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Eljaras élesztében javitott fermentaciés hozammal rendelkez6 in-

zulin prekurzorok és inzulin prekurzor analégok eléallitasara
KIVONAT

A talalmany targyat 4j inzulin prekurzorok vagy inzulin
prekurzor analégok képezik, amik elénydsen maximum 15 ami-
nosav csoportbol allo 6sszeko6to peptidet (mini C-peptid) tartal-
maznak, amikben legalabb egy Gly csoport van. A prekurzorok
human inzulinna vagy human  inzulin prekurzorra
konvertalhatok. A prekurzorokban a B27 (CG2 atom) és az Al

(CA atom) ko6zo6tti tavolsag 5 Angstromnél kevesebb.
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Eljaras élesztében javitott fermentaciés hozammal rendelkezo in-

zulin prekurzorok és inzulin prekurzor analégok eldallitasara

Az éleszté szervezetek nagyszamu fehérjét termelnek,
amiknek a sejten kiviil van funkciéja. Az ilyen fehérjéket nevezik
szekretalt fehérjéknek. Ezek a szekretalt fehérjék el6szor a sejten
belill expresszalédnak prekurzor vagy pre-formaban, ami egy
pre-peptid szekvenciat tartalmaz, biztositva az expresszalt
termék hatékony iranyitasat az endoplazmatikus retikulum
membranjan keresztil (transzlokacid). A pre-peptid, normalis k-
rulmények kozott szignalpeptidnek nevezik, a transzlokacio
soran altalaban lehasad a kivant termékrél. Ha egyszer belépett
a szekrécios bioszintézis utba, a fehérje a Golgi berendezésbe
transzportalodik. A Golgi berendezésbdl a fehérje kiuillénbozo
utakat kovethet, amik kompartmentekbe, azaz példaul a sejt
vakudélumaba vagy a sejtmembranba juttathatjak, vagy kijuthat a
sejtbdl, ezzel a kulsé kozegbe szekretalodik [Pfeffer és mtsai:
Annu. Rev. Biochem. 56, 829-852 (1987)).

Az inzulin a hasnyalmirigy altal szekretalt polipeptid hor-
mon, és két, A és B polipeptid lancbdl all, amiket a lancok kézotti
diszulfid hidak koétnek Ossze. Az A lanc emellett tartalmaz egy
lancon beluli diszulfid hidat.

A hormon egylancu prekurzor proinzulin (preproinzulin)

formajaban szintetizalodik, ami tartalmaz egy 24 aminosavbol



allo prepeptidet, ezt koéveti a proinzulin 86 aminosava, a
kévetkezé konfiguracioban: prepeptid - B- Arg Arg - Lys Arg -A,
amiben egy 31 aminosavbol allé 6sszekotd peptid. Az Arg-Arg és
a Lys-Arg hasitasi helyek, ahol az 6sszek6td peptid hasad le az A
¢és B lancokroél.

Harom {6 modszert hasznalnak a human inzulin mikroor-
ganizmusokban valo eléallitasara. Ketté Escherichia coli-t hasz-
nal, és vagy egy nagy fuziés fehérjét expresszal a citoplazmaban
[Frank és mtsai: In: Peptides: Proceedings of the 7th American
Peptide Chemistry Symposium, 729-739. oldal, szerk.: Rich &
Gross, Pierce Chemical Co., Rockford, IL (1981)], vagy szignal-
peptidet hasznal, ami lehetévé teszi a periplazmatikus térbe valé
szekréciot [Chen és mtsai: Proceedings of the National Academy
of Sciences, USA 78, 5401-5404 (1981)]. A harmadik moédszer
Saccharomyces cerevisiae-t hasznal inzulin prekurzornak a tapta-
lajba valé expresszalasara [Thim és mtsai: Proceedings of the
National Academy of Sciences, USA 83, 6766-6770 (1986)]. A
szakirodalomban korabban leirtak korlatozott szamu inzulin pre-
kurzort, amiket vagy Escherichia coli-ban vagy Saccharomyces
cerevisiae-ben  expresszaltak [5,962,267 szamu Amerikai
Egyesult Allamok-beli szabadalmi leiras, WO 95/16078, EP
0055945, EP 0163529, EP 0347845 és EP 0741188 szamu
szabadalmi leiras].

A jelen talalmany szerinti 6sszek6téd peptidek legalabb egy
aromas aminosavat tartalmaznak (Phe, Trp vagy Tyr), és altala-

ban roévidebbek mint a természetes human C peptid, ami - bele-



értve a kétbazisos hasitasi helyeket - 35 aminosavbadl all. Tehat
az j 0sszekoté peptidek altalaban maximum 15 aminosav cso-
portbdl allnak, elénydsen nem tébb mint 9 aminosavbol. Az Gj
O0sszekoté peptidek tipikus esetben maximum 7 vagy S5 aminosav
csoportot tartalmaznak, elényésen nem tébb mint 4 aminosav
csoportot.

Ugyanuigy, mint a természetes human inzulin molekulaban,
az Osszekoté peptid tartalmaz egy hasitasi helyet a C-termina-
lisan és az N-terminalisan, ami lehetévé teszi az 6sszek6té peptid
in vitro lehasitasat az A és B lancrél. Az ilyen hasitasi hely lehet
barmilyen, a szakteruleten ismert hasitasi hely, azaz példaul egy
bromciannal hasithaté Met; egyetlen bazikus aminosav csoport,
vagy bazikus aminosav csoport par (Lys vagy Arg), ami
tripszinnel vagy tripszin-szerl proteazokkal hasithatd; az
Achromobacter lyticus proteazzal vagy egy karboxipeptidaz prote-
azzal. Az 0sszeko6t6é peptidnek A lancrél valé lehasitasat lehetévé
tevé hasitasi hely elénydsen egyetlen bazikus aminosav csoport,
azaz Lys vagy Arg, elényosen Lys.

Egy masik valtozat szerint az 6sszekété peptidnek a B lanc-
rél vald lehasitasat a B lancban természetesen eléfordulé LysB29
aminosavnal valo hasitas teszi lehetéve, ezzel egy desB30 inzulin
prekurzort vagy desB30 inzulin prekurzor analégot eredményez-
ve. A kivant B30 aminosavat azutan hozzaadhatjuk jé6l ismert, in
vitro enzimatikus eljarasokkal.

Az egyik megvalositasi mod szerint az dsszekoté peptid nem

tartalmaz két szomszédos bazikus aminosav csoportot (LysArg).
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Ebben a megvalositasi modban az A-lancrél valé lehasitast
egyetlen, az A lanc N-terminalisan elhelyezked Lys vagy Arg cso-
portnal, és a B lancban természetes korulmények koézott a B29
pozicidban talalhato Lys csoportnal hajthatjuk végre.

Az 6sszeko6td peptid egynél tébb Gly csoportot tartalmazhat,
de elény6sen 6tné€l nem tobbet. Az 0sszek6té peptid elénydsen
nem tartalmaz haromnal tébb Gly csoportot, és legelénydsebben
csak egyetlen Gly csoportot tartalmaz. A Gly csoport az A lanc
szomszédsagaban levé hasitasi helyhez viszonyitva N-terminalis
poziciéban lehet.

Emellett tipikus esetben a B27 (CG2 atom) az Al-hez (CA
atom) viszonyitva kisebb mint 5 Angstrém tavolsagban van.

Ennek megfeleléen a jelen taldlmany targyat olyan inzulin
prekurzorok vagy inzulin prekurzor analogok képezik, amik az A
és B lancrol lehasithatdé 0Osszekété peptidet (C-peptid) tartal-
maznak, ami legalabb egy Gly csoportot tartalmaz, és a B27
(CG2 atom) az Al-hez (CA atom) viszonyitva kisebb mint 5
Angstrém tavolsagban van.

A jelen talalmany targyat tovabba inzulin prekurzorok vagy
inzulin prekurzor analoégok képezik, amik olyan G6sszek6td
peptidet (C-peptid) tartalmaznak, ami lehasithaté6 az A és B
lancrdl, és legalabb egy Gly aminosav csoportot és egy olyan ha-
sitasi helyet tartalmaz, ami e peptidkotést az A lanc és az 6ssze-
koté peptid kozott elhasitja, €s egy aromas Gly csoport kézvet-
lentil N-terminalis pozicidban van az emlitett hasitasi helyhez

viszonyitva.



A jelen talalmany targyat tovabba inzulin prekurzorok vagy
inzulin prekurzor analogok képezik, amik olyan Osszekotéd
peptidet (C-peptid) tartalmaznak, ami lehasithato az A és B lanc-
rol, és legalabb egy Gly aminosav csoportot tartalmaz, és maxi-
mum 6 aminosav hossziisagu.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba az olyan inzulin
prekurzorok vagy inzulin prekurzor analégok, amik az alabbi al-
talanos képlettel irhatok le:

B(1-27)-X3-X2-X1-Y-A(1-21)
amiben

X1 jelentése egy 1-5 aminosavbol allo peptid-szekvencia,
ami egy Gly aminosav csoportot tartalmaz,

X2 jelentése Pro, Asp, Ala, Arg vagy Pro-Thr a B lanc 29-es

ban, és

Y jelentése Lys vagy Arg.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba az olyan inzulin
prekurzorok vagy inzulin prekurzor analégok, amik az alabbi al-
talanos képlettel irhatok le: |

B(1-27)-X3-X2-X1-Y-A(1-21),

és amikben X; egy Gly aminosav csoportot tartalmaz az Y-
hoz viszonyitva koézvetlentl N-terminalis poziciéban,
amiben

X1 jelentése egy 1-5 aminosavbol allo peptid-szekvencia,

ami egy Gly aminosav csoportot tartalmaz,
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X3 jelentése Pro, Asp, Lys vagy lle a B lanc 28-as poziciéja-
ban, és

Y jelentése Lys vagy Arg.

Az egyik megvalositasi mod szerint X; 1-15, 1-10, 1-8, 1-5
vagy 1-3 aminosav csoportbdl all.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba az olyan inzulin
prekurzorok vagy inzulin prekurzor analégok, amik az alabbi al-
talanos képlettel irhatok le:

B(1-27)-X3-X2-X1-Y-A(1-21),

és amikben X legalabb egy Gly aminosav csoportot tartal-

maz,

X2 jelentése Pro, Asp, Ala, Arg vagy Pro-Thr a B lanc 29-es
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X3 jelentése Pro, Asp, Lys vagy Ile a B lanc 28-as poziciéja-
ban, és

Y jelentése Lys vagy Arg,

és amiben a B27-nek (CG2 atom) az Al-t6l (CA atom)
tavolsaga kisebb mint 5 Angstréom.

Ebben a megvalositasi modban X, tipikus esetben 1-15, 1-
10, 1-9, 1-8, 1-5, 1-4 vagy 1-3 aminosav csoportbdél all.

A fenti képletben X; tipikus esetben 1-5, elénydsen 1-3 és

legelénydsebben csak egy Gly molekulat tartalmaz.
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Az Xi-ben levd aminosav csoport lehet barmilyen kédolhaté
aminosav csoport, és lehet azonos vagy eltérd, azzal a feltétellel,
hogy Xi-ben legalabb egy aminosav csoport Gly.

Az egyik megvalositasi méd szerint X3 jelentése Asp és Xo
jelentése Lys. Ez a megvalositasi moéd magaban foglalja azokat az
inzulin prekurzor analdégokat, amik egy Asp csoportot tartal-
jelolést kapja). Egy masik megvaldsitasi mod szerint Xz jelentése
Lys, X3 jelentése Pro. Egy tovabbi megvalositasi mod szerint az
X1-Y szekvenciat az alabbi csoportbdl valasztjuk ki:

a) Glu-Glu-Gly-Lys (1. szamu szekvencia)

b) Glu-Gly-Lys

c) Ser-Gly-Lys

d) Asn-Gly-Lys

e) Thr-Gly-Lys

f) Asp-Gly-Lys

g) Met-Gly-Lys

h) Ala-Gly-Lys

i) His-Gly-Lys

) Gly-Lys

Egy tovabbi megvalositasi mod szerint X; 1-3 aminosav cso-
portbdl all; Xs jelentése Lys, X2 jelentése Pro. Egy tovabbi megva-
l6sitasi mod szerint X; 1-3 aminosav csoportbdl all; Xs jelentése
Asp, X2 jelentése Lys. Egy tovabbi megvaldsitasi mod szerint Xo
jelentése Pro, X3 jelentése Lys, €s X; jelentése 1-2 aminosav cso-

port, amik kézul az egyik Trp vagy Phe.



Egy tovabbi megvaldsitasi moéd szerint X3 jelentése Lys, Xa
jelentése Pro-Thr, és X; maximum 15 aminosav csoportot tartal-
maz, amibdl legalabb az egyik Gly. Ebben a megvaldsitasi
modban Xi tartalmaz egy hasitasi helyet a C-terminalison, azaz
példaul egy monobazisos vagy dibazisos (Lys, Arg) hasitasi helyet.

Egy specifikus megvalositasi mod szerint a mini C-peptid a
Glu-Gly-Lys, Asn-Gly-Lys vagy Asp-Gly-Lys szekvenciat tartal-
mazza.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba azok a polinuk-
leotid szekvenciak, amik az igénypontokban szereplé inzulin pre-
kurzorokat vagy inzulin prekurzor analégokat kodoljak. A jelen
talalmany targyat képezik tovabba azok a vektorok, amik ezeket
a polinukleotid szekvenciakat tartalmazzak, valamint az ilyen
polinukleotid szekvenciakat vagy vektorokat tartalmazé gazda-
sejtek.

A jelen talalmany targya tovabba eljaras inzulin prekur-
zorok vagy inzulin prekurzor analégok eléallitasara egy gazda-
sejtben, azzal jellemezve, hogy az emlitett eljarasban a kévetkezé
lépéseket alkalmazzuk:

a) a talalmany szerinti inzulin prekurzorokat vagy inzulin
prekurzor analogokat kodolo polinukleotid szekvenciat
tartalmaz6 gazdasejtet az emlitett prekurzor vagy pre-
kurzor analég expressziojahoz szilkséges korulmények
ko6zott tenyésztjuk; és

b) a prekurzort vagy prekurzor analdgot izolaljuk a te-

nyészté taptalajbol



A jelen talalmany targya tovabba eljaras inzulin vagy inzu-
lin analog eléallitasara egy gazdasejtben, azzal jellemezve, hogy
az alabbi lépéseket alkalmazzuk:

a) a talalmany szerinti inzulin prekurzorokat vagy inzu-
lin prekurzor analégokat kodolo polinukleotid szek-
venciat tartalmazo gazdasejtet az emlitett prekurzor
vagy prekurzor analdg expressziojahoz sziikséges ko-
rulmények k6zitt tenyésztjuk;

b) a prekurzort vagy prekurzor analégot izolaljuk a te-
nyészté taptalajbol; és

c) a prekurzort vagy a prekurzor analdgot inzulinna vagy
inzulin analégga konvertaljuk egy in vitro enzimatikus
konverziés eljarassal.

A jelen talalmany egyik megvalositasi modja szerint a gaz-
dasejt éleszté gazdasejt, egy tovabbi megvalositasi mod szerint a
gazdasejt a Saccharomyces nembe tartozik. Egy tovabbi megvalo-
sitasi moéd szerint az élesztd gazdasejt a Saccharomyces
cerevisiae.

Egy rokon megvalésitasi mod szerint egy inzulin prekurzor
vagy egy inzulin prekurzor analég egy mini C-peptidet tartalmaz,
amiben a C-peptid aminosav csoportjai elég flexibilitassal rendel-
keznek ahhoz, hogy a C-peptid szamos geometriai elrendez6édést
vegyen fel, hogy kialakuljon a B27 CG2 és az A1 CA kozétti, 1
Angstromnél kisebb atomtavolsag.

Az alabbiakban réviden ismertetjiik a mellékelt abrakat.



Az 1. abra a LA19-vezér-EEAEAEAEPK (2. szamu szekven-
cia)-IP(AlaAlaLys) fazios fehérjét kodoléo pAK721 Saccharomyces
cerevisiae expresszios plazmidot mutatja be.

A 2. abran a kodolt fuzios fehérje a pAK1150 plazmid 4. és
5. szamu szekvencia) (a-faktor-vezér-EEAEAEAEPK (3. szamu
szekvencia)-AspB28 [P rész DNS szekvenciajat, és az ebbél ki-
kovetkeztetett aminosav szekvenciajat mutatjuk be, amit polime-
raz lancreakcié templatként hasznalunk.

