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C-peptid inzulin és inzulinanalégok jobb el8allitasara
KIVONAT

A taldlmany targyat képezi humdn inzulin vagy
inzulinanaldg aldbbi, I &ltaldnos képletil elSanyaga,

Fus-B(1-30) -RDVP-Y,-A(1-21), ahol Fus adott esetben
van jelen és jelentése egy tetszés szerinti szekvencia fu-
zibs része, B(1-30) jelentése humdn inzulin B-lénca, Y je-
lentése a C-terminalison béazisos aminosavval végz&ds
aminosavladnc, n 2 és 50 kozott valtozhat, és az Y-
aminosavlanc hosszat jelenti, és A(1-21) jelentése human
inzulin A-lanca, és az A- és/vagy a B-lancok aminosavak ki-
cserélésével, delécidjaval és/vagy addicidjaval mddositha-
tok. A talalmény tédrgyéat képezi tovébba az eldanyagot kédo-
16 DNS, a DNS-t tartalmazé vektor, az eldanyag és a DNS
eldadllitasara szolgdld eljaréds, valamint az eldanyag és a
DNS alkalmazdsa. A taldlmédny targyat képezi tovadbba human
inzulin vagy inzulinanaldég elfallitasdra szolgald eljarés.

A talalmédny humdn inzulin vagy inzulinanalég el8alli-

tadsadra alkalmazhaté.
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C-peptid inzulin és inzulinanaldégok jobb eldéallitasara

A taldlmany targyadt képezi a proinzulin eld&anyaga,
illetve C-peptidjének egy szintetikus szarmazéka, az
eldanyagot kédold DNS, azt vektor, eldallitdsukra szolgald
eljaréds, alkalmazésaik.

A szarmazékot tartalmazdé proinzulinnak tobbféle szem-
pontbdél jobbak a tulajdonsédgai, mint a majombdl szarmazd
proinzulinnak, els&sorban az inzulinszarmazék géntechnold-
giai elballitasa sordn a végsd hozam kedvezdébb.

A diabéteszes megbetegedések szama vilagszerte folya-
matosan emelkedik. Ezzel arédnyosan né az igény inzulinra
vagy inzulinszarmazékokra. Megoldandd feladat a Jjelenlegi
eljadrasoknak a hatdanyag hozamdra torténd optimalizalasa.
Az EP-B1 0 489 780 szamu eurdpail kozzétételi iratban inzu-
lin vagy szarmazékai el&dllitdsdra szolgald eljaréasrdl ad-
nak kitanitast. Az ebben ismertetett vektorok huméan inzulin
eldallitasdra szolgdlnak a pINT90d-plazmiddal vagy kiindu-
lasi plazmidként az EP-A 0 821 006 szamu eurdpai kdzzététe-
li iratban ismertetett pINT302d-plazmid készitéséhez, amely

egy His(B31)His(B32)Gly(A2l1)-inzulinszarmazék eldallitasara

Aktaszamunk: 96435-9449/SG



szolgdl, vagy az EP-A 0 885 961 szamu eurdpai kozzétételi
iratban ismertetett pINT329d-vektor készitéséhez, amely a
Lys (B3)Glu(B29)-inzulinszarmazék eldallitésara szolgal.

Felismertiik, hogy kiléntosen eldénydés proinzulin-
szarmazék az I &ltalédnos képletd vegyllet,

Fus-B(1-30) -RDVP-Y,-A(1-21) (I)

ahol

Fus Jjelentése adott esetben egy tetszés szerinti
szekvencia fuzidés része,

B(1-30) jelentése humédn inzulin B-lanca,

Y jelentése a C-termindlison bazisos aminosavval vég-
z6d6 aminosavlanc,

n 2 és 50 kozott valtozhat, és az Y-aminosavlanc
hosszat jelenti, és

A(1-21) jelentése human inzulin A-1lanca,

és az A- és/vagy a B-lancok aminosavak kicserélésé-
vel, delécidjaval és/vagy addicidjaval mdédosithatdk. Megle-
pé mdédon az inzulin A- illetéleg B-lancénak Osszedllitasa
utdn azoknak azonos és egymastdl eltérd, eldnyds tulajdon-
sadgai figyelhetdk meg.

