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KIVONAT

A talalmany targya eljaras human inzulin vagy modosi-
tott human inzulin el8anyaganak el8allitasara, amely-

nek soran egy

Met-Y-Protein
altalanos képlet(l vegyiiletet, ahol ,,Protein” jelentése a
human inzulin vagy mddositott huméan inzulin

prekurzordnak aminosav-szekvenciajat tartalmazza,
mely szekvencia N-termindlisa nem védett, a hasitdsi

hely két oldalan 4ll6 aminosavgydk prolintdl eltérd, és

A leiras terjedelme 6 oldal

az N-terminalis aminosavgydk lizint6] és arginintdl el-
térd, és Y Tyr vagy Arg, katepszin C enzimmel hasitjak,
kloridion és szulfhidril-reagens jelenlétében.
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A genetikailag megvaltozott prokariota sejtekben
bioszintetizalodé fehérjék altalaban olyan proteinként
nyilvanulnak meg, amelyek amino-végénél egy metio-
nin kapcsolodik. A természetes fehérjéhez kapcsolédo
metionin megvaltoztatja a természetes fehérje biologiai
aktivitasat, konformacios stabilitdsat, antigenicitasat
stb., ezért — ha lehet — a legelényGsebb eltavolitani a
molekularél.

Elméletileg az a leghatdsosabb modja a kivant ter-
mészetes peptid elGallitasanak, hogy a nativ fehérje és
az amino-terminalis metionin k6zé egy hasitéhelyet he-
lyeziink be. Valdsdgban azonban nagyon korlatozott
azoknak a tényleges modszereknek a szama, melyekkel
szelektiv hasitast tudunk végezni.

fgy példaul azoknal a természetes fehérjéknél, me-
lyek nem tartalmaznak mashol metionint, a brom-cia-
nos modszer (szelektiven a metioninnal hasit) nagyon
hatdsos eljaras a természetes protein eléallitasara. A ko-
zepes nagysagu peptideknél és proteineknél azonban
ritka a metionin hianya. Tovabba a brom-cian igen toxi-
kus anyag, kezelésénél nagyon nagy elévigyazatossag-
gal kell eljarni. Ezért olyan fontos egy olyan alternativ
elyarast kidolgozni, mellyel lehasithatjuk a természetes
fehérje amino-végérdl a felesleges metionint.

Az N-terminalis metionilcsoport eltavolitasara alkal-
mas modszer katepszin C enzimet, mas néven dipeptidil-
aminopeptidaz 1 enzimet (DAP—1) hasznal. A katepszin
C olyan enzim, mely a protein vagy polipeptid N-termi-
nalis végérdl két aminosavbol all6 egységeket hasit le.
Megfelel§ koriilmények kdzott megkezddédik a dipeptid
lehasitasa, és addig folytatodik, amig az N-terminalis
aminosav nincs blokkolva; a hasitohely barmelyik olda-
lan nincs egy prolin vagy az N-terminalis aminosav nem
lizin vagy arginin.

A bioszintetikus uton nyert protein elfallitasanal igy
felhasznalhatjuk a katepszin C-t, ha a prekurzor-mole-
kulat agy tervezziik meg, hogy egy aminosavat tartal-
maz a végsé metionin és a kivant termék kozott. Az
ilyen prekurzort katepszin C enzimmel kezelve elérhet-
jiik, hogy az enzim eltavolitja a végsd dipeptidet és igy
hozzajutunk a kivant termékhez. Ez az eljaras azonban
szigorian korlatozottan alkalmazhat6é, minthogy a di-
peptid-egységek eltavolitasa varhatoan addig folytato-
dik, amig a fent felsorolt befejezd szekvencidk egyiké-
hez nem ériink. Vagyis a katepszin C alkalmazasanak
korlatozott felhasznalhatosaga altaladban csak azokra az
esetekre szoritkozik, ahol a kivant termék N-terminalis
része egynttal egy katepszin C lellasi pontot is jelent.