A 3. abran az AspB28[P(GluTrpLys) faziés fehérjét kodolo
DNS szekvencia lathat6 egy szintetikus mini AspGlyLys (DGK) C-
peptiddel, amit randomizéalt optimalizacioval allitottunk elé (6. és
7. szamu szekvencia). A mini C-peptidet (EWK) alahtzassal jelo-
juk.

A 4. abra az AspB28[P(AspGlyLys) oldatban felvett strukta-
rajat mutatja, 20 konvergens struktira egyuttes gerincvonala-
ként.

Az 5. abra az AspB28IP(AspGlyLys) szalag-prezentacidja. Az
abrat MOLSCRIPT programmal allitottuk elé [Kraulis: J. Appl.
Crystallog. 24, 946-950 (1991)]. Az aminosavak jel6lése a kovet-
kez6: B1-B29 (B lanc), 1-29-es sorszamot kapjak, a C1-C1 cso-
portok (6sszekoété peptid) a 30-32-es sorszamot kapjak, és az Al-
A21 csoportok (A lanc) sorszama 33-53.

A 6. abra az AspB28]P(AspGlylLys) ID proton NMR spekt-
ruma, 27 °C-on felvéve 1 mmol/1 koncentraciéban, 10%/90%

D20 /H2>0-ban, 10 mmol/1 foszfat pufferrel (pH=8,0).
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A 7. abra a YAP3-TA39-GluGluGlyGluProLys(8. szamu
szekvencia)-AspB28]P fuziés fehérjét egy szintetikus mini
AspGlyLys (DGK) C-peptiddel (9. és 10. szamu szekvencia) exp-
resszalé expresszios kazetta DNS és kikévetkeztetett aminosav
szekvenciaja.

A 8. abra a YAP3-TAS7- GluGluGlyGluProLys (8. szamu
szekvencia)-AspB28]P fuziés fehérjét egy szintetikus mini
AspGlyLys (DGK) C-peptiddel (11. és 12. szamu szekvencia) exp-
resszalé expresszios kazetta DNS és kikovetkeztetett aminosav
szekvenciaja.

Az ,6sszekots peptid” vagy ,C-peptid” szakkifejezés egy egy-
lanca preproinzulin molekula B-C-A polipeptid szekvenciaja ,,C”

egységét jelenti. Pontosabban, a természetes inzulin lancban, a

« e s

itt ismertetettek, a B29-et vagy a B30-at koéti 6ssze az Al-gyel,
szekvenciaja és hossza eltér a természetes C-peptidétél.

Az ,IP” kifejezés jelentése egylancu inzulin prekurzor, ami-
ben az inzulin desB30 lancat az A lancaval koti 6ssze az 6sszeko-
t6 peptiden keresztiil. Az egylancu inzulin prekurzor helyesen po-
zicionalt diszulfid-hidakat (harmat) tartalmaz, mint a human in-
zulinban.

A ,desB30” vagy ,B(1-29)” kifejezés olyan természetes inzu-
lin B lancot jelent, amibdl hianyzik a B30 aminosav csoport, az
LA(1-21)” kifejezés jelentése a természetes inzulin A lanc, a ,B(1-

27)” kifejezés jelentése olyan természetes B lanc, amibél hianyzik
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a B28, B29 és B30 aminosav csoport; az ,AspB28]P” kifejezés je-
lentése egylancu inzulin prekurzor, amiben a B lanc 28-as pozi-
cigjaban aszparaginsav van, €s nincs benne C-peptid (a B29 az
Al-hez kapcsolédik). A mini C-peptidet és aminosav szekven-
ciajat a harombetlis aminosav kédban mutatjuk be, az IP utan
zargjelben; tehat az ,AspB28]P(MetTrpLys)” kifejezés egylancu in-
sav csoport van, €s egy Met-Trp-Lys mini C-peptid kapcsolja a
B29-et az Al-hez.

Az ,inzulin prekurzor” szakkifejezés jelentése egylancu poli-
peptid, ami egy vagy tobb kémiai és/vagy enzimatikus eljarassal
human inzulinna alakithato.

Az ,inzulin prekurzor anal6g” szakkifejezés olyan jelentése
inzulin prekurzor molekula, ami a human inzulin molekuldhoz
viszonyitva egy vagy toébb mutaciot, helyettesitést, deléciot
és/vagy addiciot tartalmaz az A és/vagy B aminosav lancokban.
Az inzulin analégok elénydsen olyanok, amikben egy vagy tébb
természetes aminosav csoportot, elénydésen egyet, kettét vagy
harmat egy masik, kédolhaté aminosav csoporttal helyettesitiink.
Az egyik megvalositasi mod szerint a jelen talalmany targyat
olyan analdég molekulak képezik, amiknek a B lanca természetes
human inzulin molekulahoz viszonyitva a 28-as pozicibban meg
van valtoztatva. Ebben a megvaldsitasi médban a 28-as poziciét a
természetes Pro csoportrol Asp-ra, Lys-re vagy Ile-re modositjuk.
Egy elényben részesitett megvalositasi mod szerint a B28-as po-

zicioban levé természetes Pro csoportot Asp csoportra modo-
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sitjuk. Egy masik megvalésitasi mod szerint a B29-es poziciéban
levé Lys csoportot Pro-ra valtoztatjuk; emellett az A21 pozicidban
levdé Asn csoportot Ala, Gln, Glu, Gly, His, Ile, Leu, Met, Ser, Thr,
Trp, Tyr vagy Val csoportra valtoztathatjuk, féleg Gly, Ala, Ser
vagy Thr csoportra, elénydésen Gly csoportra. Emellett a B3 pozi-
ciéban levé Asn csoportot Lys csoportra moédositjuk. Az inzulin
prekurzor analégok tovabbi példai a des(B30) human inzulin, az
olyan inzulin analégok, amikbél a PheBl csoportot kivagtuk; az
olyan inzulin analégok, amikben az A lanc és/vagy a B lanc N-
terminalis extenziét hordoz, és az olyan inzulin anal6gok,
amikben az A lanc és/vagy a B lanc C-terminalis extenziét hor-
doz. Ekkor egy vagy tobb Arg csoportot adhatunk a Bl pozi-
ciohoz.

A ,kozvetlentil N-terminalis” szakkifejezés azt a helyzetet il-
lusztralja, amiben egy aminosav csoportot vagy peptidet egy pep-
tidkotéssel kozvetlentil a C-terminalisan keresztul egy masik
aminosav csoport vagy aminosav szekvencia N-terminalisdhoz
kapcsolunk.

Ebben a szovegOsszefliggésben az ,inzulin funkcionalis
analdgja” és hasonlé szakkifejezés azt jelenti, hogy a szoban forgé
polipeptidnek a természetes human inzulinéhoz hasonlé a biol6-
giai aktivitasa.

Az ,5 Angstrémnél rovidebb” tavolsag két aminosav csoport
kozott azt jelenti, hogy az atomok koz6tti legrévidebb tavolsag S
Angstromnél kisebb az els6 aminosav barmelyik atomja €s a ma-

sodik aminosav barmelyik atomja k6zott. Az atomok tavolsagat a
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molekula haromdimenziés struktiraja alapjan mérjiik meg, amit
NMR-rel [Wtithrich, K.: NMR of Proteins and Nucleic Acids,
Wiley-Interscience, New  York (1986)], vagy rontgen-
krisztallografiaval [Drenth, J.: Principles of Protein X-ray
crystallography, Springer Verlag, Berlin (1994)] allapitunk meg. A
két aminosav kozotti tavolsagot azzal a legrévidebb atomok-
koz6tti tavolsaggal mérjik ami az els6 aminosav barmelyik
atomja és a masodik aminosav barmelyik atomja ko6z6tt van,
hacsak kulén nem jelezziik az eltérést.

A jelen talalmany targyat Gj mini C-peptidek képezik, amik

“p e s

PRy

san nagyobb hozamot eredményezve. A ,szignifikdnsan megnétt
termelés”, vagy a ,szignifikansan megnétt fermentaciés hozam”
és hasonl6 szakkifejezés azt jelenti, hogy az inzulin prekurzor
molekula, vagy az inzulin prekurzor analog molekula szekretalt
mennyisége megnd a tenyészet feltilisz6jaban, az olyan inzulin
prekurzor vagy inzulin prekurzor analég hozamahoz viszonyitva,
ami nem tartalmaz a mini C-peptidben aromas aminosav cso-
portot. A ,megnétt” fermentaciés hozam a kontrollnal nagyobb
abszolut értékil szam; a noévekedés elénydsen S50%-kal vagy
tobbel nagyobb, mint a kontroll (AspB28IP) szintje; még elénydseb-
ben, a novekedés 100%-kal, vagy még tébbel nagyobb, mint a

kontroll szint.



A ,POT” jelentése a Schizosaccharomyces pombe foszfat-
izomeraz gén, és a ,TPI1” jelentése a Saccharomyces cerevisiae
triozfoszfat izomeraz génje.

A ,vezér(szekvencia)” szakkifejezés alatt egy prepeptidet
(szignalpeptid) és egy propeptidet tartalmazd aminosav szekven-
ciat értiink.

A ,szignélpeptid” szakkifejezés jelentése egy olyan pre-pep-
tid, ami N-terminalis szekvenciaként van jelen a fehérje prekur-
zor formajaban. A szignalpeptid funkcidja az, hogy lehetévé teszi,
hogy a heterolog fehérje kijusson az endoplazmatikus retikulum-
ba. Ebben a folyamatban a szignalpeptid normalis kérilmények
ko6zott lehasad.A fehérjét termeld éleszté szervezethez viszonyitva
a szignalpeptid lehet heterolog vagy homoldog. A jelen talalmany
szerinti DNS konstrukcioval hasznalhato sok kulénb6z6 szignal-
peptid kozé tartozik az €lesztd aszpartat proteaz 3 (YAP3) szignal-
peptid, vagy ennek barmilyen funkcionélis analégja [Egel-Mitani
és mtsai: YEAST 6, 127-137 (1990) és az 5,726,038 szamu
Amerikai Egyesilt Allamok-beli szabadalmi leiras], valamint az
MFal gén a-faktor szignalja [Thorner: In: The Molecular Biology
of the Yeast Saccharomyces cereuvisiae, 143-180. oldal, szerk.:
Strathern és munkatarsai, Cold Spring Harbor Laboratory, New
York (1981); és a 4,870,000 szamu Amerikai Egyestlt Allamok-
beli szabadalmi leiras].

A ,propeptid” szakkifejezés jelentése egy olyan polipeptid
szekvencia, aminek az a funkcioja, hogy lehetévé tegye, hogy az

expresszalt polipeptid az endoplazmatikus retikulumbdl a Golgi
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készulékbe keriljon at, majd innen a szekréciés vezikulumokba,
hogy azokbdl a tenyészté kdzegbe jusson ki (azaz a polipeptid ex-
portalasa a sejtfalon keresztlil, vagy legalabb a cellularis memb-
ranon keresztil az éleszté periplazmatikus terébe). A propeptid
lehet az éleszté a-faktor propeptid (lasd a 4,456,082 és
4,870,008 szamu Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi
leirast). Egy masik valtozat szerint a propeptid lehet szintetikus
propeptid, ami egy olyan propeptid, ami nem talalhaté6 meg a
természetben. Azok a megfelelé szintetikus propeptidek, amiket
az 5,395,922; 5,795,746; 5,162,498 szamu Amerikai Egyesult
Allamok-beli szabadalmi leirasban és a WO 98/32867 szamu
szabadalmi leirasban ismertettek. A propeptid elénydsen tartal-
maz egy endopeptidaz processzalasi helyet a C-terminalis végen,
azaz példaul egy Lys-Arg szekvenciat, vagy ennek barmilyen
funkcionalis analégjat.

A jelen taldlmany szerinti polinukleotid szekvenciat eléallit-
hatjuk szintetikusan, a mar kidolgozott standard moédszerek
hasznalataval, azaz példaul a Beaucage és munkatarsai altal is-
mertetett foszforamidit moddszerrel [Beaucage és mtsai:
Tetrahetron Letters 22, 1859-1869 (1981)], vagy a Matthes és
munkatarsai altal ismertetett modszerrel [Matthes és mtsai:
EMBO Journal 3, 801-805 (1984)]. A foszforamidit médszer sze-
rint az oligonukleotidokat egy automata DNS szintetizatorban
szintetizaljuk meg, megtisztitjuk, duplexet készitlink beléle, majd

Osszeligaljuk, igy kapjuk a szintetikus DNS konstrukciét. A DNS



konstrukecib jelenleg elédnyben részesitett modja a polimeraz lanc-
reakci6 (PCR).

A jelen talalmany szerinti polinukleotid szekvencia lehet
kevert genomialis, cDNS és szintetikus eredetti. Példaul egy ve-
zérpeptidet kodolé genomidlis vagy cDNS szekvenciat az A és B
lancot kédolo genomialis vagy cDNS szekvenciahoz kapcsolhat-
juk, ezutan a DNS szekvenciat egy pontban ugy moédosithatjuk,
hogy a homolég rekombinaciéhoz sziikséges aminosav szekven-
ciat kodolo szintetikus oligonukleotidot épittink be, jol ismert
modszerek alkalmazasaval, vagy elénydsen a kivant szekvenciat
megfelelé oligonukleotidok alkalmazasaval polimeraz lancreak-
cioval allitjuk elé.

A jelen talalmany targyat egy olyan vektor képezi, ami
képes a kivalasztott mikroorganizmusban vagy gazdasejtben
replikalédni, €és olyan polinukleotid szekvenciat hordoz, ami a
jelen talalmany szerinti inzulin prekurzorokat vagy inzulin pre-
kurzor analégokat kodolja. A rekombinans vektor lehet egy
autoném replikaciéra képes vektor, azaz egy olyan vektor, ami
extrakromoszomalisan marad fenn, és replikacioja fliggetlen a
kromoszoéma replikaciéjatol, azaz példaul egy plazmid, egy extra-
kromoszémalis elem, egy mini-kromoszéma, vagy egy mestersé-
ges kromoszoma. A vektor barmilyen elemet tartalmazhat az
o6nallé replikacidhoz. Egy masik valtozat szerint a vektor egy
olyan vektor lehet, ami, ha bejuttatjuk a gazdasejtbe, a genomba
integralodik, €és azzal a kromoszomaval egyltt replikalédik,

amibe integralodott. Tovabba, egyetlen vektor vagy plazmid,
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illetve két vagy tobb vektor vagy plazmid, amik egyttt tartalmaz-
zak a gazdasejt genomjaba bejuttatandé 6sszes DNS-t, vagy egy
transzpozon hasznalhaté. A vektor lehet linearis vagy zart
cirkularis plazmid, és elénydsen tartalmaz olyan elemeket, amik
lehet6vé teszik a vektor stabil integralodasat a gazdasejt
genomjaba, vagy a vektor autoném, a genomtol fliggetlen replika-
ci6jat a sejtben.

Egy elényben részesitett megvalésitasi moéd szerint a re-
kombinans expresszios vektor képes élesztében replikalédni. Pél-
daul az éleszté 2 pm-es plazmidjanak REP 1-3 replikaciés génjei
és replikacios origdja teszik lehetévé, hogy a vektor replikalédjon
élesztében.

A jelen talalmany szerinti vektorok elénydsen tartalmaznak
egy vagy tobb szelekciés markert, amik lehetévé teszik a transz-
formalt sejtek konnyu szelekcigjat. A szelekciés marker egy olyan
gén, aminek a terméke biocid vagy viralis rezisztenciat, nehéz-
fémekkel szembeni rezisztenciat biztosit, az auxotréfokban pro-
totrofiat biztosit, és hasonlé hatasai vannak. A bakterialis sze-
lekcios markerek kozé tartoznak példaul a Bacillus subtilis vagy a
Bacillus licheniformis dal génjei, vagy az olyan markerek, amik,
antibiotikum rezisztenciat biztositanak, azaz példaul ampicillin,
kanamicin, kloramfenikol vagy tetraciklin rezisztenciat. A fonalas
gombasejtekben hasznalhatoé szelekciés markerek kozé tartozik
az amdS (acetamidaz), az argB (ornitin karbamoil-transzferaz, a
pyrG (orotidin-5"-foszfat dekarboxilaz) és a trpC (antranilat szin-

tetaz). Az élesztésejtekben hasznalhaté markerek kozé tartozik az
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ADE2, a HIS3, a LEU2, a LYS2, a MET3, a TRP1 és az URA3. Az
élesztoben  elényben  részesitett  szelekciés marker a
Schizosaccharomyces pombe TPl génje [Russell: Gene 40, 125-
130 (19895)].

