asn-Gly-Lys

hidtagbdl és a roviditett proinzulinbdl 4ll.

A taldlmény szerinti eljérdsunk el6nye a jé feldol-
gozhatésdgon kiviil — mint azt mdr kordbban is emlitet-
tiik —, a j6 kitermelés a kivént fehérjére vonatkozéan.
Ez esetiinkben 20-100 mg/1 fehérjét jelent, ami jelen-
t6s mértékben feliilmilja pl. a 195 691 szdmi eurdpai
szabadalmi lefrds eljdrdsa szerint nyerhet§ fehérje
mennyiségét, ami ott az 1. tdbldzat No. 9. példdja
szerint kb. 12 mg/l, ami az ott megadott 2 tmél/1 érték-
nek felel meg.

. tdbldzat

10

HIS
CAC
GTG

HIS
CAC
GTG

SER
TCG
AGC

CYS
TGC
ACG

GLY
GGC
CCG

LEU
CTG
GAC

GLN
CAG
GTC

30

PHE
TTC
AAG

PHE
TTC
AAG

ARG
CGC
GCG

GLY
GGC
CCG

GLY
GGG
CCccC
40

GLU
GAG
CTC

GLU
GAG
CTC

CYsS
TGC
ACG

THR
ACG
TGC

SER
TCC
AGG

CYs
TGT
ACA

GLN
CAG
GTC

CYsS
TGC
ACG

VAL
GTG
CAC

STP
TAA
ATT

STP
TAG
ATC

TYR
TAC
ATG

CYs
TGC
ACG

ASN
AAC
TTG

ASN
AAC
TTG

2. tdbldzat

5-OGATAAACCGATACAATTAAAGGCTCCTTTTGGAGCCTTTTTTTTTGGAGATTTTCAACGTGGATC
GCTATTTGGCTATGTTAATTTCCGAGGAAAACCTCGGAAAAAAAAACCTCTAAAAGTTGCACCTAG-5

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljdras inzulin elStermék el§dllitdsdra fizids fe-
hérje formdjiban Streptomycetes gazdasejtben, az-
zal jellemezve, hogy egy, adott esetben mddositott,
tendamistat génhez az inzulin B-ldncdt az A ldnccal
egy Lys-t vagy Lys-Lys-t kédolé hidtaggal 6sszekotd
proinzulin struktirgént kapcsolunk, kivint esetben egy
Gsszekotd oligonukleotid hidtaggal, a kapott génszer-
kezetet expressziés plazmidba épitjiik, az expresszids
plazmiddal egy Streptomyces lividans gazdasejtet
transzformdlunk, a gazdasejtet tenyésztjiik, és a szekre-
t4l6d6 fiizids fehérjét a tenyészkozegbdl kinyerjiik.

Elsébbsége: 1988. 11. 03.
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2. Eljdrds inzulin elStermék eldallitdsdra fuzids
fehérje formdjdban Streptomycetes gazdasejtben, az-
zal jellemezve, hogy egy roviditett tendamistat gén-
hez az inzulin B-l4ncdt az A ldnccal egy Lys-t vagy
Lys-Lys-t kédolé hidtaggal Osszek6t6 proinzulin
struktiirgént kapcsolunk, kivant esetben egy Ossze-
kot6 oligonukleotid hidtaggal, a kapott génszerkeze-
tet expressziés plazmidba épitjiik, az expresszios
plazmiddal egy Streptomyces lividans gazdasejtet
transzformdlunk, a gazdasejtet tenyésztjiik, és a
szekretdl6dd fuziés fehérjét a tenyészkozegbdl ki-
nyerjiik.

Elsébbsége: 1989. 08. 19.
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