Felismertiik azonban, hogy a prekurzor molekula
N-terminalis dipeptidjének milyensége befolyasolja an-
nak mértékét, ahogyan a katepepszin C a dipeptidet
eltavolitja a molekulardl. Ez a felismerés a talalma-
nyunk alapja. Felismertiik, hogy ha a végallo dipeptid
Met-Tyr vagy Met-Arg, a dipeptid eltavolitasat ovato-
san végezve a hasitas ellendrizhetd, és megkaphatjuk a
kivéant terméket anélkiil, hogy egy katepszin C leallitasi
pont lenne a kdvetkezd dipeptid utan.

A talalmany targya eljaras human inzulin vagy moé-
dositott human inzulin el6anyaganak eldallitasara, mely-
nek soran egy
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Met-Y-Protein

altalanos képlet(i vegyiiletet, ahol ,,Protein” jelentése a
humén inzulin vagy mddositott human inzulin prekur-
zoranak aminosav-szekvencidjat tartalmazza, mely szek-
vencia N-terminalisa nem védett, a hasitasi hely két ol-
dalan 4ll6 aminosavgyok prolintdl eltérd és az N-termi-
nalis aminosavgyok lizint6l és arginintdl eltérd, és Y Tyr
vagy Arg, katepszin C enzimmel hasitjuk, kloridion és
szulthidnl-reagens jelenlétében.

Ugyancsak a talalmany targya a Met-Y-protein élta-
lanos képletl vegyiilet.

Mint emlitettiik, a taldlmény olyan vegyiiletekre ira-
nyul, melynek egyik részét gy jeloltiik meg, mint ,,pro-
tein”. A ,,protein” aminosavsorrendje megfelel a humén
inzulin vagy egy human inzulin-analdg el8anyaganak,
tovabba jellemz6 ra, hogy az amino-terminélis végénél
nem tartalmaz a dipeptidet lehasitd katepszin C leallasi
helyének megfeleld szekvenciat. A molekula altalaban
harom aminosav-szekvenciabol all, melyeket — az N-
terminalis végtdl kezdve — B, X és A betiikkel jeloliink.
A B-vel jelolt szekvencia jel6li a human inzulin B lan-
cat vagy modositott B lancat. Az A-val jelolt szekven-
cia jelenti a human inzulin A lancéat vagy moédositott A
lancat. A ,,médositott B 1anc” vagy ,,mddositott A lanc”
olyan aminosavlancot jelent, amelyik diszulfid-kétésen
keresztiil kapcsoloédva a masik lanc nativ vagy modosi-
tott alakjahoz, olyan molekulat alkot, mely inzulinszeri
tulajdonsaggal rendelkezik.

Az X csoport az inzulin A lanc vagy a modositott A
lanc amino-terminalis végéhez, illetve az inzulin B lanc
vagy a modositott B lanc karboxil-terminalis végéhez
kapcsolodik. Az elSanyag X kotdcsoportja valtozatos
szerkezetl polipeptid lehet. Ez a polipeptid legaldbb 2,
elénydsen 2-35, legeldnydsebben 6—35 aminosavbol
all. Legeldnydsebb, ha az X kotGcsoport az a peptid,
amelyik a human proinzulin természetes kotopeptidje.
Ennek a kotSpeptidnek az aminosav-szekvencidja:
—Arg—Arg—Glu-Ala—Glu—Asp-Leu—GIln—Val-Gly—
—GIn—Val-Glu-Leu-Gly-Gly-Gly—-Pro—-Gly-Ala—
—Gly-Ser—Leu—GlIn—Pro—-Leu-Ala—Leu—Glu—-Gly—
—Ser—Leu—GIn—-Lys—Arg—.