A vektorban a polinukleotid szekvencia miikédés szempont-
jabol egy megfelelé promoter szekvenciahoz koétédik. A promoter
lehet barmilyen nukleinsav szekvencia, ami transzkripciés aktivi-
tassal rendelkezik a kivalasztott gazdasejtben, ideértve a
mutans, csonkitott és hibrid promotereket, amik olyan génekbdl
allithatok el6, amik a gazdasejthez viszonyitva homolég vagy he-
terolog extracellularis vagy intracellularis polipeptideket
kodolnak.

Egy bakteridlis gazdasejtben a transzkripci6 vezérlésére al-
kalmas promoterek ko6zé tartoznak azok a promoterek, amik az
Escherichia coli lac operonbdl, a Streptomyces coelicolor agaraz
génbodl (dagAl), a Bacillus subtilis levanszukraz génbdl (sacB), a
Bacillus licheniformis alfa-amilaz génbdél (amyL), a Bacillus
stearothermophilus maltogén amilaz génbdl (amyM), a Bacillus
amiloliquefaciens alfa-amilaz génbdl (amyQ) és a Bacillus
licheniformis penicillinadz génbdl (PenP) szarmaznak. A transzKkrip-
ci6 fonalas gomba gazdasejtben val6 vezérlésére alkalmas promo-
terek kozé tartoznak azok a promoterek, amiket az Aspergillus
oryzae TAKA amilaz, a Rhizomucor miehei aszpartikus proteaz, az
Aspergillus niger semleges alfa-amilaz és az Aspergillus niger

savstabil alfa-amilaz génbdl szarmaznak. Egy éleszt6 gazdasejt-
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ben hasznalhaté promoterek kozé tartoznak a Saccharomyces
cerevisiae Malm TPI, ADF vagy PGK promoterei.

A jelen talalmany szerinti polinukleotid konstrukcidk tipi-
kus esetben mUikddés szempontjabol egy megfelelé terminatorhoz
vannak kapcsolva. Elesztében a megfelelé terminator a TPI ter-
minator [Alber és mtsai: J. Mol. Appl. Genet. 1, 419-434 (1982)].

A jelen talalmany szerinti polinukleotid szekvenciak, azaz a
promoter és a terminator ligalasara, valamint ezeknek a megfele-
16, az élesztében valé replikaciohoz sziikséges informaciékat tar-
talmazo éleszté vektorokba valo inszertalasara hasznalt eljarasok
a szakterileten jartas szakember szamara jol ismertek. Az nyil-
vanvalo, hogy a vektort tébbféleképpen allithatjuk eld, azaz pél-
daul ugy, hogy elészor eldallitjuk a jelen talalmany szerinti inzu-
lin prekurzorokat vagy inzulin prekurzor analogokat kodol6 teljes
DNS szekvenciat tartalmazé DNS konstrukciét, majd ezt a frag-
menst egy megfelelé expressziés vektorba juttatjuk be, vagy ugy,
hogy az egyes genetikai elemekre (azaz példaul szignalpeptid,
propeptid, mini C-peptid, A és B lanc) vonatkozé informaciokat
tartalmazo DNS fragmenseket egyenként juttatjuk be, ligalas
utan.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba rekombinans
gazdasejtek is, amik olyan polinukleotid szekvenciat tartal-
maznak, ami a jelen taldalmany szerinti inzulin prekurzorokat
vagy inzulin prekurzor analégokat kodolja. Az ilyen polinukleotid
szekvenciat tartalmazo vektort ugy juttatjuk be a gazdasejtbe,

hogy a vektor kromoszémalis integransként, vagy autoném repli-
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kaciora képes extrakromoszomalis vektorként maradjon fenn, az
el6z6kben ismertetett modon. A ,gazdasejt” szakkifejezés a kiin-
dulasi sejt barmilyen utédjara vonatkozik, ami nem azonos a ki-
indulasi sejttel, a replikacié soran fellépé mutaciok miatt. A gaz-
dasejt kivalasztasa nagymértékben fligg a polipeptidet kédolo
géntdl és annak forrasatél. A gazdasejt lehet egysejtit mikroorga-
nizmus, azaz példaul prokariota, vagy nem-egysejtii mikroorga-
nizmus, azaz példaul eukariota. A jol hasznalhato egysejtti sejtek
kozé tartoznak a bakterialis sejtek, azaz példaul a Gram-pozitiv
baktériumok, beleértve, anélkul, hogy ezekre korlatoznank
magunkat, a Bacillus, a Streptomyces sejtet, vagy Gram-negativ
baktériumokat, azaz példaul az Escherichia coli és a
Pseudomonas sp. sejteket. Az eukariota sejtek lehetnek emlés,
rovar, novényi vagy gombasejtek. Egy elényben részesitett meg-
valésitasi mod szerint a gazdasejt egy €lesztésejt. A jelen talal-
many szerinti eljarasban hasznalt éleszté szervezet lehet barmi-
lyen éleszt6 szervezet, ami a tenyésztés soran nagymennyiségben
termeli a jelen taldlmany szerinti inzulin prekurzorokat €s inzulin
prekurzor analogokat. A megfelelé €leszté szervezetek kozé tar-
tozik példaul a Saccharomyces cerevisiae, a Saccharomyces
kluyveri, a Schizosaccharomyces pombe, a Saccharomyces
uvarum, a Kluyveromyces lactis, a Hansenula polymorpha, a
Pichia pastoris, a Pichia methanolica, a Pichia kluyveri, a Yarrowia
lipolytica, a Candida sp., a Candida utilis, a Candida cacaoi, a

Geotrichum sp. és a Geotrichum fermentans.



Az élesztésejteket példaul protoplaszt képzésen keresztiil
transzformalhatjuk, 0nmagaban ismert moédon hajtva végre a
transzformaciot. A sejtek tenyésztésére hasznalt taptalaj barme-
lyik, az éleszté szervezetek tenyésztésére hagyomanyosan hasz-
nalt taptalaj lehet. A jelen talalmany szerinti szekretalt inzulin
prekurzor vagy inzulin prekurzor analdog, aminek szignifikans ré-
sze a taptalajban lesz, helyesen processzalt formaban, a tapta-
lajb6l hagyomanyos eljarasokkal nyerheté ki, beleértve az élesz-
tosejtek centrifugalassal valo elvalasztasat a taptalajtol, az inzu-
lin prekurzor vagy inzulin prekurzor analdog kiszUrését vagy
befogasat egy ioncserélé matrixon, vagy forditott fazisu
abszorpcios matrixon, a fellillisz6 vagy szlrlet fehérjetermészet
anyagainak soékkal, azaz példaul ammoénium-szulfattal valé ki-
csapasat, majd szamos kulénb6zé kromatografias eljarassal, azaz
példaul ioncserélé kromatografiaval, affinitaskromatografiaval
vagy hasonlokkal valo tisztitasat.

A jelen talalmany szerinti inzulin prekurzorok és inzulin
prekurzor analégok egy N-terminalis aminosav csoport extenzié-
val expresszaltathatok (5,395,922 szamu Amerikai Egyestlt
Allamok-beli szabadalmi leiras és 765,395A szamu eurdpai
szabadalmi leiras, amely publikacidékat a tovabbiakban referenci-
aként kezellink). Az extenzi6 stabilan koétédik a jelen talalmany
szerinti inzulin prekurzorhoz vagy az inzulin prekurzor analég-
hoz, ezzel megvédve az inzulin prekurzor vagy az inzulin prekur-
zor analég N-terminalisat az éleszté proteazok, azaz peéldaul a

DPAP proteolitikus aktivitasaval szemben. Egy N-terminalis ex-
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tenzio jelenléte az inzulin prekurzoron vagy az inzulin prekurzor
analégon azt a célt is szolgalhatja, hogy megvédi az N-terminalis
aminosav csoportot a fehérje kémiai processzalasa soran, azaz
példaul egy BOC (t-butil-oxikarbonil), vagy hasonlé védécsoport
helyettesit§jekeént.

A N-terminalis extenziét egy olyan proteolitikus enzimmel
tavolithatjuk el a kinyert inzulin prekurzorrél vagy inzulin pre-
kurzor analégrél, ami egy bazikus aminosavra (azaz példaul a
lizinre) specifikus, és igy a terminalis extenzié a Lys csoportnal
lehasad. Ilyen proteolitikus enzim példaul az Achromobacter
lyticus proteaz.

A tenyésztd taptalajba valo szekrécidé és kinyerés utan a
jelen talalmany szerinti inzulin prekurzort vagy inzulin prekurzor
analégot kuilénb6z6é in vitro eljarasoknak vetjik ala, hogy
eltavolitsuk a lehetséges N-terminalis extenzié szekvenciat és a
mini C-peptidet, ezzel megkapva az inzulint vagy inzulin ana-
logot. Az ilyen modszerek kozé tartozik az enzimes konverzié
tripszinnel vagy az Achromobacter lyticus proteazzal, egy L-
treonin észter jelenlétében, majd az inzulin vagy inzulin analog
treonin észterét bazikus vagy savas hidrolizissel inzulinna vagy
inzulin analogga alakitjuk at, a 4,343,898 vagy 4,916,212 szamu
Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi leirasban és az
1994/487 szamu Kutatasi Jelentés-ben ismertetett moédon,
amely publikaciokat a tovabbiakban referenciaként kezeltink.

Amint azt az alabbiakban ismertetjuk, szintetikus C-pep-

tideket tartalmazo6 IP-ket készitink, amik egy Gly csoportot tar-
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talmaznak (1. példa). A I altalanos képleti DNS szekvenciakat
tartalmazo Saccharomyces cerevisiae expresszioés plazmidot poli-
meraz lancreakcioval allitjuk elé, majd Saccharomyces cerevisiae
gazdasejt transzformalasara hasznaljuk. A termelt inzulin ana-
l6g mennyiségét az expresszalt, mini C-peptid nélkuli AspB28IP (1.
tablazat) kontroll szint szazalékaban mérjik. A jelen talalmany
szerinti, a mini C-peptidek X; szekvenciajaban Gly csoportot tar-
talmazoé 0j C-peptidek a termelési hozamot négyszeresre emelik.

Amint azt az alabbi, 2. példaban az AspB28IP(AspGlyLys)-re
ismertetjiik, a jelen talalmany szerinti mini C-peptidek egy
flexibilis régiot eredményeznek a B27 és az Al k6z6tt, ami lehet6-
vé teszi, hogy az Al és a B27 kozott az atomok tavolsaga az Al
CA atomja és a B27 CG2 atomja ko6zoétt 5 Angstromnél kisebb
legyen. Ennek megfeleléen, a jelen talalmany targyat olyan mini
C-konstrukciok képezik, amik az alabbi, 2. példaban bemutatott
strukturalis hatasokat indukaljak.

A jelen talalmanyt az alabbi példak segitségével részleteseb-
ben ismertetjuk, amik viszont semmilyen moédon nem korla-
tozzak a jelen talalmany oltalmi kérét. A mellékelt abrakat a je-
len talalmany leirasa és specifikaciéja integrans részének
tekintjuk. Az Osszes 1dézett publikacido teljes szdvegét

referencianak tekintjuk.
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Példak

Altalanos eljarasok

Minden expresszios plazmid C-POT tipusu, az EP 171,142
szabadalmi leirasban ismertetetthez hasonléan, amiket az jel-
lemez, hogy a Schizosaccharomyces pombe triéz-foszfat izomeraz
(POT) gént tartalmazzak, a plazmid szelekciéja és Saccharomyces
cerevisiae-ben vald stabilizaciéja miatt. A plazmidok tartalmazzak
a Saccharomyces cerevisiae trioz-foszfat izomeraz promotert és
terminatort is. Ezek a szekvenciak hasonlitanak a pKFN1003
plazmid (amit a WO 90/100075 szamu szabadalmi leirasban
ismertettek) megfelelé szekvenciaihoz, azzal az eltéréssel, hogy a
kodolo EcoRI/Xbal fragmensnek mas a szekvencidja. Ahhoz,
hogy kulénbdzé fuzids fehérjéket expresszaljunk, a pKFN1003
plazmid EcoRI-Xbal fragmensét egyszertien a szamunkra érdekes
vezérszekvencia-inzulin prekurzor fuziét kédolé EcoRI-Xbal frag-
menssel helyettesitjuk. Az ilyen EcoRI-Xbal fragmenseket stan-
dard technikakkal, szintetikus oligonukleotidok és polimeraz
lancreakcié hasznalataval szintetizalhatjuk meg.

Az élesztdé transzformansokat a Saccharomyces cerevisiae
MT663 (MATalMaTa pep4-3/pep-4-3 HIS4/his4 tpi::LEU2/tpi::
LEU2 Cir*) gazdatdrzs transzformaciojaval allitjuk el6. Az MT663
€lesztotorzset a Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen-nél helyeztiik letétbe, a WO 92/11378 benyuj-

tasaval kapcsolatban, a toérzs a DSM 6278 letéti szamot kapta.
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Az MT663 torzset YPGAL taptalajon (1% Bacto élesztékivo-
nat, 2% bacto pepton, 2% galaktéz, 1% laktat) tenyésztjuk, amig
a sejtsuruség eléri az ODe00=0,6 értéket. 100 ml tenyészetet cent-
rifugalunk, 10 ml vizzel mossuk, Gjra centrifugaljuk, majd 10 ml
oldatban reszuszpendaljuk, aminek az Jsszetétele: 1,2 mol/l
szorbit, 25 mmol/1 Na;EDTA pH=8,0 és 6,7 mg/ml ditiotreitol. A
szuszpenziot 15 percig 30 °C-on inkubaljuk, centrifugaljuk, majd
a sejteket 10 ml oldatban reszuszpendaljuk, aminek 6sszetétele:
1,2 mol/1 szorbit, 25 mmol/l Na;EDTA, 0,1 mol/l natrium-citrat
pH=5,8 és 2 mg Novozym 234. A szuszpenziot 30 percig 30 °C-on
inkubaljuk, a sejteket centrifugalassal 6sszegyujtjiik, majd 10
ml, kovetkez6 Osszetétell oldattal: 1,2 mol/l szorbit, 10 ml CAS
(1,2 mol/1 szorbit, 10 mmol/l CaClz, 10 mmol/]1 TRIS-HCI (Tris=
tris(hidroximetil)Jaminometan, pH=7,5) mossuk, majd 2 ml CAS
oldatban reszuszpendaljuk. A transzformaciéhoz 1 ml CAS-ban
szuszpendalt sejtet keverunk o6ssze korulbeldl 0,1 mg plazmid
DNS-sel, majd szobahémeérsékleten 15 percig hagyjuk allni. 1 ml
20% polietilénglikol 4000, 10 mmol/1 CaClz, 10 mmol/l1 TRIS-HCI
pH=7,5 Osszetételll oldatot adunk hozza, és a keveréket tovabbi
30 percig szobahdmérsékleten hagyjuk allni. A keveréket centri-
fugaljuk, és az uledéket 0,5 ml 1,2 mol/l szorbit Osszetételi
oldatban reszuszpendaljuk. Ezutan 6 ml fedéagart adunk hozza
[SC taptalaj, Sherman és mtsai: Methods in Yeast Genetics, Cold
Spring Harbor Laboratory (1982)], ami 1,2 mol/l szorbitot plusz

2,5% agart tartalmaz, 52 °C-on, majd a szuszpenziét az azonos
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Osszetételtl, agarral szilarditott, szorbitot tartalmazdé lemezekre
ontjuk.

Az expresszios plazmiddal transzformalt Saccharomyces
cerevisiae MT663 torzset 72 o6ra hosszat 30 °C-on YPD taptalaj-
ban szaporitjuk. A tenyészet feliiluszéjaban az inzulin prekurzor
hozam mennyiségi meghatarozasat forditott fazisi HPLC elem-
zéssel hajtjuk végre, kuls6é standardként human inzulint hasz-
nalva [Snel & Damgaard: ,Proinsulin heterogenity in pigs”, Horm.

Metabol. Res. 20, 476-488 (1988])].

1. Példa

Gly csoportokat tartalmazo szintetikus C-peptidek készitése

A szintetikus géneket, amik olyan fuziés fehérjéket kodol-
nak, amik AspB28-at tartalmaznak egy vezérszekvenciaval kap-
csolatban, amiben van egy prepeptid (szignalpeptid) és propeptid,
polimeraz lancreakcioval allitjuk el6, standard kértilmények ko-
zO0tt [Sambrook és mtsai: Molecular Cloning: A Laboratory
Manual; 2. kiadas, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. (1989)], és E.H.F. polimerazzal (Boehringer
Mannheim GmbH, Sandhoefer Strasse 116, Mannheim,
Németorszag). A kapott DNS fragmenseket izolaljuk és endonuk-
leazzal emésztjuk, majd a Gene Clean kit-tel (BiolOl Inc.,
LaJolla Ca, USA) tisztitjuk. Standard moédszereket hasznalunk a
DNS ligalashoz és az Escherichia coli sejtek CaCl, moédszerekkel
valé transzformalasahoz [Sambrook és mtsai: Molecular Cloning:

A Laboratory Manual; 2. kiadas, Cold Spring Harbor Press, Cold

.
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Spring Harbor, N.Y. (1989)]. A plazmidokat a transzformalt
Escherichia coli sejtekbdl QIAGEN oszlopok (QIAGEN, Hilden,
Németorszag) alkalmazasaval izolaljuk. A nukleotid-szekven-
cidkat az ALF Pharmacia Biotech DNS szekvenalé rendszerrel
hatarozzuk meg, tisztitott kétszala plazmid DNS-t hasznalva
templatként. A polimeraz lancreakciohoz az oligonukleotid pri-
mereket a DNA technology-t6l (Arhus, Dania) szereztlik be.