Ha a humadn B-l4dncot a humédn A-lanccal az eldényds C-
peptiddel kotjiik Ossze, olyan proinzulin keletkezik, amely-
nek expresszidés hozama a vad tipusy proinzulinéhoz hasonld,
és amelynek inzulinnd torténdé enzimes feldolgozasa azonban
kédnnyebben irédnyithaté, oly mdébdon, hogy melléktermékként
nem keletkezik argininnel meghosszabbodott B-l4nc, amelyet
a gybdgyszerré torténd elddllitaskor el kell valasztani,

amely soran hozamveszteség lép fel.
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Ha a C-termindlison két hisztidinnel meghosszabbitott
B-l4dncot az A2l-helyzetben glicint tartalmazé human inzulin
A-lancaval a taldlmdny szerinti C-peptiddel kotjlk Ossze,
akkor koérilbeliil 20%-kal magasabb expresszidés hozamot ta-
pasztalunk a pINT90d-plazmiddal elérhetdé hozammal 6sszeha-
sonlitva, és csaknem OtszOr magasabb hozamot, mint amely a
pINT302d-plazmiddal nyerheté. Ezen kiviil az enzimes feldol-
gozas ugyanugy koénnyebben irdnyithatd, mint ezt az elbzbek-
ben ismertetettiik.

Ha egy Lys(B3)Glu(B29)-mbédositott B-lancot humén in-
zulin A-lancaval a mdédositott C-peptiden keresztill kotink
ossze, akkor a proinzulin-szarmazék jobb feltekeredési tu-
lajdonsagait figyelhetjik meg a pINT329d &ltal kdédolt
proinzulinnal 6sszehasonlitva. A nyers, fuzidés fehérje ho-
zama jobb, és ugyanolyan szintet ér el, mint amely pINT90d-
nél figyelhetdé meg. Ezen kiviil az enzimes feldolgozas is
egyszerUbb.

Egy eldényos megvaldésitdsi méd szerint az Uj C-peptid

aminosavszekvencidja a kovetkezéd:

CGCGATGTTCCTCAGGTGGAGCTGGGCGGGGGCCCTGGCGCAGGCAGCCTGCAGCCCTTG

R DV P Q VEL GG G?P GAG S L Q P L -

GCGCTGGAGGGGTCCCTGCAGAAGCGC (1. azonositdészamu szekvencia)

A L E G S L Q K R (2. azonositdészami szekvencia)
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Bemutatjuk a fent megadott C-peptidet kdédold, sok,
lehetséges DNS-szekvencia egyikét is.

A taldlmédny targyat képezi humdn inzulin vagy
inzulinanaldég I &ltalédnos képletd eldanyaga,

Fus-B(1-30) -RDVP-Y,-A(1-21) (I)

ahol

Fus Jjelentése adott esetben egy tetszés szerinti
szekvencia fuzids része,

B(1-30) jelentése humadn inzulin B-lanca,

Y jelentése a C-termindlison bazisos aminosavval vég-
z6d8 aminosavlanc,

n 2 és 50 kozott valtozhat, és az Y-aminosavlanc
hosszat jelenti, és

A(1-21) jelentése humén inzulin A-lanca,

és az A- és/vagy a B-lancok aminosavak kicserélésé-
vel, deléciéjaval és/vagy addicidéjaval mbébdosithatdk, és
ahol Y, eldénydsen humdn vagy majom eredetd inzulin C-
peptidjének 5-35 aminosavat jelenti, eldnydsebben, ahol Y,
humadn inzulin 11-35 aminosavat jelenti.

A taldlmény egy tovabbi targyat képezik az eldzdekben
ismertetett el8anyagok, ahol a humdn inzulin B-léancaban
Lys (B3)Glu(B29) médositasok taldlhatdk, vagy ahol a human
inzulin B- és A-ladnca His(B31)His(B32)Gly(A21) médo-
sitésokat tartalmaz.

A taldlmény targyat képezi tovabbéd az eldzbekben is-

mertetett eldanyagot kédold DNS.



A taladlmany targyat képezi tovabba az elbzbekben is-
mertetett eldanyagot kbédold DNS-t tartalmazd vektor, amely
elénydsen E. coli-ban torténd expresszidra alkalmas
expresszids vektor.