Noha mint emlitettiik, az az elényds, ha az X cso-
port aminosavsorrendje megfelel a természetes kotG-
csoport szekvenciajanak, az X csoport lehet rovidebb
peptidszekvencia kiilonféle véltozata is. A kdvetelmény
csak annyi, hogy a szekvencia hossza tegye lehetévé a
diszulfid-kotés kialakuldsat az A és B lanc kozott és
lehasithat6é legyen az inzulin vagy médositott inzulin
eldanyagarol, megkapva igy az inzulint vagy a moédosi-
tott inzulint. Tipikus ilyen dipeptid X csoport lehet az
—Arg—Arg— csoport. Az emlitett dipeptid kibdviilhet,
nevezetesen egy —Arg—X’—Arg— szekvenciava, ahol
X’ jelentése legalabb egy aminosav. Igen elényds az
—Arg—Arg—Lys—Arg— peptid, valamint az ennél
hosszabb, —Arg—Arg—X2—-Lys—Arg— Osszetételd pep-
tid, ahol X2 jelentése legalabb egy, elénydsebben leg-
alabb két aminosav. Ez a szekvencia természetesen ma-
géba foglalja a természetes kotGpeptidet is.

A nativ humdan inzulin B ldncanak aminosav-
sorrendje:
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Phe~Val~Asn-Gln~His~Leu~Cys~Gly~Ser~Hj s~Leu~Val~
1 2 3 L 5 6 7 8 9 10 11 12

Glu=Ala~Leu~Tyr~Leu~Val~Cys~Gly~Glu~Arg~Gly-Phe=Phe~
13 4 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Tyr~Thr~Pro~Lys~Thr,
26 27 28 29 30

A talalmany szerinti vegyiiletek koziil az a legeld- 10 2. a 29. lizint L-Pro~D-Pro, D-hidroxi-prolin, L-

nydsebb, ha a B lanc megfelel a természetes B lanc- hidroxi-prolin, L-(N-metil)-Lys, D-Lys, L-(N-metil)-
szekvencianak. Ugyancsak elénydsek azonban azok Arg vagy D-Arg helyettesiti; ezek kozil a legelényo-
a szekvencidk is, melyeknél egymastol fiiggetleniil, az sebb az L-Pro;
alabbi egy vagy tobb aminosav-modosités talalhato: 3. a 10. hisztidint Asp helyettesiti;

1. a 28. Prolint Asp, Val, Leu, Ile, Nle, Arg, His, 15 4. kiejtjiik a 30. helyr6l a Thr-t.
Lys, Phe, Ala, Gly, citrulin vagy ornitin helyettesiti; A természetes human inzulin A ldncanak aminosav-
ezek koziil elényos, ha a helyettesités Val, Leu, Ile, Nle, szekvenciaja:
Arg, His, Lys vagy ornitin aminosavval torténik; leg-
elénydsebb a Lys;

Gly~Ile~Val=Glu~Gln=~Cys~Cys~Thr~Ser~Ile~Cys=Ser=~
1 2 2 L 5 6 7 8 9 10 11 12

Leu~Tyr-Gln~Leu~Glu~Asn~Tyr~Cys=Asn,
13 14 15 16 17 18 19 20 21

Igen elényds, ha a taldlmény szerinti vegyiiletben a elég, ha katalitikus mennyiségben van jelen. Ele-
természetes human inzulin A lanca szerepel. Ugyancsak gend6 az a mennyiség, ami a protein el6zetes kezelé-
elényds azonban az a mddosulat is, ahol a 21. Asn-t Ala sébdl visszamarad, példaul natrium-klorid formaja-
helyettesiti. ban. Elegendé tehat a nyomnyi mennyiségd kloridion

A hasznalt roviditések: 30 jelenléte.