Az AspB28]P Saccharomyces cerevisiae-ben valé szekrécios
expressziojat a Saccharomyces cerevisiae MT663 torzzsel és a
CPOT 2 um-es €leszté expresszios vektorral (lasd 1. abra) hajtjuk
végre, a szakirodalomban ismertetett modon [Thim, L. és mtsai:
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 83, 6766-
6770 (1986)]. Az éleszté expresszios vektor a
Schizosaccharomyces pombe trioz-foszfat izomeraz (POT) gént tar-
talmazza a plazmid szelektalasahoz és stabilizalasahoz
Saccharomyces cerevisiae-ben. Tovabba, a Saccharomyces
cerevisiae trioz-foszfat izomeraz gén (TPI1) promoterét és termi-
natorat hasznaljuk a vezérszekvencia-AspB28]P fuzids fehérjét ko-
dolé rekombinans gén transzkripcigjanak inicialasara és termi-
szekvencia, bar szamos ismert éleszté vezérszekvencia hasznal-
hato.

Amint az az 1. abran lathatd, a Saccharomyces cerevisiae
pAK721 expresszios plazmidot, ami az LA19 vezérszekvencia-
EEAEAEAEPK (2. szamu szekvencia)-IP faziés fehérjét exp-

resszalja, a Saccharomyces cerevisiae-Escherichia coli ingazé6 POT
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plazmid alapjan allitjuk el6 (5,871,957 szamu Amerikai Egyesult
Allamok-beli szabadalmi leiras). L-IP jelzi a vezérszekvencia-IP
fuzios fehérjét kodolé fuizids fehérje expresszios kazettat; a TPI-
PROMOTER a Saccharomyces cerevisiae TPI1 promoter, a TPI-
TERMINATOR a Saccharomyces cerevisiae TPI1 terminator; a TPI-
POMBE jelzi a Saccharomyces cerevisiae-ben szelekciéra hasznalt
Schizosaccharomyces pombe POT gént; az ORIGIN jelzi a 2 um-es
plazmidboél szarmazé Saccharomyces cerevisiae replikacioés origot;
AMP-R jelzi az ampicillin-rezisztenciat biztositd béta-laktamaz
gént, ami megkonnyiti a szelekciét Escherichia coli-ban; é€s
pBR322-0ORIGO jelzi az Escherichia coli replikaciés origot.

A vezérszekvenciak és az AspB28 kuilénbozé fuzios fehérjéit
kti1l6nb6z6 mini C-peptidekkel kédolé6 DNS-t polimeraz lancreak-
ciéval allitjuk el6, primerekként a megfelelé oligonukleotidokat
hasznalva. Standard modszereket hasznalunk a vezérszekvencia-
AspB28 fuzios fehérjéket kédolé DNS fragmenseknek a CPOT exp-
ressziés vektorba valdé szubklonozasara, az alabbi konfiguracio-
ban: vezérszekvencia-Lys-Arg-térkit6lt6-AspB28]P, ahol Lys-Arg
egy potencialis kétbazisos endoproteaz processzalasi hely, és a
térkitolté egy N-terminalis extenzié. Ahhoz, hogy a fuziés fehérje
Saccharomyces cerevisiae Kex2 endoproteazzal valé processzala-
sat optimalizaljuk, a térkitolté peptidet (N-terminalis extenzio)
azaz példaul az EEAEAEAEPK ko6dol6 DNS-szekvenciat (4. sza-
mu szekvencia), inszertaljuk a vezérszekvenciat és az AspB28[P-t
kodolé DNS koézé [Kjeldsen és mtsai: Gene 170, 107-112 (1996)).

Azonban térkit6lté peptid jelenléte nem sziikséges. Az érett
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AspB28 egylancu, N-terminalisan meghosszabbitott inzulin pre-
kurzor formajaban, egy mini C-peptiddel, expresszalodik, ami a
LysB29-et és a GlyAl-et koti 6ssze. Az AspB28IP tisztitasa és az N-
terminalis extenzio, valamint a mini C-peptid proteolitikus
eltavolitasa utan a  LysB28-hez  enzimmel  kozvetitett
transzpeptidaciéval hozzaadjuk a ThrB30-at, hogy ezzel eléallitsuk
az AspB28 human inzulint [Markussen és mtsai: ,Peptides 19867,
189-194. oldal, szerk.: Theodoropoulos, D.E., Walter de Gruyter
& Co., Berlin (1987)].

A szintetikus mini C-peptidek kifejlesztését egy vagy tobb
olyan kodon randomizalasaval hajtjuk végre, amik a mini C-pep-
tidben az aminosavakat kédoljak. Mindegyik szintetikus mini C-
peptid tulajdonsaga, hogy a C-terminalison rendelkezik egy enzi-
mes processzalasi hellyel (Lys), ami lehetévé teszi a szintetikus
mini C-peptid enzimes eltavolitasat (4,916,212 szamu Amerikai
Egyestilt Allamok-beli szabadalmi leiras, amely publikaciét a to-
vabbiakban referenciaként kezellink). A randomizaciéot kitalalt
oligonukleotidokkal hajtjuk végre, amik a szintetikus mini C-
Tipikus esetben a polimeraz lancreakciéhoz hasznalt egy vagy
tobb primer (oligonukleotidok) kitalalt. Az egyik oligonukleotid
par példa, amit a vezérszekvencia-AspB28IP - randomizalt szinteti-
kus mini C-peptidekkel - polimeraz lancreakcioval valoé gene-
ralasara hasznalunk, ezt hasznaljuk a koévetkezé altalanos kép-
letti szintetikus mini C-peptidek generalasara: Xaa-Gly-Lys

(XGK):
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A primer:
S5-TAAATCTATAACTACAAAAAACACATA-3"

(13. szamu szekvencia) €s

B primer:
3-CCAAAGAAGATGTGACTGTTCNNMACCTTCCCATAGCAACTT-
GTTACAACATGAAGATAGACAAGAAACATGGTTAACCTTTTGATGA
CATTGATCAGATCTTTGA-TTC-5°

(14. szamu szekvencia), amiben N jelentése A, C, G vagy T, M je-
lentése C vagy A.

A polimeraz lancreakciot tipikus esetben az alabbiak sze-
rint hajtjuk végre: 5 ul A primer (20 pmol), 5 pul B primer (20
pmol), 10 pl 10x polimeraz lancreakcié puffer, 8 ul dANTP keverék,
0,75 ul E.H.F. enzim, 1 ul pAK1150 plazmid templatként (korul-
beltil 0,2 pg DNS) (3. szamu szekvencia), és 70,25 pul desztillalt
viz.

Tipikus esetben 10-15 ciklust hajtunk végre, egy ciklus ti-
pikus esetben 94 °C 45 masodperc, 55 °C 1 perc, 72 °C 1,5 perc.
A polimeraz lancreakcio elegyet ezt kévetéen 2%—05 agaroz gélre
vissziik, majd az elektroforézist standard technikakkal hajtjuk
végre. A kapott DNS fragmenst kivagjuk az agaroz gélbél, majd a
Gene Clean kittel izolaljuk.

A 2. abra mutatja a pAK1150 DNS-t, amit a polimeraz lanc-
reakciohoz templatként hasznalunk, valamint a pAK1150 (4. és

5. szamu szekvencia) altal kédolt fuziés fehérje kikovetkeztetett
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aminosav szekvenciajat (a-faktor-vezérszekvencia-
(EEAEAEAEPK) (3. szamu szekvencia)-AspB28IP. A pAK1150 ha-
sonlit az 1. abran bemutatott pAK721-hez. Az a-faktor-vezérszek-
venciak C-terminalisat modositjuk, egy Ncol restrikciés endonuk-
leaz hasitasi helyet inszertalva, ami a kik6vetkeztetett aminosav
szekvenciat SerLeuAsp-rol SerMetAla-ra valtoztatja. Tovabba, a
kodolt AspB28]P nem rendelkezik mini C-peptiddel, de a LysB29
kozvetlentl kapcsolodik a GlyAl-hez.

A tisztitott polimeraz lancreakci6 DNS fragmenst vizben és
restrikcios endonukleaz pufferben oldjuk, és a megfelel6 restrik-
cios endonukleazokkal (azaz példaul Bglll és Xbal) emésztjuk,
standard technikak alkalmazasaval. A Bglll-Xbal DNS fragmen-
seket agar6z gélelektroforézisnek vetjiik ala és a Gene Clean
kittel tisztitjuk.

A pAK1150 expresszios plazmidot vagy egy hasonlé, CPOT
tipusu plazmidot (lasd 1. abra) Bglll és Xbal restrikciés endonuk-
leazokkal emésztjik, majd a 10765 nukleotid bazis méretti vek-
tor fragmenst a Gene Clean kittel izolaljuk.

A két emésztett és izolalt DNS fragmenst (a vektor frag-
menst és a polimeraz lancreakcié fragmenst) T4 DNS ligazzal,
standard koértlmények kozott oOsszeligaljuk. A ligalo elegyet
ezutan kompetens Escherichia coli térzsbe (R-, M+) transzformal-
juk, majd ampicillin-rezisztencia alapjan szelektaljuk a transzfor-
mansokat. A Kkapott Escherichia coli klonokbol QIAGEN osz-
lopokkal izolaljuk a plazmidokat.
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A plazmidokat ezutan megfelelé Saccharomyces cerevisiae
gazdatorzs, azaz példaul MT663 (MATalMaTa pep4-3/pep-4-3
HIS4/ his4 tpi::LEU2/tpi:: LEUZ2 Cir*) transzformacidjara hasznal-
juk. Az egyedileg transzformalt Saccharomyces -cerevisiae
klonokat folyékony taptalajban szaporitjuk, majd a tenyészet fe-
Ihluszéjaba szekretalt AspB28]P mennyiségét forditott fazisu
HPLC-vel hatarozzuk meg. A megnétt mennyiségi AspB28[P-t
szekretalé Saccharomyces cerevisiae kléonokbdl szarmazé exp-
resszios plazmidok szintetikus mini C-peptidet kodolé DNS szek-
venciajat meghatarozzuk. Ezt kovetéen, az azonositott szintetikus
mini C-peptid szekvenciat egy uUjabb randomizalasos opti-
malizalasnak vethetjuk ala.

Az egyik, vezérszekvencia-AspB28]P(AspGlyLys) fuziés fehér-
jét kodolé DNS szekvencia egy olyan szintetikus mini C-peptidet
(AspGlyLys) tartalmaz, ami a 3. abran bemutatott randomizalt
optimalizalasi eljarasbol szarmazik (6. és 7. szamu szekvencia).

Az 1. tablazatban azokat az inzulin prekurzor analégokat
mutatjuk be, amiket az el6zékben emlitett modszerrel allitottunk
elé, és a terméshozamot a kontroll szazalékaban fejezzik ki. A
fermentaciot 30 °C-on hajtjuk végre, 72 o6ra hosszat, 5 ml YPD
taptalajban. Az inzulin prekurzor hozamat a tenyészet felul-
uszojanak forditott fazisi HPLC-jével hatarozzuk meg, és a kont-
roll torzs hozamahoz viszonyitva fejezziik ki. A tablazatokban ,a*”
jelentése egy o-faktor vezérszekvencia, amiben a C-terminalis a

LysArg-ig moédositva van, ,SLD-rél (SerLeuAsp)” ,SMA-ra
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(SerMetAla)”, és ,ex4” jelentése N-terminalis extenzié, aminek

aminosav szekvenciaja EEAEAEPK (3. szamu szekvencia).

1. Tablazat
vezér-N-ter- | Prekurzor | mini C-peptid | Hozam* | A szekven-
minalis cia szama
extenziod
a*-ex4 AspB28[P nincs 100
o*-ex4 AspB28]P | GluGluGlyLys 245 1. szamu
szekvencia
o*-ex4 AspB28[P GluGlyLys 350
o*-ex4 AspB28]p SerGlyLys 294
o*-ex4 AspB28[P AsnGlyLys 341
o*-ex4 AspB28 TP ThrGlyLys 258
o*-ex4 AspB28 [P AspGlyLys 428
o*-ex4 AspB28 [P MetGlyLys 225
o*-ex4 AspB28 [P AlaGlyLys 243
o*-ex4 AspB28 [P HisGlyLys 225
o*-ex4 AspB28 [P TyrGlyLys 214
2. Példa

Az AspB28IP(AspGlyLys) szerkezetének meghatarozasa vizes oldat-

ban, NMR spektroszkopiaval

NMR spektroszkopia
A mintakat az NMR-hez ugy készitjuk el6, hogy a liofilezett

fehérjeport 10/90 D>2O/H>20 elegyben oldjuk (10 mmol/1 foszfat
puffer), majd a pH-t sziikség szerint kismennyiségii 1 mol/1 DCI
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vagy NaOD hozzaadasaval allitjuk be. Minden pH leolvasast az
izotophatasra valé korrekcié nélkil végziink. Az NMR-hez az
AspBQSIP(AspGlyLys) mintakat 25 pmol/l - mmol/l koncentra-
cioban készitjuk el, pH=8,0. Kétdimenziés !H-1H NMR spektru-
mokat veszink fel az 1 mmol/l-es mintakbol, DQF-COSY
(Piantini és mtsai: Journal of the American Chemical Society
104, 6800-6801 (1982); Rance és mtsai: Biochemical and
Biophysical Research Communications 117, 479-485 (1983)],
TOCSY [Braunschweiler és mtsai: J. Magn. Reson. 53, 521-528
(1983); Bax és mtsai: J. Magn. Reson. 65, 355-360 (1985)] és
NOESY [Jeener és mtsai: J. Chem. Phys. 71, 4546-4553 (1979)]
felvételeket készitiink 600 MHz-en egy Varian Unity Inova NMR
spektrométeren, ami 'H/13C/15N tripla rezonancia probaval van
felszerelve, valamint egy oOnmagat arnyékolé haromtengelyi
gradiens tekerccsel, a Varian felhasznaldi kényvtarbél szarmazoé
standard impulzus szekvenciakkal. A mtikédési hémérséklet 27 °©
C volt. Minden egyes fazis-érzékeny kétdimenzios NMR
spektrumhoz 512 t; névekményre volt sziikség, mindegyik 2048
vagy 4096 realis adatponttal, a TPI-States modszer szerint
[Marion és mtsai: J. Magn. Reson. 85, 393-399 (1989)]. Mindkét
dimenziéban 6983 Hz spektralis szélességet hasznalunk, a hor-
dozo6t pontosan a viz rezonanciara helyezve, amit telitettiink,
vagy a letapogatasok koézdtt 1,5 masodpercig telitve, vagy gradi-
ens-illesztett gerjesztési impulzus szekvenciaval szelektiven
gerjesztve [WATERGATE, Piotto és mtsai: J. Biomol. NMR 2, 661-
665 (1992)]. A DQFCOSY spektrumokat gradiens fokozott
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verzidval régzitettiik, magikus-latoszég gradiensek hasznalataval
[Mattiello és mtsai: Journal of the American Chemical Society
118, 3253-3261 (1996)]. A TOCSY spektrumokhoz 30 és 80 ms
kozotti keverési idéket hasznaltunk, és a NOESY-hez a keverési
id6 50 és 200 ms koézo6tt volt.

A kétdimenziés NMR spektrumok feldolgozasat az Xwinnmr
szoftvercsomaggal hajttotuk végre (2.5-6s verzio, NMR feldolgozo
szoftver a Bruker Analytische Messtechnik GmbH-t6l, D-76275
Ettlingen, Németorszag). Mindegyik dimenzi6t eltolt szinusz-ha-
rang apodizacioval dolgoztuk fel, és a zéré feltoltést mindegyik di-
menzidéban egyszer hajtottuk végre. Az alapvonal korrekcidkat
szikség esetén alkalmaztuk, az Xwinnmr standard eljarasok
hasznalataval.A spektralis hozzarendelést, a csucsok ko6zotti in-
tegralast, a szekvencia-specifikus hozzarendelést, a sztereo-spe-
cifikus hozzarendelést és minden mas koényvelést a PRONTO
szoftverrel hajtottuk végre (PRONTO software Development és
Distribution, Koppenhaga, Dania) [Kjaer és mtsai: NATI ASI
Series, szerk.: Hoch, J. C., Redfield, C. & Poulsen, F. M.,
Plenum, New York (1991)]. A kémiai eltolodasokat ppm-ben

mérjuk, a viz rezonanciajat 4,75 ppm-re allitjuk.