A taldlmany egy tovabbi targyat képezi az elézbekben
ismertetett vektort tartalmazd E. coli sejt.

A taldlmany targyat képezi tovabbad az elbzbekben is-
mertetett elSanyag el8adllitdsdra szolgald eljaréds, amely
soréan

a) az elbézbekben ismertetett DNS-t az el&zbekben is-
mertetett vektorba viszink,

b) az (a) lépés szerinti vektort E. coli sejtbe jut-
tatjuk,

c) az (a) lépés szerinti vektort tartalmazd, (b) 1lé-
pés szerinti E. coli sejtet expresszidra alkalmazzuk, és

d) az elbanyagot a tapkozegbdl izolaljuk.

A taldlmény targyat képezi tovabba eljaréds az eldzé-
ekben ismertetett DNS el$dllitdséra, amely sorén

a) humdn vagy majom eredetd inzulin cDNS-ébél kiin-
dulva PCR vagy mads, molekuldris bioldégiai technoldgidk se-
gitségével eldallitjuk ezt a DNS-t, és

b) izolé&ljuk.

A taldlmény targyat képezi tovabbad eljaras human in-
zulin vagy inzulinanaldég eldallitésara, amely soran

a) az eldzbekben ismertetett elbanyagot az elbzdbekben
ismertetett eljaras segitségével elballitjuk,

b) az (a) lépés szerinti elbanyag feltekeredését meg-

feleld korilmények kozott oly mdédon érjik el, hogy a di-



szulfidhidak a hum&n inzulinhoz hasonlé médon ki tudjanak
éplilni, és az RDVP-Y,-részt és adott esetben a Fus-sal je-
161t fuzids részt enzimesen eltavolitjuk, és

Cc) a humén inzulint vagy inzulinanaldégot tisztitjuk.

A taldlmény targyat képezi tovadbbad az el&z&ekben is-
mertetett elbanyag alkalmazasa inzulin vagy inzulinanaldg
eldallitasara, eldényésen az inzulin vagy inzulinanalég eld-
dllitasa az elbzbekben ismertetett eljdrds szerint torté-
nik.

A taldlmény targyat képezi tovabbad az eldzbekben is-
mertetett DNS alkalmazdsa az eléz8ekben ismertetett
eldanyag el&allitéaséra.

A taldlmény targyat képezi tovabba az eldzdekben is-
mertetett vektor alkalmazdsa az el&z8ekben ismertetett
elbéanyag eldallitéaséara.

A talédlmény targyat képezi tovdbbd az elbzd8ekben is-

mertetett E. coli sejt alkalmazdsa az el&z8ekben ismerte-

tett eldanyag elballitésara.

A talalmanyt az alébbi példadkkal szemléltetjiik, anél-
kil, hogy korlatozndk a taldlmény oltalmi korét.

1. példa

Proinzulin-szarmazékok expresszidja

Az expresszidét az EP-B1 0 489 780 szamu eurdpai kdz-
zétételi iratban leirtak szerint végezziik. Nagy térfogatban
torténd fermentacid esetén mdédositasok hajthatdk végre. Az
expresszidés aranyok Osszehasonlitdsdndl azonban mindig

ugyanazokat a korilményeket tartottuk be.

.
.
.



Nagyobb léptékd munkdkndl a kovetkezd, altalédnos fer-
mentdcibdés receptet alkalmaztuk, amelyet példaképpen 7,5 1li-
teres térfogatra ismertetiink:

Fermentéacidés térfogat: 7,5 1

Sterilizéacibés koriilmények: 121°C, 20 perc, pH 3,5,
sterilizdlds utén amménidval pH 7,0-re &llitjuk.

Fermentéacidés hémérséklet: 37°C

pH-szabalyozéds: pH 7,0, 25%-os ammbéniaoldattal bedl-

litva
Kevertetési fordulatszém: 1500 RPM
Levegbztetés: 15 N1/min (2 vvm)
Idétartam: kb. 24 éra
Rataplalés: 65%-0s gliikézt adagolunk

200 mmoll*h™' OTR-értéktsl allandd, 12 gl 'h™' aranyban.