rovidités aminosav Minthogy a talalmany szerinti vegyiiletek atalakita-
sa enzimatikus reakcio, a katepszin C mennyisége
Ala Alanin ugyancsak minimaélis a kiindulasi Met-Y-protein
Arg Arginin mennyiségéhez képest. A katepszin C/protein moléris
Asn Aszparagin 35 aranya koriilbelit 1:1000-100000. Eldnydsen az az
Cys Cisztein ardny nem nagyobb, mint 1:10000, altaldban 1:
Gln Glutamin 10000-70000.
Glu Glutaminsav A reakciot altaldban alkalmas vizes pufferben vé-
Gly Glicin gezziik, melynek kémhatisa pH=2,5-10. Elényosen ez
His Hisztidin 40 akémbhatas a gyengén savanyu és a semleges kozé esik,
Ile Izoleucin azaz pH=2,5-7, legelényosebben pH=3,0-6,0.
Leu Leucin Bizonyos esetekben oldodast el8segité anyagot al-
Nle Norleucin kalmazhatunk, ilyen példaul a karbamid, natrium-
Phe Fenilalanin dodecil-szulfat, guanidin stb.
Pro Prolin 45 Béarmelyik olyan puffert alkalmazhatjuk, ame-
Ser Szerin lyikkel a kivant pH-tartomany beallithaté. Tipikus
Thr Treonin ilyen puffer példaul a natrium-foszfat, natrium-acetat,
Tyr Tirozin natrium-citrat, kalium-foszfat, kalium-acetat, kalium-
Val Valin citrat stb. El6nyds puffer a natrium-acetat és a kalium-
50 acetat.

Azokat a taldlmany szerinti vegytileteket, ahol a hu- A talalmany szerinti vegyiilet atalakitasa igényli to-
mén inzulin vagy a humén inzulin-analég eléanyag egy vabba egy szulfhidril reagens jelenlétét is. Tipikus ilyen
Met-Tyr— vagy Met—Arg— peptidde! hosszabb, reagens a [3-merkapto-etanol, ditiotreitol, ditio-eritritol,
katepszin C enzimmel kezelve szelektiven 4t tudjuk ala- B-merkapto-etil-amin, cisztein és hasonlok. Eldnyds
kitani az elBanyaggd. A katepszin C-vel valé kezelés 55 ezek koziil a B-merkapto-etanol, ditiotreitol és a cisztein
roviden az aldbbiak szerint torténik. alkalmazasa, legel6nydsebb a cisztein.

A katepszin C ahhoz, hogy aktivabba valjon, klori- A szulfhidril reagens molaris koncentracidja a végsé
dion (Cl-) jelenlétét igényli. Ezért a taldlmany szerinti reakcidelegyben 0,1 -200 mM, elénydsen 1-20 mM.
vegyliletnek atalakitdsdhoz kloridiont adunk a reakcio- A reakcidt dltaldban 15-45 °C koz6tti hGmérsékle-

elegyhez. A kloridion mennyisége minimdlis lehet, 60 ten hajtjuk végre, a reakcididé 1-24 6ra. Az el6nyds



1 HU 215582 B 2

hémérséklet-tartomany: 20-45 °C, még elényoseb-
ben: 2245 °C; 6—20 6ra reakcioidével.

A taldlmany szerinti vegyliletnek katepszin C-vel
torténd kezelése eredményeként keletkezik a ,,protein”-
ként jeldlt szerkezet, mely a humén inzulin vagy a hu-
man inzulin-anal6g eldanyaganak felel meg.

Az igy keletkezett ,protein”-t olyan kériilmények
kozé vissziik, ahol kialakulnak a molekula diszulfid ko-
tései (,.hajtogatott” molekula). A humén inzulin vagy
inzulin-analég eldanyag ,,hajtogatott” molekuljara jel-
lemz4:

1. A humén inzulin A lancab6l (vagy analogjabol)
¢s a humadn inzulin B lancabdl (vagy anal6gjabol) ail;

2. Harom diszulfid kotéssel rendelkezik, melyek az
A- ¢és B lanc Cys aminosavjainak kénatomjait koti
Ossze, nevezetesen az A—6 és A-11, az A-7 és B-7,
illetdleg az A—20 és B—19 ciszteinek kozott;

3. Tartalmaz egy eltavolithatd kotGesoportot az in-
zulin A lanc (vagy analég) amino-terminalis és az in-
zulin B lanc (vagy analdg) amino-terminalis és az in-
zulin B lanc (vagy analog) karboxil-terminalis vége
kozott.