Szerkezet-szamitdasok

A tavolsagi korlatozasokat az utanuk koévetkezé szerkezet-
szamitasokhoz integralt NOESY kereszt-csticsokbodl kapjuk,
amiket gyenge, kOzepes vagy erds osztalyba sorolunk, attol fiiggo-

en, hogy a felsé tavolsagi korlatozas 5,5, 3,3 vagy 2,7 Angstrém.
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A metil-csoportokra vonatkozé tavolsagi korlatozasok esetében
tovabbi 0,5 Angstrémoét adunk a felsé korlathoz [Wagner és
mtsai: Journal of Molecular Biology 196, 611-639 (1985)]. A szer-
kezet-szamitasokat a hibrid médszerrel hajtottuk végre, kombi-
nalva a tavolsagi geometriat [Crippen és mtsai: Distance
Geometry and Molecular Conformation, Research Studies Press,
Taunton, Soemrset, Nagy-Britannia (1988); Kuszewski és mtsai:
J. Biomol. NMR 2, 33-56 (1992)] és a szimulalt illeszkedést,
Nilges és munkatarsai elképzelése alapjan [Nilges és mtsai: FEBS
Letters 229, 317-324 (1989)], az X-PLOR 3.0 hasznalataval
[Brunger: X-PLOR Version 3.1: A System for X-ray
Crystallography and NMNR, Yale University Press, New Haven
(1992)], az X-PLOR kézikényvben megadott példaknak megfelels-
en (dg_sub_embed.inp, dgsa.inp, refine.inp). A csoportok szamo-
zasa a standard inzulin csoportok szamozasara alapul, a B lanc-
ban levé csoportok sorszama B1-B29, a C-peptidben (azaz példa-
ul AspGlyLys) levé csoportok sorszama C1-C1, és az A lancban
levé peptidek sorszama A1-A21.

Az NMR spektrumok spektralis hozzarendelése a legtébb
rezonancia esetében a standard szekvencialis hozzarendelési
eljarast koveti, amit Wthrich publikalt [Wathrich: NMR of
Proteins and Nucleic Acids, Wiley New York (1986)]. A standard
hozzarendelési eljaras cs6dét mond, ha egy bizonyos aminosav
csoport amid protonja til gyorsan kicserélédik a viz protonjaival.
pH=8,0 értéken ez szamos aminosav csoport esetében

megtdrténik, ha 6sszehasonlitjuk a korabbi mutans inzulin NMR
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spektralis hozzarendelésekkel, és a térben szomszédos aminosav
csoportok NOE-ken keresztill valé azonositasa majdnem teljes
spektralis hozzarendelést eredményez. A NOESY spektrumok
elemzése azt mutatta, hogy szamos aminosav csoportnak van
NOE halozata a kornyezd csoportokkal, ami hasonlit ahhoz, amit
korabban mar mas inzulin molekulak, példaul a human inzulin
HisB16 mutans esetében meghataroztak [Ludvigsen és mtsai:
Biochemistry 33, 7998-8006 (1994)|, és ezek a hasonlé kap-
csolatok megtalalhaték a B1-B10, B13-B14, B17-B24 és A4-A21
csoportok esetében. Emellett a trihedralis korlatozasok a fent
emlitett csoportokra adoptalva vannak, a masok altal korabban
hasznaltak kozul [Ludvigsen és mtsai: Biochemistry 33, 7998-
8006 (1994)].

Szamos aminosav, féleg a B27-B29, C1-C3, A1-A3 kereszt-
csucs mintazatot mutat, ami 6sszhangban van az olyan peptid
lancokkal, amik kevésbé rendezettek, mint az altalaban jol
definialt szekunder szerkezeti elemek. Igy a tovabbi NOE-ket
tavolsag-korlatozasokka alakitottuk, mindenféle tovabbi osz-
talyozas nélkil, azaz a fels6 korlat 5,5 Angstrém illetve 6,0
Angstrom, ha metilcsoport van jelen. 20 konvergalé struktura
egyUttesét (5. abra) szamitjuk ki, és a konvergal6 strukturakkal
relevans paramétereket a 2. tablazatban soroljuk fel. Mindegyik
NOE-t, ami itt azonos egy tavolsag korlatozassal, csak egyszer
vesszilk figyelembe, bar a NOESY spektrumban tébbszér is
eléfordulhat. A Ramachandran &abrazolasos mindség-becslés

standard mindéségi paraméter, amivel a lokalis geometria miné-
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ségét lehet kiértékelni. Az ismertetett mindségi paraméterek alta-

laban 6sszehasonlithaték egy 2,5 Angstrém felbontasu, rént-

gensugarzas alapu fehérje-struktaraval [Laskowski €s mtsai: J.

Biomol. NMR 8, 477-486 (1996)].

2. Tablazat
Szerkezeti minéség becslése AspB28]P(AspGlyLys)
A NOE-k szama Osszes 913
Intra 454
rovid tavu (5 cso- 294
port-pozicié tavol-
sagon belil, de nem
intra NOS-k)
hosszu tavu (t6bb 162
mint 5 csoport-pozi-
cio tavolsagra)
A NOE-k megsértése > A (20 struktura 0

atlaga)

A NOE megsértések RMS-e

0,020(+0,002) A

Dihedralis szog korlatozasok RMS-e

0,32(x0,12)°

Eltérés az idealis helytelenek 0,37(x0,05)°
geometriatol
szbgek 0,43(x0,03)°
Kotések 0,0034(+0,0002 A)
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Ramachandran ab- |elényben részesitett 76,1%
razolas (Prochek, régiok
Laskowski és

munkatarsai 1996)

Tovabbi 20,8%

engedélyezett régiok

altalanosan 2,2%

engedélyezett régiok

nem engedélyezett 1,0%

régiok

A szamitott struktura leirasa

Az egyuttes atlagara leginkabb hasonlité reprezentativ
strukturat mutatjuk be az 5. abran. Az AspB28]P(AspGlyLys) szer-
kezetileg hasonlit a természetes inzulin struktiranak azokra a
régioira, amik a B1-B10, B14-B23, A4-A21 csoportokat tartal-
mazzak. A kulonbségek a leginkabb az 6sszekété peptid szom-
szédsagaban nyilvanulnak meg, a B26-29, C1-C3, A1-A3 pozi-
cibkban, és legkevésbé a B11-B13 régiokban nyilvanulnak meg.
Az AspB28]P(AspGlyLys) struktaraja oldatban a C-peptid
kozelében jelentésen eltér a természetes strukturatél [Ludvigsen
és mtsai: Biochemistry 33, 7998-8006 (1994)], és a kristaly-fa-
zisban az AspB28[P(AlaAlalys) strukturatol [Wittingham és mtsai:
Biochemistry 37, 11516-11523 (1998)]. Az AspB28]P(AspGlyLys)
O0sszekotd peptid a pontossag szerint gyengén meghatarozott, de

a NOESY spektrumokbél (a ThrB27 és Glyc2, valamint a ThrB27 és
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a Glya! kozotti NOESY-k) kapott néhany strukturalis korlatozas
vilagosan jelzi a C-peptid fontos strukturalis elrendezédését. A
viszonylag erés NOE-k a ThrB27 (metilcsoport HG2) és a Gly©2 (HA
atom) és a ThrB27 (metilcsoport HG2) valamint a GlyA! (HA atom)
kozott a flexibilis régiokban azt mutatjak, hogy ezek a proton-
parok térben egymashoz kézel vannak (<5 Angstréom). A ThrB27, a
Gly©2 és a GlyA! kozotti szoros elrendezédés, amit a B27 (CG2) és
az Al (CA) kozotti, S Angstromnél kisebb atomtavolsag definial,
ami korabban nem volt lathaté egyetlen egylancu inzulin mole-
kulaban sem, azt mutatja, a C-peptid felveszi ezt a szerkezeti
elrendezédést, és tény, hogy a C-peptid szamos kulénbézé
moédon megteheti ezt, és ugy tunik, hogy ez a C-peptid
elofeltétele. Az azonban vilagos, hogy a glicin jelenléte az Ossze-
koté peptidben nagyobb flexibilitast biztosit az 6sszekété pep-
tidnek, és ennek kovetkeztében kevesebb strukturalis korlatozas
érvényes a szomszédos aminosavakra, amikor megprobaljak
felvenni az optimalis elrendezédést az inzulin molekula tébbi
részével. Masodszor, az AspB28, LysB28 AspCl és LysC3 toltott ol-
dallancok elrendezédése erésen polaros felszint biztosit, a tébbi
O0sszekoté peptiddel 6sszehasonlitva.

Az NMR felvételénél hasznalt kordlmények kozott
AspB28]P(AspGlyLys) spektrumat bizonyos mértékig befolyasolja
az dn-asszociacio, de a monomer és a dimer kozotti csere az NMR
idéskalajan csak a két allapot kozotti atlag képében figyelheté
meg. 0,2 mmol/1 koncentraci6é alatt az 6n-asszociacié6 meértéke

nem valtozik, amint az az NMR-en még alacsonyabb koncentra-
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cibban is (legalabbis 25 pmol/l-ig) lathaté. A 3. tablazat az
AspB28IP(AspGlyLys) kémiai eltolédasait mutatja 27 °C-on, 600
MHz-en, pH=8, 10%/90% D20/H20-ban készitett 10 mmol/l
foszfat pufferben. A kémiai eltolodasokat a 4,75 ppm-re allitott
rezidualis viz jelhez viszonyitjuk. N/A azt jelenti, hogy nincs hoz-
zarendelés. Az AspB28]P(AspGlyLys) hozzarendelések (1-29=B1-
B29; 30-32=C1-C3 és 33-53=A1-A21). A 4. tablazat adja meg az
AspB28]P(GlyLysLys) atom-koordinatait PDB formatumban. Az
Osszeallitas reprezentalasara kivalasztott struktara (5. abra és a
4. tablazat atom-koordinatai) 84,8% csoportot tartalmaz a
ramachandran abrazolas ,el6nyben részesitett” régidiban és
15,2%-ot a ,még megengedett” régiokban, a 2. tablazatban

ismertetett modon.

3. Tablazat

Spin rendszer HN HA Mas:

Phe-1 4.52 HB#a: N/A, HB#b: 2.992, HD#: 7.087, HE#: 7.203, HZ: 7.195
val-2 7.70 3.99 HH: 1.912, HG#a: 0.797, HG#b: N/A

Asn-3 4.50 HB#a: 2.989, HB#b: 2.321, HD2#a: 7.372, HD2#b: 6.920

Glu-4 4.38 HS#a: 1.999, HH#b: 2.103

His-5 4.31 HB#a: 3.319, HB#b: 2.978, HD2: 6.798, HEI: 7.595

Leu-6 9.99 HH#a: 1.698, HB#b: N/A, HG: 1.503, HD#a: 0.755, HD#b: 0.662
Cys-17 8.28 4.87 HB#a: 2.925, HB#b: 3.143

Gly-8 3.94, 3.76

Ser-9 9.05 HB#: 3.812

His-10 8.55 4.38 HB#a: 3.124, HH#b: 3.282, HD2: 7.081, HEl: 7.708

Leu-11 6.93 3.85 HB#a: 1.749, HB#b: 1.175, HG: 1.222, HD#a: 0.602, HD#b: 0.722
val-12 7.02 3.17 HB: 2.031, HG#a: 0.970, HG#b: N/A

Glu-13 7.84 3.97 HB#a: 2.025, HG#a: 2.222, HG#b: 2.383

Ala-14 7.55 3.94 HB#: 1.253

Leu-15 7.91 3.59 HB#a: 0.905, HB#b: 0.067, HG: 1.075, HD#a: 0.377, HD#b:-0.051
Tyr-16 8.10 4.30 H8#a: 3.069, HD#: 7.193, HE#: 6.771

Leu-17 7.66 4.02 HB#a: N/A, HB#b: 1.849, HG: 1.712, HD#a: 0.892, HD#b: 0.872
val-18 8.27 3.68 HB: 1.882, HG#a: 0.995, HG#b: 0.792

Cys-19 8.69 4.76 HB#a: 2.759, HB#b: 3.254

Gly-20 7.78 3.90, 3.76



ce
... ooo: . PR e o

43 .::. 87 lee e’ ate
Arg-22 8.03 9.08 HB#a:1.801, HH#b:1.845, HG#a:2.041, HG#b:2.088, HD#a:3.352,
HD#b:3.280
Gly-23 7.23 9.07, 3.67
Phe-24 7.37 5.37 HH#a: 2.857, HB#b: 3.013, HD#: 6.502, HE#: 6.688, HZ: 6.944
Phe-25 8.51 9.87 HB#a: 3.151, HB#b: 3.321, HD#: 7.162, HE#: 7.073
Tyr-26 8.17 4.69 HH#a: 2.920, HH#b: 3.168, HD#: 7.029, HEH#: 6.662
Thr-27 7.80 5.06 HB: 3.965, HG2#: 1.198
Asp-28 8.43 4.50 HH#a: 2.764, HB#b: 2.660
Lys-29
Asp-30 8.06 4.76 HB#a: 2.615, HH#b: 2.821
Gly-31 8.15 4.14, 3.58
Lys-32
Gly-33 4.03, 4.87
Ile-34 8.16 3.78 HH: N/A, HGl#a: 0.730, HGl#b: 0.885, HG2#: 0.722, HD#:0.395
Val-35 8.08 3.54 HH: 1.966, HB: N/A, HG#a: 0.862, HG#b: 0.957
Glu-36 8.23 4.11 HB#a: 2.094, HG#a: 2.249
Gln-37 7.79 4.09 HB#: N/A, HG#: N/A
Cys-38 8.11 5.09 HH#a: 3.273, HH#b: 2.695
Cys-39 8.33 4.86 HB#a: 3.732, HB#b: 3.275
Thr-40 9.06 HH: 4.402, HG2#: 1.188
Ser-41 7.23 4.62 HB#a: 3.732, HH#b: 3.874
Ile-42 7.74 4.18 HB: 1.488, HGl#a: 1.038, HG2#: 0.604, HD#: 0.496
Cys-43 9.61 4.95 HB#a: 3.125
Ser-44 8.52 4.58 HB#a: 9.084, HB#b: 3.930
Leu-45 3.88 HB#a: N/A, NH#b: 1.452, HG: 1.543, HD#a: 0.812, HD#b: 0.750
Tyr-46 7.58 9.28 HB8#a: 2.956, HD#: 7.074, HE#: 6.806 I
Gln-47 7.93 3.95 HB#a: 2.287, HB#b: 1.983, HG#a: 2.382, HG#b: 2.140
Lau-48 7.70 3.99 HB#a: 1.905, HB#b: 1.329, HG: 1.658, HD#a:0.666,HD#b: 0.614
Glu-49 7.82 9.15 HB#a: N/A, HB#b: 1.946, HG#a: 2.307, HG#b: 2.171
Asn-50 7.27 4.49 HH#a: 2.716, HB#b: 2.592
Tyr-51 7.88 3.94 HS#a: 3.534, HB#b: 2.573, HD#: 7.192, HE#: 6.682
Cys-52 7.03 5.10 HH#a: 2.711, HH#b: 3.231
Asn-53 7.88 4.46 HH#a: 2.475, HH#b: 2.683, HD2#a: 7.980, HD2#b: 6.549

4. Tablazat

ATOM 1 CA PHE 1 5.563 -10.343 1.925 1.00 0.00
ATOM 2 HA PHE 1 5.191 -11.2861.5501.00 0.00
ATOM 3 CB PHE 1 4.581 -9.2241.558 1.00 0.00
ATOM 4 HB1 PHE 1 5.131 -8.3251.323 1.000.00
ATOM 5 HB2 PHE 1 3.923 -9.0372.393 1.000.00
ATOM 6 CG PHE 1 3.765 -9.6410.357 1.000.00
ATOM 7 CD1 PHE 1 3.789 -8.866-0.8091.000.00
ATOM 8 HD1 PHE 1 4.392 -7,970-0.8511.000.00
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