El&étenyészet: inokulumampulléval rézatott tenyészetet
oltunk és 3-4 6ran keresztil 37°C-on, 250 RPM kevertetéssel
inkubadljuk OD Asso ~ 1 értékig.

Oltés: A fermentort korilbelil
40 ml elbétenyészettel oltjuk.

Indukcid: Asqo = 40 értéknél
40 mg/l (300 mg/fermentor) indol-propionsavat oldunk koril-
belil 10 ml vizes natrium-karbondt oldatban (0,17 g natri-
um-karbonattal).

N1 = normdl liter, vvm = térfogat/térfogat/perc és

OTR = oxigén &tadasi sebesség



Fermentéacibés té&pkozegek:

Recept szdma GAI 100/95-000: Tomeg g/l
glikdz-1-hidrat, D(+) min.80% 44
citromsav-1l-hidrat 3,48
ammédnium-szulfat, min. 95% 6,0
foszforsav, orto, 85% 2,99
dik&lium-hidrogénfoszfat 1,18
natrium-szul fat 3,0
magnézium-szulfat-7-hidrat, min 98% 2,0
vas (III)-szulfat x H,0 0,5
nyomelemoldat: RL 1/85-000 1,0 ml
tiamin-HC1 0,005
Desmophen 3600 0,5
Nyomelemoldat
RL 1/85-000 Témeqg g/l
réz(II)-szulfat-5-hidrat 1,6
kdlium-jodid 4,0
amménium-molibdat-4-hidréat 8,0
mangan (II)-szulfadt-1-hidrat 12,3
cink-szulfat-7-hidrat 16
bérsav 20
Tapkdzeg a radzatott lombikban

Tomeg g/1
élesztdkivonat 8,0
glikdz 1,0
natrium-klorid 3,5
kdlium-dihidrogénfoszféat 1,32
dikalium-hidrogénfoszfat 3,68



2. példa

Inzulin el&allitésa

Az inzulin el84llitédsa ismert eljardsok szerint tor-
ténik, mint példaul amelyeket az EP-B1 0 489 780 vagy az
EP-A 0 885 961 szamu eurdpai kozzétételi iratokban ismer-
tetnek vagy téargyalnak. A fuzidés fehérje feltekeredése és
feldolgozasa (,processzalddas”) elénydsen az EP-B1 0 668
282 szamu eurdpai kozzétételi iratban ismertetett eljaras
(1d. 2. példa) szerint torténik. Az EP 0 288 809 szamu eu-
roépai kozzétételi irat szerinti feltekeredés utén az iledék
a tovabbi feldolgozéds eldétt kiszilrhetd.

3. példa

A szarmazékolt C-lancu, humdn proinzulin B-RDVP C;;-

35-A vegyliletet kédold pINT358d-plazmid készitése

A plazmid el$&llitdsdhoz az EP-B1 0 489 780 szamu eu-
répai kozzétételi iratban ismertetett Tir- és Insull-
lancinditékat alkalmaztuk. Ezenkiviil két 0j lancindité-
szekvenciat is szintetizéltunk.

A PINT358fIII-lancindité szekvencidja a kovetkezd:

5’-CCC AAG ACC CGC GAT GTT CCT CAG GTG GAG CTG GGC GGG GGC CCT -3’ (3. a.sz.

B28 B29 B30 Arg Asp Val Pro Cll Cl2 Cl2 Cl14 Cl1l5 Cl6 Cl17 C18 (4. a.sz.)

A PINT358revII-lancindité szekvenciaja a kovetkezé:

5’ -CAGCTCCACCTGAGGAACATCGCGGGTCTTGGGTGTGTAG-3" (5. a.sz.)
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Mintaként a pINT90d-plazmid DNS-ével és a
Tir/PINT358revII- és Insull/PINT358fIII-lancinditéparokkal
az EP-B1 0 489 780 szamu eurdpai kozzétételi iratnak megfe-
lelden PCR-reakciét végzink. Mindkét reakcid termékeinek
egy kis részét egyesitjiik, és a Tir/Insull-lancinditépéarral
egy harmadik PCR-t végeziink. Ennek a reakcidnak a termékét
Sall/Ncol-enzimekkel emésztjik, és ennek a restrikciéds
emésztésnek a termékét tisztitds utédn az EP-B1 0 489 780
szamu eurdpai kozzétételi iratban ismertetett pINT91d-
plazmid Ncol/Sall-gyel felnyitott vektor-DNS-ébe épitjiik.
Az igy készitett plazmidot pINT358d-nek neveztiik. A szerke-
zetét DNS-szekvenciavizsgdlattal igazoljuk. Kompetens E.
coli sejteket transzformdlunk a plazmid-DNS-sel. A
proinzulin baktériumban térténd expresszidja az 1. példaban
ismertetettek szerint toérténik. A 2. példa szerinti felte-
keredés utéan kovetkezik a proinzulin enzimes atalakitésa
inzulinnd, majd tovabbi tisztitds az EP-B1 0 347 781 szamu
eurdpai kozzétételi irat szerint. A pINT90d-bdl levezetett
eljaréassal Osszehasonlitva az ioncseréld kromatogréfids lé-
pésben egy szélsé frakcid is nyerhetd, mivel ez nem szeny-
nyezett Arg(B3l)-inzulinnal.

4. példa
A pINT362d-plazmid elkészitése Lys(B3)Glu(B29)-RDVP-

Cii-3s—proinzulin eldallitaséhoz

A plazmid elkészitéséhez a pINT329d- és pINT358d-
plazmidok DNS-ét haszndljuk mintaként, és a Tir- és az

Insull-lancinditdékat alkalmazzuk. Ezenkiviil két Uj léncin-



- 11 -

ditét, a Salforward- és a 329rev-lancinditdékat is megszin-
tetizéaltuk.

A Salforward-lancinditd szekvencidja a kovetkezé:

5" -TACACACCCGAGACCCGCGATGTTCCTCAGG-3’ (6. azonositédszama

szekvencia)

A vastagon szedett szekvenciarészletek azt a szekven-
ciat jelzik, amely a pINT358d-plazmiddal hibridizal, mig a
tobbi rész a pINT329d-plazmid B-lancot kdédold részletének
szekvenciajaval homolég.

A 329rev-lancinditdé szekvenciaja a kovetkezé:

5’ -CCTGAGGAACATCGCGGGTCTCGGGTGTGTAG-3' (7. azonositdszamu

szekvencia)

A vastagon szedett részletek a B-lanc végét alkotd és
a pINT329d-plazmidban 1évé arginin triplettjét 1leiréd
antiszensz szallal homoldég szakaszt jelolik. A tObbi szek-
vencia a pINT358d-plazmiddal hibridizal. Két hosszabbitést
végeziink PCR-rel. Ehhez a pINT329d-plazmid DNS-e szolgél
mintaként a Tir/329rev-lancinditépéarokkal, és a pINT358d
DNS-e szolgdl mintaként a Salforward/Insull-lancinditépér
szamara.

Mindkét reakcidé olyan fragmenseket eredményez, ame-
lyek a Salforward-lancinditdé szekvencidjaval atfednek. Ily
médon a két fragmens egy harmadik PCR-1épéssel egyesithetd,

és Tir- és Insull-lancinditdékkal -egyetlen, az inzulin-



os osne oo
L) L
(X} o
L]

- 12 -

analdégot kdédold DNS-szekvenciavad illeszthetdk. Ezt a reak-
cidterméket Ncol/Sall restrikcidés enzimekkel hasitjuk, majd
véglil a pINT91d-bél szarmazd, Sall/Ncol-gyel felnyitott
vektorfragmensbe épitjik. E. coli K12 MM294 torzsének kom-
petens sejtjeit a megfeleld ligacidskeverékkel transzfor-
maljuk. A transzformdnsokbdl plazmid-DNS-t izoldlunk és
jellemzink. A megfeleld plazmid a pINT362d jelolést kapta.

Az expresszid utan a fuzids fehérjére a pINT90d-hez
hasonldé nyershozamot tapasztaltunk. A megfigyelt feltekere-
dési hozam a pINT329d-hez képest azonban koriilbeliil 40%-kal
magasabb.

A pINT362d altal kédolt fuzids fehérje szerkezete a
kovetkezd:
MATTSTGNSAR FVKQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPET RDVPQVELGGGPG

Fuzidés rész B-1lanc C-1lanc

AGSLQPLALEGSLQKR GIVEQCCTSICSLYQLENYCN (8. a.sz.)