A ,protein” dsszehajtogatasahoz alkalmazott koriil-
mények biztositdsdhoz a 20 mM glicines pufferben
pH=9 készitett tomény ,,protein”’-oldatot vizzel annyi-
ra higitjuk meg, hogy a ,protein” végs6 koncentracidja
1 g/l legyen. Cisztein-hidrokloridot adunk hozza
1,25 mM koncentracioban, és a kémhatast natrium-
hidroxiddal pH=10,5-10,7 értékre allitjuk be, majd
az oldatot 5 °C hémérsékleten inkubaljuk 16 oran
keresztiil.

Az ,Bsszehajtogatott” molekuldt ezutdn enzi-
matikus kezelésnek vetjiik al4, mely eltavolitja a koté-
csoportot és kialakul a human inzulin vagy inzulin-
analog kivant szerkezete. Ehhez a hasitashoz jol ismert
modszer a tripszin és a karboxi-peptidaz B egyiittes
alkalmazasa. Ezt a modszert mar évekkel ezel6tt leir-
tak [példaul W. Kemmler, J. L. Clark, J. Borg és D. F.
Steiner, Fed. Proc., 30: 1210 (1971); W. Kemmler, J.
D. Peterson és D. F. Steiner, J. Biol. Chem., 246:
6786—6791 (1971)].

A talalmany szerinti vegylileteket a rekombindns
DNS-modszerrel allitjuk eld. Eléallitasanal a kivant ve-
gyliletet kddolé nukleotidszekvenciat a ma mar rutin-
szerlien alkalmazott modszerrel készitjiik el. Ez a mod-
szer altalaban abbdl all, hogy a kivant szekvencianak
elkészitjiik az oligonukleotid fragmenseit és ezek
komplementer szekvenciait. Az oligonukleotidokat ugy
tervezziik meg, hogy a kédoldszekvencia egy fragmen-
sét két komplementer szekvencia lapolja at és viszont.
Az oligonukleotidokat parositjuk és dsszekapcsoljuk,
kialakitva a kivant génszekvenciat.

A szekvenciat ugy épitjiik be egy klénozé vektorba,
hogy a kodolt termék kifejez6dhessen. Az alkalmas
klénozé vektor az expresszid iranyitdszekvencidjanak
legalabb egy részét tartalmazza.

Az elmondottak szemléltetésére az alabbiakban
példakat adunk meg. A példak kizardlag szemléltetd
célzatuak, és a taldlmany oltalmi korét nem korlé-
tozzék.
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1. Példa

A ,,nemhajtogatott” Met-Tyr-proinzulin hasitisa

Fagyasztva szaritott Met-Tyr-proinzulint (cisztein
formdaban; 36%-o0s tisztasdgi) 0,25n ecetsav, 7M
karbamidrendszerben oldunk fel, hogy a végsé fehérje-
koncentracio 4,68 mg/ml legyen (A,75, E=1). Ezt az
oldatot 0,25n ecetsavval kétszeresére higitjuk. 334 ul
higitott oldathoz hozzaadunk 290 pl 0,25n ecetsav/7M
karbamid-oldatot, 136 ul 0,25n ecetsavat és 40 ul 1M
natrium-dihidrogén-foszfat-oldatot: a végsé térfogat
0,8 ml. 5n natrium-hidroxid-oldattal a kémhatast
pH=6,0 értékre allitjuk be. DAP—1(cisztein)natrium-
klorid-oldatot allitunk O&ssze az alabbi alkotorészek-
bdl: 400 ul 1M natrium-klorid-oldat, 250 ul 100 mM
cisztein-hidroklorid (vizben, pH=6) és 400 pl
1,93 egység/ml dipeptidil-aminopeptidaz-1 (DAP-1)-
oldat, melyet 50 mM citrat, 10 mM natrium-klorid-ol-
datban készitettiink, pH=5.