CD2
HD2
CEl
HE1
CE2
HE2
Cz

HZ

PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
HT1 PHE
HTZ PHE
HT3 PHE
N VAL
HN VAL
CA VAL
HA VAL
CB VAL
HB VAL
CG1 VAL
HG11VAL
HG12VAL
HG13VAL
CG2 VAL
HG21VAL
HG22VAL
HG23VAL
c VAL
0 VAL
N ASN
HN ASN
ASN
ASN

CA
HA
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2.985 -10.8000.4101.000.00
2.968 -11,3971.3111.000.00
3.033 -9.253-1.9211.000.00
3.052 -8.657-2.8221.000.00
2.229 -11.187-0.701 1.000.00
1.627 -12.083-0.6581.000.00
2.252 -10.414-1.8671.000.00
1.670 -10.713-2.7261.000.00
6.925 -10.0491.2951.000.00
7.945 -10.0881.9571.000.00
5.702 -10.4163.4061.000.00
6.005 -9.4913.772 1.000.00
6.412 -11.1363.6531.000.00
4.787 -10.6723.8291.000.00
6.993 -9.7570.020 1.000.00
6.105 -9.735-0.4861.000.00
8.231 -9.458-0.6671.000.00
9.024 -10.032-0.2101.000.00
8.122 -9.830-2.1481.000.00
7.420 -9.167-2.6331.000.00
9.494 -9.691-2.8101.000.00
9.807 -8.658-2.7731.000.00
9.431 -10.012-3.8401.000.00
10.211 -10.304-2.2851.000.00
7.638 -11.275-2.2771.000.00
6.763 -11.917-1.6601.000.00
8.418 -11.948-1.9541.000.00
7.389 -11.481-3.3081.000.00
8.592 -7.967-0.5421.000.00
7.869 -7.135-1.1201.000,00
9.562 -7.6240.206 1.000,00
10.089 -8.3160.658 1.000,00
9.926 -6.1860.370 1.000.00
9.083 -5.6440.771 1.000.00
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N GLN
HN GLN
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CB GLN
HB1 GLN
HB2 GLN
CG GLN
HG1 GLN
HG2 GLN
CD GLN
OE1l GLN
NEZ2 GLN
HE21GLN
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0 GLN
N HIS
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CA HIS
HA HIS
CB HIS
HB1 HIS
HB2 HIS
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CG HIS
ND1 HIS
HD1 HIS
CD2 HIS
HD2 HIS
CE1 HIS
HET HIS
NE2 HIS
C HIS
0 HIS
N LEU
HN LEU
CA LEU
HA LEU
CB LEU
HB1 LEU
HB2 LEU
CG LEU
HG LEU
CDh1l LEO
HD11 LEU
HD12 LEU
HD13 LEU
CD2 LEU
HD21 LEU
HD22 LEU
HD23 LEU
C LEU
0 LEU
N CYS
HN CYS
CA CYS
HA CY3
HB1 CYS
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.221
.323
636

431
691
553
906
.270

.922
.951
.819
.824
.546
.633
.398.
.510
.213
.766
.726
.702
.518
.786
.052
.837
.620
.891
.050
.239
.838
.4A8
.721
.113
.509
.206

0.235 -4.607 1.00 0.00
1.365 -3.815 1.00 0.00

2.051 -3.6981.

-0.401 -4.505
-1.314 -5.005

1.366 -3.2671.
2.105 -2.5701.
0.312 -3.6591.
-5.
.931
.005
.403
.667
.017
.658
.086
.425
.378
.022
.306
.752
.775
.629
.681
.401
.083
771
.898

-1.614
-2.590
-0.941
-0.170
-1.353
-2.370
-1.259
-1.694
-0.219
-2.012
-1.669
-1.755
-2.664
-1.429
-0.989
-3.510
-3.694
-3.840
-4.052
-0.428

-5
-5

206

0.706 -6.667
-0.908 -8.052
-1.830 -8.171
-0.063 -9.246
0.781 -8.947
1.052 -10.719

00 0.00

1.00 0.00
1.00 0.00
00 0.00

00 0.00

00 0.00

1.00 0.00
1.00 0.00
1.00 0.00
1.00 0.00
1.00 0.00
1.00 0.00
1.00 0.00
1.00 0.00
1.00 0.00
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1.00 0.00
1.00 0.00
1.00 0.00
1.00 0.00
1.00 0.00
1.00 0.00
1.00 0.00
1.00 0.00
1.00 0.00
2.00 0.00
1.00 0.00
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.026
.348
.726
.422
.321
.272
.989
.470
.057
.195
.206

.493
.091
492

.309
.073
.822
.181

.810
.154
.683
-0.
.845

972

0.284
0.969
0.677
0.159
2,188
2.988
2.705
2.548
1.608
0.648
3.750

-0.406 -10.157 1.00 0.00
-0.893 -10.279
-2.004
0.438 -9.857
1.417 -8.626
-0.359 -10.798
0.538 -10.520
-1.108
-1.925
-0.442
-1.665
-0.968
-2.917
-3.453
-3.534
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150 O
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156
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176
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CE1l
HE1
NE2

10
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HIS
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HIS
HIS
HIS 10
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LEIT11
LEU 11
LEU 11
LEIT11
LEU 11
LEU 11
LEU 11
CG LEU 11
HG LEU il
Cbhl LEU 11
HD11 LEU11
HD12 LEU11
HD13 LEU11
CDh2 LEU 11
HD21 LEU11l
HD22 LEU11l
HD23 LEU11l
C LEU 11-

0 LEU 1I-

N VAL 12
HN VAL

CA VAL

HA VAL
CB VAL
HB VAL 12
CGl VAL 12
HG11 VAL12
HG12 VAL12
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CA
HA
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HB1
HB2
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12
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.697
.255
.775
.562
.314
.243
.089
.156
-0.264
0.542
-0.474
-1.303
0.417
771
.601
.235
.305
.823
.609
0.146
-0.214
0.144
1.151
1.543
1.542
.636
.608
.931
.203
.020
.052
.715
.689
.864
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-6.655 -8.738 1.00 0.00
-7,766 -10.500 1.00 0.00
-8.370 -11.255 1.00 0.00
-7.802 -10.231 1.00 0.00
-4.052 -6.702 1.00 0.00
-4.455 -5.557 1.00 0.00
-2.792 -6.994 1.00 0.00
-2.485 -7.921 1.00 0.00
-1.813 -5.918 1.00 0.00
-1.764 -5.202 1.00 0.00
-0.420 -6.548 1.00 0.00
-0.471 -7.239 1.00 0.00
-0.143 -7.090 1.00 0.00
0.668 -5.4841.00 0.00
1.639-5.9291.000.00
0.588-5.0401.00 0.00
0.002-4.1341.00 0.00
0.121 -5.8171.00 0.00
1.584 -4.8531.000.00
0.514-4.2601.00 0.00
-0.294 -3.640 1.00 0.00
1.432-3.6911.00 0.00
0.296-4.5891.00 0.00
-2.259 -5.207 1.00 0.00
-2.522 -4.020 1.00 0.00
-2.322 -5.922 1.00 0.00
-2.089 -6.874 1,00 0.00
-2.729 -5.298 1.00 0.00
-1.999 -4.550 1.00 0.00
-2.770 -6.379 1.00 0.00
-1.816 -6.884 1.00 0.00
-3.872 -7.406 1.00 0.00
-4.192 -7.295 1.00 0.00
-3.485 -8.403 1.00 0.00
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185
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191
192
193
194
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197
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202
203
204
205
206
207
208
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210
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HG13 VAL12
CG2 VAL 12
HG21 VAL12
HG22 VAL12
HG23 VAL12

C
0
N
HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
CG
HG1
HG2
CD
OE1l
OE2
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CA
HA
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HB1
HB2
HB3
C
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N
HN

VAL
VAL
GLU
GLU
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ALA
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LEU
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14
14
14
14
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14
14
14
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14
15
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-5.373
-6.378
-6.885
-6.230
-6.975
-3.795
-4.496
-2.897
-2.343
-2.716
-3.650
-1.675
-1.299
-0.860
-2.319
-2.9206
-2.939
-1.225
-0.270
-1.359
-2.254
-2.698
-1.378
-1.044
-0.885
-0.531
0.254

-0.159
0.855

0.862

-2.010
-1.948
-3.018
-3.038

713 -7.
.035 =-5.720
.097 -5.560
.531 -4.772
.662 -6.365
.105 -4.
.415 -3.684
.928 -5.112
.655 -5.873
.281 -4.
.802 -4.
.072 -5.
.882 -4.
.418 -5.
.642 -6.
.883 -7.
.488 -6.
.091-7.
.698-7.
.822-8.
.129-3.
.838-2.
.204-2.
.644-3.
.986-1.
.919-1.
.979-1.
.981-1.
.148-2.
.092-0.
.427-0.
.5110.6
.829-1.1541.
.744-2.1291.000
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509
302
696
577
567
038
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0661.
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44 1.

.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

e e T e e e S T

00 0.
00 0.
00 0.
000.
00 0.
00 0.

000.
00 0.
00 0.
000.
000.
000.
000.
000.
000.
000.
.00

.

O O O ©O O O O O O O o o o o o o

00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00

.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
:00



ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

213
214
215
216
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224
225
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232
233
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237
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239
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244
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CA LEU 15
HA LEU 15
CB LEU 15
HB1 LEU 15
HB2 LEU 15
CG LEU 15
HG LEU 15
CD1 LEU 15
HD11 LEU 15
HD12 LEU 15
HD13 LEU 15
CD2 LEU 15
HD21 LEU 15
HD22 LEU 15
HD23 LEU 15
C LEU 15
0 LEIT15
N TYR 16
HN TYR 16
CA TYR 16
HA TYR 16
CB TYR 16
HB1 TYR 16
HB2 TYR 16
CG TYR 16
CD1 TYR 16
HD1 TYR 16
CD2 TYR 16
HD2 TYR 16
CE1 TYR 16
HE1 TYR 16
CE2 TYR 16
HE2 TYR 16
CzZz TYR 16
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.114
.678
.815
.783
.936
.969
.977
.617
.679
.176
. 457
.873
.530
.175
.847
.129
.380
.728
.524
. 725
.339
.655
.424
.115
.942
.878
.282
.414
.462
.290
.249
.805
.385
. 748

-3.237-0
-2.8050.
-2.131-1
-1.935-0
-2.945-2
-0.854-1
-1.073-1
0.221 -1
.032 -2
.199 -2
.192 -1
-0.3430.
0.683 0.
-0.9550.
-0.3960.
-4.2910.
-4.4091.
-5.057-0
-4.964-1
-6.069-0
-5.5780.
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-5.905-1.
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-5.998-3.
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-8.230-2.
-8.969-2.
-6.298-4.
-5.541-5.
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-9.525-4

-7.574-5.

.3351.000.
553 1.000.
.1251.000.
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.0771.000.
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.5071.000
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1.000.
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1.000.
1.000.
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.7871.00 0.
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452 1.000.

.2901.000

3711.000.
5801.000.
0021.00 0.

.6411.000.

6401.00 0.
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6171.000.
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276
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OH TYR 16
HH TYR 16
C TYR 16
TYR 16
N LEU 17
HN LEU 17
CA LEU 17
HA LEU 17
CB LEU 17
HB1 LEU 17
HB2 LEU 17
CG LEU 17
HG LEU 17
CD1 LEU 17
HD11 LEU 17
HD12 LEU 17
HD13 LEU17
Ch2 LEU 17
HD21 LEU17
HD22 LEUl7
HD23 LEU17
C LEU 17
0 LEU 17
N VAL 18
HN VAL 18
CA VAL 18
HA VAL 18
CB VAL 18
HB VAL 18
CG1 VAL 18
HG11l VAL1S8
HG12 VAL1S8
HG13 VAL1S
CG2 VAL 18

-3
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.159
.854
.992
.522
.758
.336
. 980
.465
.558
.022
.602
.837
.862
.536
.806
.044
.259
.385

0.104

-0

.363

0.128

.939
. 941
. 940
.959
.943
.358

.370
.051
.222
.150
.433
.980
.004

-7.874-6.2891.000
-7.948-6.9461.000
-7.2060.394 1.000.
-7.8351.293 1.000
-7.9550.025 1.000.
-6.915-0.6741.000

-8.5270.
-9.4810.
-8.5730.
-7.6850.

-8.1862
-9.0523
-6.9112
-6.2421
-6.4643
-7.1454
-5.0424
-4,3533
-4.6475
-4.2245
-3.9175
-5.5216
-4.9643

713
569
151
448

.207
.060
.511
.798
.921
.520
.015
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.837
.584
.071
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1
1
1
1
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.00 0.
.00 0.
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00
00
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.00 0.
-8.628-0.9251.000
-9.8050.688 1.000.
-9.7931.769 1.000
-11.064 0.174 1.00 0.00

-11.843 0.011 1.00 0.00

-10.842 -0.759 1.00 0.00
-11.393 0.907 1.00
-9.7870.207 1.000.00
-8.8980.578 1.00 0.00
-9.786-0.8731.00 0.00
-10.661 0.578 1.00
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HD13 LEU 45
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.453
. 958
.988
.831
.633
.479
.902
.642
.210
.693
.940
.092
.437
.254

.074
.530
.731
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126
.763
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0.254 6.213 1.000.00

-2.582
-1.872
-3.821
-4.366
-4.408
-4.381
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-5.981
-6.109
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-6.8285.
-7.8425.
-6.5335.
-5.5435.
-7.2595.
-6.5914.
-6.6743.
-6.6192.
-7.5283.
-5.7743.
-3.5906.
-3.4646.
-3.0327.
-3.1497.
-2.2138.
-2.7189.
-2.04009.
-1.7049.

-2.9891
-1.0241
-1.1871
-2.0441
0.084 1
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1
1
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.966 1.00 0.00
.776 1.00 0.00
.374 1.00 0.00
.523 1.00 0.00
.619 1.00 0.00
.707 1.00 0.00
.086 1.00 0.00
.070 1.00 0.00
.130 1.00 0.00
113 1.000.00
453 1.000.00
085 1.000.00
475 1.000.00
692 1.000.00
068 1.00 0,00
700 1.000.00
977 1.000.00
478 1.000.00
650 1.000.00
700 1.00 0.00
698 1.000.00
616 1.000.00
586 1.000.00
702 1.00 0.00
092 1.000.00
826 1.000.00
396 1.000.00
.316 1.00 0.00
.846 1.00 0.00
.485 1.00 0.00
.256 1.00 0.00
.139 1.00 0.00
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CE1l
HE1
CE2
HE2
Cz
OH
HH
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CA
HA
CB
HB1
HB2
CG
HG1
HG2
CD
OEl
NE2

HE21 GLN 47
HE22 GLN 47
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TYR
TYR
TYR
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0.806
-0.147
.843
.462
.608
.182
.440
.489
.498
.250
.049
.917
.816
.037
.649
.403
.180
.107
.251
.908
774
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. 663
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.463
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.429
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724
725
726
727
728
129
730
731
7132
733
734
735
736
737
738
739
740
741
792
743
744
745
746
747
748
799
750
751
752
753
754
755
756

HG 1LEU 48
CD1 LEU 48
HD11l LEU 48
HD12 LEU 98
HD13 LEU 48
CD2 LEU 48
HD21 LEU 48
HD22 LEU 48
HD23 LEU 48
C LEU 48
O LEU 48
N GLU 49
HN GLU 49
CA GLU 459
HA GLU 49
CB GLU 49
HB1 GLU 49
HB2 GLIT 49
CG GLU 49
HG1 GLU 99
HG2 GLU 49
CD GLU 49
OE1 GLU 49
OEZ GLU 49
C GLIT 49
0 GLU 49
N ASN 50
HN ASN 50
CA ASN 50
HA ASN 50
CB ASN 50
HB1 ASN 50
HB2 ASN 50
CG ASN 50
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.3232.575 1.000.00
.4340.914 1.000.00
.2780.222 1.000.00
.4651.236 1.000.00
.2020.427 1.000.00
793 1.667 1.000.00
.532 2.447 1.000.00
629 1.455 1.000,00
143 0.775 1.000.00
.8925.201 1.000.00
.0974.695 1.000.00
.1506.468 1.000.00
.9796.864 1.000.00
.7007.315 1.000.00
.5536.822 1.000.00
.1348.669 1.000.00
.1309.407 1.000.00
.4458.968 1.000.00
.5478.552 1.000.00
.4858.536 1.000.00
.0097.640 1.000.00
.3929.751 1.000.00
.5589.550 1.000.00
.86010.848 1.00 0.00
.6317.530 1.000.00
.9427.823 1.000.00
.624 7.393 1.000.00
.851 7.163 1.000.00
.714 7.596 1.000.00
.470 8.441 1.000.00
.024 7.881 1.000.00
.856 7.552 1.000.00
.032 7.348 1.000.00
.151 9.383 1.000.00
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-4.068 4.112 10.0041.000.
-2.983 2.218 9.997 1.000.
-2.650 1.444 9.497 1.000.
-2.810 2.291 10.9591.000.
-5.538 1.894 6.347 1.000.
-6.396 2.757 6.321 1.000.
-5.342 1.102 5.313 1.000.
-4.649 0.413 5.342 1.000.
-6.184 1.260 4.086 1.000.
-6.744 2.180 4.159 1.000.
-5.293 1.305 2.838 1.000,
-5.911 1.234 1.956 1.000.
-4.601 0.476 2.860 1.000.
-4.525 2.597 2.799 1.000.
-5.154 3.766 2.364 1.000.
-6.189 3.738 2.061 1.000.
-3.187 2.625 3.189 1.000.
-2.706 1.719 3.518 1.000.
-4.442 4.970 2.323 1.000.
-4.924 5.873 1.980 1.000.
-2.470 3.824 3.147 1.000.
-1.435 3.843 3.448 1.000,
-3.098 4.998 2.716 1.000.
-2.392 6,183 2.678 1.000.
-2.342 6,527 3.574 1.000.
-7.163 0.085 3.961 1.000.
-7,191 -0.6062.958 1.000,
-7.969 -0.1464.964 1.000.
-7,933 0.419 5.764 1.000.
-8,945 -1.2734.885 1.000.
-9.067 -1.5613.852 1.000.
-9.205 -3.2115.770 1.000.
-8.165 -2.1276.692 1.000.
-10.299-0.8355.445 1.000.
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00
00
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00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00