C-lanc (folyt.) A-1lanc
5. példa
A pINT349d-plazmid készitése His (B31) -

His (B32)Gly(A21) -RDVP-C;;-3s—proinzulin el$4llitasdhoz

El8sz6r is a pINT140d-plazmidot &llitjuk eld, amely-
nek DNS-e a Gly(A21l)-inzulin inzulinanaldgot kdédolja.

Ehhez a PCR-hez torténd alkalmazashoz lancinditéként
két oligonukleotid szilikséges.

A Tir-oligonukleotidot szensz, a 140drev-oligo-

nukleotidot antiszensz lancinditdéként alkalmazzuk.
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140drev 5'-AAAGGTCGACTATTAGCCGCAGTA-3' (9. a.sz.)
Stop Stop Gly Cys Tyr

A21 A21 A1l9

Mindkét 1lancinditét hagyomanyos PCR-ben alkalmazzuk
pINT90d-plazmid DNS-ével. A reakcidterméket az EP-B1 0 489
780 szaml eurdpai kozzétételi irat szerint Ncol és Sall
restrikcidés enzimekkel emésztjik, és véglil a megfelelden
felnyitott pINT69d-vektorba épitjik. Igy kapjuk a pINT140d-
plazmidot, amelyet E. coli K12 MM294 torzsébe t&rténd
transzformdcidé wutan visszaizoldlunk, és restrikciés és
szekvenciavizsgalattal jellemziink.

A pINT140d-plazmid DNS-ébdél kiindulva két PCR-
reakcidét végziink. Az elsS reakcidhoz a Tir-lancinditét al-
kalmazzuk és forditott lancinditédként a kovetkezd szekven-

cidju PINT349a-t:

Val Gln Pro Val Asp Arg His His Thr Lys Pro Thr Tyr (10. a.sz.)
5" -CACCTGAGGAACATCGCGGTGGTGGGTCTTGGGTGTGTAG-3’ (11. a.sz.)

cl2 C11* * * * * B30 B29 B28 B27 B26

A csillaggal Jjeldlt szekvencidk az WUjonnan bevitt
aminosavak kodonjait mutatjék.
A masodik PCR-reakcidét az Insull- és PINT349b-

lancinditékkal hajtjuk végre.
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A PINT349-1lancinditdé szekvencidja a kovetkezd:

Pro Lys Thr His His Arg Asp Val Pro Gln Val Glu Leu (12. a.sz.)
5’ -ACCCAAGACCCACCACCGCGATGTTCCTCAGGTGGAGCTG-3’ (13. a.sz.)

B28 B29 B30* * * * % Cl1 Cl2 C13 Cl4

A DNS-szekvencia 34. helyzetétél az 1. helyzetéig a
léncindité komplementer a PINT349a-val. A két PCR-reakcid
termékei egy harmadik PCR-reakcidéban a Tir- és az Insull-
léncinditdkkal a kivant proinzulin-szarmazékot kédold DNS-
fragmenssé &allithatdék Ossze. Ennek a reakcidénak a termékét
az el&zbekben ismertetettek szerint NcoI- és Sall-
enzimekkel emésztjuk, és az ezekkel az enzimekkel felnyi-
tott pINTS91ld-vektorfragmensbe épitjik, és E. coli Kl2 tor-
zsébe transzformadljuk. A transzformadnsokbdél a plazmidok
jellemzése utédn kapott, megfeleld plazmidkonstrukcidkat
pINT349d-nek jeloltik.