53 ul DAP-I(cisztein)natrium-klorid-oldatot
Osszekeverlink 375 pl meghigitott Met-Tyr-proinzulin-
oldattal és szobahdmérsékleten (22 °C) tartjuk 30 per-
cen at (a végsd ardny: DAP-1(Met-Tyr-proinzulin
=120 Ug). Hat térfogatnyi szulfitolizil-oldat (7M kar-
bamid, 0,5M Tris pH=38,5, 0,2M dinatrium-szulfat,
0,01M kéalium-tetrationat, K,S,04) hozzaadasaval leal-
litjuk a reakciot és forditott fazisi HPLC-vel analiza-
lunk. Ilyen koriilmények kozott a Met-Tyr-proinzulin
kevert diszulfid kvantitativ atalakuldsa megtorténik
proinzulin S-szulfonatta.

2. példa

A ,,nemhajtogatott” Met-Tyr-proinzulin-analég

(B lanc 28. aminosavja, a B—28: lizin, a B lanc

29. aminosavja, a B-29: prolin) hasitdsa

A Met-Tyr-proinzulin-analégot (B—28 Lys,
B-29 Pro) nem oldott allapoti proteinként allitjuk eld
az E. coli citoplazmajaban. A nem oldott fehérjét a sej-
tek felszakitasaval és differencial-centrifugalassal kiilo-
nitjiik el. Az oldatbavitelhez 7M karbamid, 5 mM ciszte-
inkubaljuk 10 percen 4t a fehérjét, majd az inkubaciot
pH=8,9 kémhatasndl folytatjuk. A proteint kation-
cseréld kromatografiaval tisztitjuk, elucidhoz
pH=4 kémhatasi 50 mM ecetsav, 7M karbamidoldat-
ban linearis natrium-klorid-gradienst alkalmazunk.
A kapott preparatum — mely 1,5-1,7 mg/ml proinzulin-
analogot tartalmaz 30-50%-os OD-tisztasag mellett —
kémhatasat pH=5,7 értékre allitjuk be 6n natrium-hidro-
xid-oldattal. Az oldat 1,5 ml kivétjét hozzaadjuk 1,35 ml
pH=35,7 kémhatast puffer (50 mM ecetsav, 50 mM nat-
rium-dihidrogén-foszfat), 0,075 ml 200 mM
ciszteinoldat (pH=5,7 kémhatasa pufferben) és
0,075 ml milliliterenként 7,76 DAP—1-egységet tartal-
maz6 oldat (pH=5,7 kémhatast pufferben) elegyéhez.
A reakcidelegyet szobahdmérsékleten (22 °C)
inkubaljuk 0,7-20 6ran keresztiil.

A reakciot 9 térfogatnyi szulfitolizis-reagens
(7M karbamid, 0,5M Tris, pH=8,5, 0,2M nétrium-
szulfit, 0,01M kalium-tetra-tionat) hozziadasaval
allitjuk le és forditott HPLC-vel analizaljuk. Ilyen
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kériilmények kozott a Met-Tyr-proinzulin-analog ke-
vert diszulfid 80—-86%-o0s mértékben alakul 4t pro-
inzulin-anal6ég S-szulfonattd anélkiil, hogy a tovabbi
enzimatikus hasitas kimutathatéan karositand a
terméket.