00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
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ATOM 791 O CYS 52 -10.402 0.139 6.168 1.000.00
ATOM 792 CB CYS 52 -8.430 -2.4625.700 1.000.00
ATOM 793 SG CYS 52 -6.973 -3.1804.902 1.000.00
ATOM 794 N ASN 53 -11.337-1.5595.114 1.000.00
ATOM 795 HN ASN 53 -11.218 -2.3394.531 1.000.00
ATOM 796 CA ASN 53 -12.699-1.2125.617 1.000.00
ATOM 797 HA ASN 53 -12.919-0.1835.382 1.000.00
ATOM 798 CB ASN 53 -13.733-2.1214.950 1.000.00
ATOM 799 HB1 ASN 53 -14.565 -2.2725.6211.000.00
ATOM 800 HB2 ASN 53 -13.279 -3.0744.7211.000.00
ATOM 801 CG ASN 53 -14.234 -1.4713.658 1.000.00
ATOM 802 OD1 ASN 53 -13.551 -0.6573.0691.000.00
ATOM 803 ND2 ASN 53 -15.407 -1.8003.1921.000.00
ATOM 804 HD21ASN 53 -15.958 -2.4563.669 1.000.00
ATOM 805 HD22ASN 53 -15.737 -1.3912.3641.000.00
ATOM 806 C ASN 53 -12.750 -1.4107.1331.000.00
ATOM 807 OT1 ASN 53 -12.763 -2.5537.5601.000.00
ATOM 808 OT2 ASN 53 -12.775 -0.4167.8401.000.00
END

3. Példa

Az AspB28]P(AspGlyLys) inzulin analég prekurzort ugy allit-
juk elé, hogy a YAP3-TA39-EEGEPK (8. szamu szekvencia)-
AspBZIP(DGK) fuzios fehérjét, vagy a YAP3-TAS7-EEGEPK (8.
szamu szekvencia)-AspB28]P(DGK) fiziés fehérjét expresszalé exp-
resszidés plazmiddal transzformalt MT663 élesztétorzset te-
nyésztjuk. A TA39 egy QPIDDTESNTTSVNMLADDTESRFATNTT-
LAGGLDVNLISMAKR pro-szekvencia (15. szamu szekvencia). Az
EEGEPK (8. szamu szekvencia) az inzulin analég B-lancanak N-
terminalis extenzidja. A TAS7 egy QPIDDTESQTTSVNLMADDTE-
SAFATQTNSGGLDVVGLISMAKR pro-szekvencia (16. szamu szek-
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vencia). A YAP-TA39 és YAP-TAS7 vezérszekvenciat kodolé cDNS-
t, és az AspB28]P(DGK)-t valamint az N-terminalis extenziét kodo-
16 cDNS-t C-POT tipusu expressziéos vektorba klénozzuk, stan-
dard technikak alkalmazasaval [Sambrook és mtsai: Molecular
Cloning: A Laboratory Manual; 2. kiadas, Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)]. A DNS-, és a kikoévetkez-
tetett aminosav szekvenciak a 7. abran (9. és 10. szamu szekven-
cia) és a 8. abran (11. és 12. szamu szekvencia) lathatok.

Az 5. tablazat mutatja a hozamot. A fermentaciot 30 °C-on
72 ora hosszat hajtjuk végre 5 ml YPD taptalajban. Az IP
hozamot a tenyészet feliiluszéjanak forditott fazisu HPLC-jével

hatarozzuk meg, és az yJB155 térzs IP hozamahoz viszonyitva

fejezzik ki.
5. Tablazat
Vezér- | Pre- N-terminalis C-peptid Hozam | Szekv.
szek- | kurzor extenzio * szam
vencia
o*-ex4 | AspB28] | GluGluAlaGlu Nincs 100 3.
P AlaGluAla- szamu
ProLys szek-
vencia
YAP3- | AspB28] | GluGluGlyGlu AspGlyLys 477% 8.
TA39 P ProLys szamu
szek-
vencia
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YAP3-
TAS7

AspB28]

GluGluGlyGlu

ProLys

AspGlyLys

306%

szamu
szek-

vencia

Az alabbiakban részletesen ismertetjlik a leirasban emlitett szek-

venciakat.
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<210>1

<211>4

<212> FEHERJE
<213> Mini C peptid

<400> 1

Glu Glu Gly Lys
1

<210> 2
<211> 10
<212> FEHERJE

<213> N-terminalis extenzio

<400> 2

Glu Glu Ala Glu Ala Glu Ala Glu Pro Lys

1 S

<210> 3
<211>9
<212> FEHERJE

<213> N-terminalis
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<400> 3

Glu Glu Ala Glu Ala Glu Ala Pro Lys
1 S

<210> 4

<211> 600

<212> DNS

<213> Alfa vezérszekvencia, N-terminalison meghosszabbitott
AspB28-hoz fuzionaltatva

<220>

<221> CDS

<222> (114)..(545)

<400> 4

tcttgcttaa atctataact acaaaaaaca catacaggaa ttccattcaa gatctgttca 60
aacaagaaga ttacaaacta tcaatttcat acacaatata aacgattaaa aga atg 116
Met
1
aga ttt cct tca att ttt act gca gtt tta ttc gca gca tcc tcc gca 164
Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser Ala

tta gct gct cca gtc aac act aca aca gaa gat gaa acg gca caa att 212
Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala Gln Ile
20 25 30
ccg gct gaa gct gtc atc ggt tac tca gat tta gaa ggg gat ttc gat 260
Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe Asp
35 40 45
gtt gct gtt ttg cca ttt tcc aac agc aca aat aac ggg tta ttg ttt 308
Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe
50 55 60 65



ata aat

Ile Asn

atg gct
Met Ala

caa cac

Gln His

ggt gaa
Gly Glu

115
tgt act
Cys Thr
130
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aag
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ttg
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100
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tct

Ser

<210> 5

<211> 144

act
Thr

aga
Arg

85
tgt
Cys

ggt
Gly

atc
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70
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Phe

tgt
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Ser

ttc
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Ser
135
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<213> Alfa vezérszekvencia, N-terminalison meghosszabbitott

AspB28-hoz fuzionaltatva

<400> 5

Met Arg
1
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Asp Val
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ATOM 315 OE2 GLU 21 -15.853-12.118 -0.716 1.00 0.00

ATOM 316 C GLU 21 -13.835-8.2231.132 1.000.00
ATOM 317 O GLU 21 -14.459-7.7530.199 1.00 0.00
ATOM 318 N ARG 22 -13.808-7.6312.302 1.000.00
ATOM 319 HN ARG 22 -13.304-8.0353.040 1.000.00
ATOM 320 CA ARG 22 -14.548 -6.3502.524 1.000.00
ATOM 321 HA ARG 22 -15.605-6.5222.398 1.00 0.00
ATOM 322 CB ARG 22 -14.288 -5.8533.944 1.000.00
ATOM 323 HB1 ARG 22 -14.444-4.7883.983 1.000.00
ATOM 329 HB2 ARG 22 -13.269-6.0804.225 1.00 0.00
ATOM 325 CG ARG 22 -15.251-6.5434.912 1.000.00
ATOM 326 HG1l ARG 22 -14.802-7.4525.281 1.00 0.00
ATOM 327 HG2 ARG 22 -16.172-6.7784.395 1.00 0.00
ATOM 328 CD ARG 22 -15.549-5.6106.085 1.00 0.00
ATOM 329 HD1 ARG 22 -16.250-6.0856.755 1.00 0.00
ATOM 330 HD2 ARG 22 -15.973 -4.6895.714 1.000.00

ATOM 331 NE ARG 22 -14.285 -5.3156.818
ATOM 332 HE ARG 22 -13.502 -4.9856.331
ATOM 333 CZ ARG 22 -14.224 -5.4968.107
ATOM 334 NH1 ARG 22 -13.711 -6.5958.589
ATOM 335 HH11 ARG22 -13.363 -7.2987.968 1.000.00
ATOM 336 HH12 ARG22 -13.666 -6.7359.578 1.000.00

1
1.000.00
1
1
1
1
1
ATOM 337 NH2 ARG 22 -14.679 -4.5798.917 1.000.00
1
1
1
1
1
1
1
1

.000.00
.000.00
.000.00

ATOM 338 HH21 ARG22 -15.074 -3,7378.547 1.000.00
ATOM 339 HH22 ARG22 -14.634 -4,7179.905 1.000.00
ATOM 340 C ARG 22 -14.086 -5.2901.520 1.000.00
ATOM 341 O ARG 22 -14.890 -4.6760.843 1.000.00
ATOM 342 N GLY 23 -12.799 -5.0741.417 1.000.00
ATOM 343 HN GLY 23 -12.173 -5.5851.972 1.000.00
ATOM 349 CA GLY 23 -12.281 -4.0570.456 1.000.00
ATOM 395 HAl GLY 23 -13.077 -3.3810.182 1.000.00
ATOM 346 HA2 GLY 23 -11.913 -4.556-0.429 1.00 0.00
ATOM 347 C GLY 23 -11.146 -3.2661.102 1.000.00
ATOM 348 O GLY 23 -10.816 -3.4652.256 1.000.00



ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

349
350
351
352
353
359
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382

N
HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
CG
CD1
HD1
CD2
HD2
CE1l
HE1
CE2
HE?2
cz
HZ

HN
CA
HA
CB
HB1
HB2
CG
CDh1
HD1
CDh2
HD?2
CEl
HE1

PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE

24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
25
25
25
25

PfiE 25

PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE

25
25
25
25
25
25
25
25
25

-10
-10

54

. 547
.835

.425
.307
.124
.810
.355
.358
.560
.529
.387
.212
.800
.956
.625
.657

-8.833
-9.018
-9.755

-10
-8.
-7.
-9.
-10

-9.

.883
7182
883
036
.093

.553
.158
.776
.693
.908

267

.524
.359
. 955
.118

-1.
-0.

0.
-3
-3
-0
0.

.410
.244
.082
.119
.579
.542

X3

0
. ose
.

.
evee oo

.3700.361 1.000.00
.236-0.565 1.00 0.00
.000

.5560.
.7851.
.9050.
.9010.
.2010.

.0610.

.304 0.
.806 0
.493 1
.274 O
.450 0
.987 2
.958 1
.401 2
.162 3.
3
3
3
2
4
5

845-1.
612-1.
279 -1.
.019-2.
.981-1.
.532-3.
429 -3.
.943-3.
.844-4.
.700-4.
.643-5.

914
957
165
433
426
319
925
325
077
597
300
768
457
051
068
130
759
486

.931
.152
.796
.662
.063
.800
.522

040

.637
.392
. 360
.900
.550
.010

N e s

T e e e e e

.000

I e T e T S = S S S

.000.
.00 0.
.00 0.
.00 0.

.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

.000

.000
.000

.000

.00
.00 0.
.000.
.000.

00
00
00

.00

.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00
00

00

00

00

o O O O O O O O o o

o

.00
.000.
.000.
.00 0.
.00 0.
.00
.00
.000.
.000.
.000.
.00 0.
.00

00
00
00
00

00
00
00
00

(XXX



o0 eose oo L
L] 3

55 ceee : o:oo oo

ATOM 383 CE2 PHE 25 -11.570 2.252 4.271 1.000.00
ATOM 384 HE2 PHE 25 -12.210 1.421 4.514 1.000.00
ATOM 385 CZ PHE 25 -11.787 3.500 4.867 1.000.00
ATOM 386 HZ PHE 25 -12.594 3.629 5.572 1.000.00
ATOM 387 C PHE 25 -8.263 2.828 -0.409 1.00 0.00
ATOM 388 O PHE 25 -7.421 2.161 -0.979 1.00 0.00
ATOM 389 N TYR 26 -8.540 4.051 -0.784 1.00 0.00
ATOM 390 HN TYR 26 -9.216 4.567 -0.297 1.00 0.00
ATOM 391 CA TYR 26 -7.825 4.671 -1.938 1.00 0.00
ATOM 392 HA TYR 26 -6.785 4.381 -1.915 1.00 0.00
ATOM 393 CB TYR 26 -8.463 4.196 -3.248 1.00 0.00
ATOM 394 HB1 TYR 26 -9.171 4.934 -3.593 1.00 0.00
ATOM 3895 HB2 TYR 26 -8.975 3.259 -3.078 1.00 0.00
ATOM 396 CG TYR 26 -7.391 4.000 -4.295 1.00 0.00
ATOM 397 CD1 TYR 26 -7.086 5.034 -5.1881.000.00
ATOM 398 HD1 TYR 26 -7.617 5.973 -5.1291.000.00
ATOM 399 CD2 TYR 26 -6.701 2.783 -4.3731.000.00
ATOM 400 HD2 TYR 26~ -6.936 1.985 -3.6841.000.00
ATOM 401 CEl1 TYR 26 -6.093 4.852 -6.1591.000.00
ATOM 402 HEl TYR 26 -5.858 5.650 -b.8471.000.00
ATOM 403 CE2 TYR 26 -5.708 2.602 -5.3441,000,00
ATOM 404 HE2 TYR 26 -5.177 1.663 -5.4041,000.00
ATOM 405 CZ TYR 26 -5.403 3.637 -6.2361.000.00
ATOM 406 OH TYR 26 -4.425 3.459 -7.1921.000.00
ATOM 407 HH TYR 26 -4.787 2.908 -7.8901.000.00
ATOM 408 C TYR 26 -7.934 6.195 -1.8351.000.00
ATOM 409 O TYR 26 -8.901 6.787 -2.2771.000.00
ATOM 410 N THR 27 -6.953 6.830 -1.2411.000.00
ATOM 411 HN THR 27 -6.191 6,325 -0.8881.000.00
ATOM 412 CA THR 27 -6.994 8.316 -1.0901.000.00
ATOM 413 HA THR 27 -7.965 8.612 -0.7201.000.00
ATOM 414 CB THR 27 -5.915 8,758 -0.0911.000.00
ATOM 415 HB THR 27 -6.127 8.330 0.876 1.000.00