A fuzidés fehérje vizsgdlatdval a fuzidés fehérje hoza-
ménak nyilvanvald emelkedését tapasztaljuk. A hozam meglepd
médon korilbelil 20%-kal magasabb, mint amely pINT90d-
plazmiddal elérhetd, és korilbeliil Otszor magasabb, mint a
pINT30d-plazmiddal kaphaté hozam. A feltekeredési arény a
pINT90d &ltal kédolt, majom eredetl proinzulinndl elérhetd

aradnnyal Osszehasonlithaté.
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SZEKVENCIALISTA
(210) 1
(211) 87
(212) DNS
(213) mesterséges szekvencia
(220)
(223) A mesterséges szekvencia leirasa: C-peptid-

varianst koédold DNS
(400) 1

cgcgatgttc ctcaggtgga gctgggcggg ggccctggcg caggcagcct gcagcccttg 60

gcgctggagg ggtccctgca gaagcgce 87

(210) 2

(211) 29

(212) PRT

(213) mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirasa: C-Pep-inzulin
varians

(400) 2

Arg Asp Val Pro Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser
1 5 10 15
Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg

20 25
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(210) 3

(211) 45

(212) DNS

(213) mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirédsa: PINT 358fIII
ladncindité

(400) 3

cccaagaccc gcgatgttcc tcaggtggag ctgggcgggg gccct 45

(210) 4

(211) 4

(212) PRT

(213) mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirasa: PINT 358fIII-
b8l szarmazd fehérjerész szekvenciédja

(400) 4

Arg Asp Val Pro

1

(210)
(211)
(212)

(213)

5
40
DNS

mesterséges szekvencia
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(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirésa:
léncindité

(400) 5

cagctccacc tgaggaacat cgcgggtctt gggtgtgtag

(210) 6

(211) 31

(212) DNS

(213) mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirésa:
lancinditd

(400) 6

tacacacccg agacccgcga tgttcctcag g

(210) 7

(211) 32

(212) DNS

(213) mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirésa:
indité

(400) 7

cctgaggaac atcgcgggtc tcgggtgtgt ag

PINT 358revII

40

Sal ,eldre”

329rev lanc-

32

L3
L]



(210)

(211)

(212)

(213)

(220)

(223)

(400)

Met
1

Leu

Arg

Leu

Gly

65

Cys

Ala

Cys

Gly

Gly

50

Ser

Ser

(210)

(211)

(212)

(213)

8

9

1

PRT

18 -

mesterséges szekvencia

A

mesterséges

prekurzor-varians

8

Thr

Gly

Phe

35

Gly

Leu

Leu

9

2

Thr

Ser

20

Phe

Gly

Gln

Thr

4

DNS

Ser

His

Tyr

Pro

Lys

Gln

85

Thr Gly Asn

Leu Val Glu

Thr Pro Glu
40
Gly Ala Gly
55
Arg Gly Ile
70

Leu Glu Asn

Ser

Ala

25

Thr

Ser

Val

Tyr

mesterséges szekvencia

Ala

10

Leu

Arg

Leu

Glu

Cys

90

szekvencia

Arg

Tyr

Asp

Gln

Gln

75

Asn

leiréasa:

Phe

Leu

Val

Pro

60

Cys

Val

val

Pro

45

Leu

Cys

Lys Gln

15

Cys Gly
30

Gln Val

Ala Leu

Thr Ser

inzulin-

His

Glu

Glu

Glu

Ile

80
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(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirasa: 140drev lé&ncin-
dito

(400) 9

aaaggtcgac tattagccgc agta 24

(210) 10

(211) 13

(212) PRT

(213) mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirdsa: PINT 349a-bél
szarmazbd fehérjerész szekvenciédja

(400) 10

Val Gln Pro Val Asp Arg His His Thr Lys Pro Thr Tyr

1 5 10

(210) 11

(211) 40

(212) DNS

(213) mesterséges szekvencila

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirdsa: 349a lancindité
(400) 11

cacctgagga acatcgcggt ggtgggtctt gggtgtgtag 40
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(210) 12

(211) 13

(212) PRT

(213) mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirdsa: PINT 349b-bél

szadrmaz6 fehérjerész szekvenciédja
(400) 12

Pro Lys Thr His His Arg Asp Val Pro Gln Val Glu Leu

1 5 10

(210) 13

(211) 40

(212) DNS

(213) mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirasa: PINT 349b lanc-
inditoé

(400) 13

acccaagacc caccaccgcg atgttcctca ggtggagctg 40
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SZABADAIMI IGENYPONTOK

1. Humén inzulin vagy 1inzulinanalégok eldanyaga,
amely (I) Altalanos képletd

Fus-B(1-30) -RDVP-Y,-A(1-21) (1)

ahol a képletben

Fus adott esetben van jelen és Jjelentése egy tetszés
szerinti szekvencia fuzids része,

B(1-30) jelentése humadn inzulin B-lanca

Y jelentése a C-termindlison bazisos aminosavval vég-
z6dé aminosavlénc,

n 2 és 50 kodzoétt valtozhat, és az Y-aminosavléanc
hosszat jelenti, és

A(1-21) jelentése humén inzulin A-léanca,

és az A- és/vagy a B-lancok aminosavak kicserélésé-
vel, delécidjaval és/vagy addicidjaval mdédosithatodk.