3. példa

A ,,nemhajtogatott” Met-Arg-proinzulin-analog

(B—28: Lys, B—29: Pro) hasitdsa

A Met-Arg-proinzulin-analégot (B—-28 Lys,
B-29 Pro) nem oldott allapotd proteinként allitjuk el6
az E. coli citoplazméjaban. A nem oldott fehérjét a sej-
tek felszakitasaval és differenciil-centrifugalassal kiilo-
nitjiik el. Az oldatbavitelhez 7M karbamid, 5 mM cisz-
inkubaljuk 10 percen at a fehérjét, majd az inkubéciot
pH=8,9 kémhatasnal folytatjuk. A proteint kationcse-
rélé kromatografiaval tisztitjuk, eliciohoz pH=4 kém-
hatasu 50 mM ecetsav, 7M karbamidoldatban lineiris
natrium-klorid-gradienst alkalmazunk. A kapott prepa-
ratum — mely 1,5-1,7 mg/ml proinzulin-analégot tar-
talmaz 30-50%-o0s OD-tisztasidg mellett — kémhatasat
pH=5,7 értékre allitjuk be 6n natrium-hidroxid-oldat-
tal. Az oldat 1,5 ml kivétjét hozzdadjuk 1,35 ml
pH=5,7 kémhatast puffer (50 mM ecetsav, 50 mM nat-
rium-dihidrogén-foszfat), 0,075 ml 200 mM cisztein-
oldat (pH=5,7 kémbhatasu pufferben) és 0,075 ml, milli-
literenként 7,76 DAP-1-egységet tartalmazd oldat
(pPH=5,7 kémhatasi pufferben) elegyéhez. A reakcio-
elegyet szobahémérsékleten (22 °C) inkubaljuk
0,7-20 oran keresztiil.

A reakciot 9 térfogatnyi szulfitolizis-reagens
(7M karbamid, 0,5M Tris, pH=8,5, 0,2M natrium-
szulfit, 0,01M kalium-tetra-tionat) hozzaadasaval allit-
Juk le és forditott fazisi HPLC-vel analizaljuk. Ilyen
koriilmények kozott a Met-Tyr-proinzulin-analog ke-
vert diszulfid 80—-86%-0s mértékben alakul at pro-
inzulin-analog S-szulfonatta anélkiil, hogy a tovabbi
enzimatikus hasitas kimutathatéan karositani a
termeéket.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljards human inzulin vagy moddositott human
inzulin el6anyaganak eldallitasara, azzal jellemezve,
hogy egy

Met-Y-Protein

altalanos képletil vegyiiletet, ahol ,,Protein” jelentése a
human inzulin vagy médositott human inzulin
prekurzoranak aminosav-szekvencidjat tartalmazza,
mely szekvencia N-termindlisa nem védett, a hasitasi
hely két oldalan all6 aminosavgydk prolintdl eltérd, és
az N-termindlis aminosavgydk lizint6l és arginint6l el-
térd, és Y Tyr vagy Arg, katepszin C enzimmel hasit-
juk, kloridion- és szulfhidril-reagens jelenlétében.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy olyan Met-Y-Protein éltalanos képletli vegyiiletet
hasznalunk, melyben Y az 1. igénypontban megadott,
,Protein” harom, B, A és X jelii aminosav-szekvenciabol
all, ahol B jelentése a human inzulin B lanca vagy egy
modositott B lanc, A jelentése a huméan inzulin A lanca
vagy egy modositott A lanc, és X egy, az inzulin A lanc
vagy modositott A lanc amino-terminalis végéhez és az
inzulin B lanc vagy modositott B 1anc karboxi-terminalis
végéhez kapcsolodd csoport azzal a feltétellel, hogy (1)
az X csoport legalabb olyan hosszii szekvencia, mely az
A és B lanc k6zott diszulfid-kotésképzGdést tesz lehetGvé, és
(2) lehasithaté az inzulinrdl vagy médositott inzulinr6l.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy A részként a human inzulin A 1ancét alkalmazzuk.

4. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy B-részként a human inzulin B lancat alkalmazzuk.

5. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy X részként a humén proinzulin természetes kap-
csolépeptidjét alkalmazzuk.

6. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a Met-Y-Protein altalanos képletii vegyiiletben Y-
ként tirozint, B részként a 28 helyzetii prolinja helyett
lizint, a 29 helyzeti lizin helyett prolint tartalmaz6 hu-
mén inzulin B ldncot €s X-ként a humén inzulin termé-
szetes kapcsolopeptidjét alkalmazzuk.
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