2. Az 1. igénypont szerinti eldanyag, ahol a képlet-
ben Y, human vagy majom eredetd inzulin C-peptidjének 5-35
aminosavat jelenti.

3. Az 1. igénypont szerinti el&anyag, ahol a képlet-
ben Y, humdn inzulin 11-35 aminosavat jelenti.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eldanyag,
amelyben a humdn inzulin B-lanca Lys(B3)Glu(B29) médosita-
sokat tartalmaz.

5. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eldanyagq,
amelyben a human inzulin B- és A-léanca

His (B31)His (B32)Gly (A21) mbédositasokat tartalmaz.



- 22 -

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eldanyagot
kédold DNS.

7. A 6. igénypont szerinti DNS-t tartalmazdé vektor.

8. A 7. igénypont szerinti vektor, amely E. coliban
torténd expresszidra alkalmas expresszids vektor.

9. A 8. igénypont szerinti vektort tartalmazd E. coli
sejt.

10. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti elSanyag
eldallitésédra szolgdld eljarés, azzal jellemezve, hogy

a) a 6. igénypont szerinti DNS-t a 7. igénypont sze-
rinti vektorba vissziik be,

b) az (a) lépés szerinti vektort E. coli sejtbe jut-
tatjuk,

c) az (a) lépés szerinti vektort tartalmazéd, (b) 1lé-
pés szerinti E. coli sejtet expresszidra alkalmazzuk, és

d) az elbanyagot a tenyészet tapkozegébdl izolaljuk.

11. A 6. igénypont szerinti DNS el&&llitésara szolga-
16 eljéaras, azzal jellemezve, hogy

a) humdn vagy majom eredetd inzulin cDNS-ébdl kiin-
dulva PCR vagy més, molekuldris bioldégiai technoldgia se-
gitségével létrehozzuk a 6. igénypont szerinti DNS-t, és

b) izoléaljuk.

12. Hum&n inzulin vagy inzulinanaldég eldallitéaséara
szolgald eljarés, azzal jellemezve, hogy

a) a 10. igénypont szerinti eljadréssal eldallitunk

egy eldanyagot,

LYY

eve
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b) az (a) lépés szerinti eldanyag feltekeredését al-
kalmas korulmények kozott ugy érjik el, hogy a diszulfidhi-
dak a hum&n inzulinhoz hasonldbéan ki tudnak alakulni, és az
RDVP-Y,-részt és adott esetben a Fus-sal 3jelolt fuziéds
részt enzimesen eltavolitjuk, és

c) a humdn inzulint vagy inzulinanaldégot tisztitjuk.

13. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eld&anyag
alkalmazédsa inzulin vagy inzulinanaldég el&allitéséra.

14. A 13. igénypont szerinti alkalmazas, ahol az in-
zulin vagy inzulinanaldg elballitdsa a 12. igénypont sze-
rinti eljarassal torténik.

15. A 6. igénypont szerinti DNS alkalmazdsa az 1-5.
igénypontok barmelyike szerinti el&anyag eléadllitéséara.

16. A 8. igénypont szerinti vektor alkalmazédsa az 1-
5. igénypontok barmelyike szerinti eldanyag elballitéaséra.

17. A 9. igénypont szerinti E. coli sejt alkalmazasa
az 1-5. igénypontok béarmelyike szerinti elSanyag elSalli-
taséara.

18. A 15., 16. vagy 17. igénypontok szerinti alkalma-
zas, ahol az el&anyag elballitdsa a 10. igénypont szerinti

eljaréassal torténik.

A meghatalmazott:
DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

S 1\
2ILSQJLkQ Dr. Svingor Adam

fﬁiiAﬁ**” szabadalmi tgyvivd
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