ATOM 416 OGl THR 27 -5.920 10.175 0.008 1.00 0.00
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ATOM 417 HG1 THR 27 -6.818 10.458 0.194 1.00 0.00
ATOM 418 CG2 THR 27 -4.535 8.282 -0.5621.000.00
ATOM 419 HG21 THR 27 -4.643 7.648 -1.9311.000.00
ATOM 420 HG22 THR 27 -4.058 7.725 0.231 1.000.00
ATOM 921 HG23 THR 27 -3.926 9.137 -0.8141.000.00
ATOM 422 C THR 27 -6.743 8.988 -2.4421.000.00
ATOM 423 O THR 27 -b.319 8.357 -3.3921.000.00
ATOM 424 N  ASP 28 -6.999 10.268 -2.527 1.00 0.00
ATOM 425 HN ASP 28 -7.337 10.750 -1.743 1.00 0.00
ATOM 426 CA ASP 28 -6.779 11.004 -3.806 1.00 0.00
ATOM 427 HA ASP 28 -5.809 10.748 -4.207 1.00 0.00
ATOM 428 CB ASP 28 -7.870 10.622 -4.812 1.00 0.00
ATOM 429 HB1 ASP 28 -8.163 11.495 -5.377 1.00 0.00
ATOM 430 HBZ ASP 28 -8.726 10.231 -4.281 1.00 0.00
ATOM 431 CG ASP 28 -7.333 9.556 -5.7711.000.00
ATOM 432 OD1 ASP 28 -6.648 9.924 -6.7111.000.00
ATOM 433 OD2 AsSP 28 -7.617 8.390 -5.5491.000.00
ATOM 434 C ASP 28 -6.837 12.509 -3.534 1.00 0.00
ATOM 435 ASP 28 -5.850 13.209 -3.651 1.00 0.00
ATOM 436 N LYS 29 -7.992 13.007 -3,169 1.00 0.00
ATOM 437 HN LYS 29 -8.770 12.418 -3,083 1.00 0.00
ATOM 438 CA LYS 29 -8.126 14.466 -2.885 1.00 0.00
ATOM 439 HA LYS 29 -7.666 15.029 -3.684 1.00 0.00
ATOM 440 CB LYS 29 -9.619 14.835 -2.798 1.00 0.00
ATOM 441 HB1 LYS 29 -10.092 14.617 -3.741 1.00 0.00
ATOM 442 HB2 LYS 29 -9.708 15.890 -2.585 1.00 0.00
ATOM 443 CG LYS 29 -10.293 14.027 -1.685 1.00 0.00
ATOM 444 HG1 LYS 29 -10.315 14.614 -0.779 1.00 0.00
ATOM 445 HG2 LYS 29 -9.741 13.116 -1.510 1.00 0.00
ATOM 446 CD LYS 29 -11.725 13.685 -2.101 1.00 0.00
ATOM 447 HD1 LYS 29 -11.719 12.806 -2.728 1.00 0.00
ATOM 448 HD2 LYS 29 -12.149 14.515 -2.648 1.00 0.00
ATOM 449 CE LYS 29 -12.565 13.413 -0.853 1.00 0.00
ATOM 450 HE1 LYS 29 -13.613 13.525 -1.093 1.00 0.00
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Phe Val
95
Leu Val

Glu Gln

Cys Asn

<213> Alfa vezérszekvencia, N-terminalison meghosszabbitott

AspB28(AspGlyLys)-hez faizionaltatva

<220>

<221> CDS

<222> (114)..(554)

<400> 6

tcttgcttaa atctataact acaaaaaaca catacaggaa

aacaagaaga ttacaaacta tcaatttcat acacaatata

aga

Arg

tta

Leu

ccg

ttt
Phe

gct
Ala

gct

cct

Pro

gct
Ala
20

gaa

tca

Ser

CCa

Pro

gct

att
Ile

gtc
Val

gtc

ttt
Phe

aac

Asn

atc

act gca
Thr Ala

act aca
Thr Thr

25
ggt tac

gtt
Val
10
aca
Thr

tca

tta

Leu

gaa
Glu

gat

ttc
Phe

gat
Asp

tta

ttccattcaa gatctgttca

aacgattaaa aga atg

gca
Ala

gaa
Glu

gaa

gca
Ala

acg
Thr
30

ggg

tcc
Ser
15
gca
Ala

gat

60
116
Met
1
tcc gca 164
Ser Ala

caa att 212
Gln Ile
ttc gat 260



74 sdee

Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe Asp

35 40 45
gtt gct gtt ttg cca ttt tcc aac agc aca aat aac ggg tta ttg ttt 308
Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe

50 55 60 65
ata aat act act att gcc agc att gct gct aaa gaa gaa ggg gta tcc 356
Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser
70 75 80
atg gct aag aga gaa gaa gct gaa gct gaa gct cca aag ttc gtt aac 404
Met Ala Lys Arg Glu Glu Ala Glu Ala Glu Ala Pro Lys Phe Val Asn
85 90 95
caa cac ttg tgt ggt tct cac ttg gtt gaa gct ttg tac ttg gtt tgt 452
Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys
100 105 110

ggt gaa aga ggt ttc ttc tac act gac aag gag tgg aag ggt atc gtt 500
Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Asp Lys Glu Trp Lys Gly Ile Val

115 120 125
gaa caa tgt tgt act tct atc tgt tct ttg tac caa ttg gaa aac tac 548
Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr

130 135 140 145

tgt aac tagacgcagc ccgcaggctc tagaaactaa gattaatata attata 600
Cys Asn

<210>7

<211> 147

<212> FEHERJE
<213> Alfa vezérszekvencia, N-terminalison meghosszabbitott

AspB28(AspGlyLys)-hez fuzionaltatva

<400> 7

Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser
1 5 10 15
Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala Gln
20 25 30



Ile

Asp

Phe

65

Ser

Asn

Cys

Val

Tyr
145

Pro

Val

50

Ile

Met

Gln

Gly

Glu

130
Cys

Ala

35

Ala

Asn

Ala

His

Glu

115

Gln

Asn

<210> 8
<211>6

<212> Fehérje

Glu

Val

Thr

Lys

Leu

100

Arg

Cys

Ala

Leu

Thr

Arg

85

Cys

Gly

Cys

Val

Pro

Ile

70

Glu

Gly

Phe

Thr

75

Ile Gly Tyr

Phe

55

Ala

Glu

Ser

Phe

Ser

135

40

Ser

Ser

Ala

His

Tyr

120
Ile

<213> N-terminalis extenzid

<400> 8

Glu Glu Gly Glu Pro Lys

1

<210>9

<211> 550

<212> DNS

S

Asn

Ile

Glu

Leu

105

Thr

Cys

Ser

Ser

Ala

Ala

90

Val

Asp

Ser

Asp

Thr

Ala

75

Glu

Glu

Lys

Leu

Leu Glu Gly
45

Asn Asn Gly

60

Lys Glu Glu

Ala Pro Lys

Ala Leu Tyr
110
Glu Trp Lys
125
Tyr Gln Leu
140

Asp

Leu

Gly

Phe

95

Leu

Gly

Glu

eces o0
* 0

e
(XX X4

Phe

Leu

Val

80

Val

Val

Ile

Asn

<213> TA39 vezérszekvencia, N-terminalison meghosszabbitott

AspB28(AspGlyLys)-hez fuzionaltatva
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<220>
<221> CDS
<222> (115)..(489)

<400> 9

ttcttgctta aatctataac tacaaaaaac acatacagga

aaacaagaag attacaaact atcaatttca tacacaatat

aaa ctg aaa act gta aga tct gcg gtc
Lys Leu Lys Thr Val Arg Ser Ala Val

cag gtc ctt ggc caa cca att gac gac
Gln Val Leu Gly Gln Pro Ile Asp Asp
20 25
gtc aac ttg atg gct gac gac act gaa
Val Asn Leu Met Ala Asp Asp Thr Glu
35 40
act ttg gct ggt ggt ttg gat gtt gtt
Thr Leu Ala Gly Gly Leu Asp Val Val
50 55
aga gaa gaa ggt gaa cca aag ttc gtt
Arg Glu Glu Gly Glu Pro Lys Phe Val
70

cac ttg gtt gaa gct ttg tac ttg gtt
His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val

85 80
tac act gac aag gaa tgg aag ggt atc
Tyr Thr Asp Lys Glu Trp Lys Gly Ile

100 105
atc tgt tct ttg tac caa ttg gaa aac
Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn
115 120

ctt

Leu

act
Thr

tct

Ser

aac

Asn

aac
Asn
75
tgt
Cys

gtt
Val

tac

Tyr

tcg

Ser

gaa
Glu

aga

Arg

ttg

Leu
60

caa

Gln

ggt
Gly

gaa
Glu

tgt
Cys

attccattca agaatagttc 60

aaacgattaa aaga atg

tca ctc

Ser Leu

tct aac

Ser Asn
30

ttc gct

Phe Ala

45

atc tcc

Ile Ser

cac ttg

His Leu

gaa aga

Glu Arg

caa tgt
Gln Cys
110

ttt
Phe
15

act

Thr

act
Thr

atg
Met

tgt
Cys

ggt
Gly
95

tgt
Cys

gca
Ala

act
Thr

aac

Asn

gct
Ala

ggt
Gly
80

ttc
Phe

act

Thr

aac tagacgcagc

Asn
125

ccgcaggctc tagaaactaa gattaatata attatataaa aatattatct t

<210> 10

Met
1
tct

Ser

tct

Ser

act
Thr

aag
Lys
65

tcc

Ser

ttc
Phe

tct

Ser

117

165

213

261

309

357

405

453

499

550
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<211> 125
<212> FEHERJE
<213> TA39 vezérszekvencia, N-terminalison meghosszabbitott

AspB28(AspGlyLys)-hez fuzionaltatva

<400> 10

Met Lys Leu Lys Thr Val Arg Ser Ala Val Leu Ser Ser Leu Phe Ala
1 5 10 15
Ser Gln Val Leu Gly Gln Pro Ile Asp Asp Thr Glu Ser Asn Thr Thr
20 25 30
Ser Val Asn Leu Met Ala Asp Asp Thr Glu Ser Arg Phe Ala Thr Asn
35 40 45
Thr Thr Leu Ala Gly Gly Leu Asp Val Val Asn Leu Ile Ser Met Ala
50 55 60
Lys Arg Glu Glu Gly Glu Pro Lys Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly
65 70 75 80
Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe
85 90 95
Phe Tyr Thr Asp Lys Glu Trp Lys Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr
100 105 110
Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys Asn
115 120 125

<210> 11

<211> 550

<212> DNS

<213> TAS7 vezérszekvencia, N-terminalison meghosszabbitott

AspB28(AspGlyLys)-hez fizionaltatva

<220>
<221> CDS



<222> (115)..(486)

<400> 11

78

ttcttgctta aatctataac tacaaaaaac acatacagga

aaacaagaag attacaaact atcaatttca tacacaatat

aaa

Lys

cag
Gln

gtc
Val

aac
Asn

50
gaa

Glu

ttg

Leu

act

Thr

tgc
Cys

ctg

Leu

gtc
Val

aac
Asn

35
tct

Ser

gaa
Glu

gtt
Val

gac

Asp

tcc
Ser
115

aaa

Lys

ctt
Leu

20
ttg

Leu

ggt
Gly

ggt
Gly

gaa
Glu

aag
Lys
100
ttg

Leu

act

Thr

ggc
Gly

atg
Met

ggt
Gly

gaa
Glu

gct
Ala

85
gaa

Glu

tac

Tyr

gta
val

caa
Gln

gct
Ala

ttg

Leu

cca
Pro

70
ttg

Leu

tgg
Trp

caa
Gln

aga

Arg

CcCa

Pro

gac

Asp

gat
Asp

55
aag

Lys

tac

Tyr

aag

Lys

ttg

Leu

tct gcg gtc ctt

Ser Ala

att gac
Ile Asp
25
gac act
Asp Thr
40
gtt gtt
Val Vval

ttc gtt
Phe Val

ttg gtt
Leu Val

ggt atc
Gly Ile

105
gaa aac
Glu Asn
120

Val
10
gac

Asp

gaa
Glu

ggt
Gly

aac

Asn

tgc
Cys
90
gtt
Val

tac

Tyr

Leu

act
Thr

tct

Ser

ttg

Leu

caa
Gln
75
ggt
Gly

gaa
Glu

tgc
Cys

tcg

Ser

gaa
Glu

gct
Ala

atc

Ile
60

cac

His

gaa

Glu

Caa

Gln

aac

Asn

tagaaactaa gattaatata attatataaa aatattatct

<210> 12

<2I1> 124
<212> FEHERJE

90 o0
on. L4 e e o
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attccattca agaatagttc 60

aaacgattaa aaga atg

tca ctc

Ser Leu

tct caa
Ser Gln
30
ttc gct
Phe Ala
45
tcc atg
Ser Met

ttg tgc
Leu Cys

aga ggt
Arg Gly

tgc tgt
Cys Cys
110

ttt
Phe
15

act
Thr

act
Thr

gct
Ala

ggt
Gly

ttc
Phe
95

acc
Thr

gca
Ala

act
Thr

caa

Gln

aag

Lys

tcc
Ser
80

ttc
Phe

tcc

Ser

Met
1
tct

Ser

tct

Ser

act
Thr

aga
Arg
65

cac

His

tac

Tyr

atc
Ile

117

165

213

261

309

357

405

453

tagacgcagc ccgcaggctc 506

tctt

550



<213> TAS7 vezérszekvencia, N-terminalison
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AspB28(AspGlyLys)-hez fuzionaitatva

<400>

Met

Ser

Ser

Thr

Arg

65

His

Tyr

Ile

Lys

Gln

Val

Asn

50

Glu

Leu

Thr

Cys

Leu

Val

Asn

35

Ser

Glu

Val

Asp

Ser
115

<210> 13
<211> 27
<212> DNS

Lys

Leu

20

Leu

Gly

Gly

Glu

Lys

100

Leu

<213> Primer

<400> 13

Thr

Gly

Met

Gly

Glu

Ala

85

Glu

Tyr

Val

Gln

Ala

Leu

Pro

70

Leu

Trp

Gln

Arg

Pro

Asp

Asp

55

Lys

Tyr

Lys

Leu

Ser

Ile

Asp

40

Val

Phe

Leu

Gly

Glu
120

Ala

Asp

25

Thr

Val

Val

Val

Ile

105

Asn

taaatctata actacaaaaa acacata

<210> 14

Val
10
Asp
Glu
Gly
Asn
Cys
90

Val

Tyr

Leu Ser
Thr Glu
Ser Ala
Leu Ile
60
Gln His
75
Gly Glu

Glu Gln

Cys Asn

Ser

Ser

Phe

45

Ser

Leu

Arg

Cys

Leu

Gln

30

Ala

Met

Cys

Gly

Cys
110

Phe

15

Thr

Thr

Ala

Gly

Phe

95
Thr

Ala

Thr

Gln

Lys

Ser

80

Phe

Ser

meghosszabbitott

27
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<211> 109
<212> DNS

<213> Primer

<220>
<221> vegyes tulajdonsag
<222> (22)..(24)

<223> n jelentése a, t, g vagy ¢ és m jelentése c vagy a

<400> 14

ccaaagaaga tgtgactgtt cnnmcccttc ccatagcaac ttgttacaac atgaagatag 60

acaagaaaca tggttaacct tttgatgaca ttgatcagat ctttgattc 109

<210> 15

<211> 45

<212> FEHERJE

<213> TA39 szintetikus propeptid

<400> 15

Gln Pro Ile Asp Asp Thr Glu Ser Asn Thr Thr Ser Val Asn Leu Met

1 5 10 15
Ala Asp Asp Thr Glu Ser Arg Phe Ala Thr Asn Thr Thr Leu Ala Gly
20 25 30
Gly Leu Asp Val Val Asn Leu Ile Ser Met Ala Lys Arg
35 40 45

<210> 16
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<211>44
<212> FEHERJE
<213> TAS7 szintetikus propeptid

<400> 16

Gln Pro Ile Asp Asp Thr Glu Ser Gln Thr Thr Ser Val Asn Leu Met
1 5 10 15
Ala Asp Asp Thr Glu Ser Ala Phe Ala Thr Gln Thr Asn Ser Gly Gly
20 25 30
Leu Asp Val Val Gly Leu Ile Ser Met Ala Lys Arg
35 40
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Inzulin prekurzor vagy inzulin prekurzor analog, ami
egy O0sszekotd peptidet (C-peptid) tartalmaz, ami lehasithaté az A
és B lancrol, és az emlitett 6sszekotd peptid legalabb egy Gly cso-
portot tartalmaz, és a B27 (CG2 atom) és az Al (CA atom) k6zott
a tavolsag kisebb mint 5 Angstrém.

2. Az 1. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analdg, amiben az 6sszekotd peptid maximum 10 ami-
nosav csoportot tartalmaz.

3. Az 1. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben az 6sszekoté peptid maximum 9 ami-
nosav csoportot tartalmaz.

4. Az 1. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analdg, amiben az 6sszeko6tdé peptid maximum 5 ami-
nosav csoportot, elénydésen maximum 3 aminosav csoportot tar-
talmaz.

S. Az 1. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben az 6sszekoété peptid maximum 5 Gly
csoportot tartalmaz.

6. Az 1. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analdog, amiben az Osszeko6td peptid maximum 3 Gly
csoportot, elénydsen csak egy Gly csoportot tartalmaz.

7. Az 1. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin

prekurzor analog, amiben az 0sszek6td peptid egy C-terminalis
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Lys vagy Arg csoportot tartalmaz, az A lanchoz viszonyitva
kozvetlenlil N-terminalis pozicioban.

8. A 7. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben egy Gly csoport a Lys vagy Arg cso-
porthoz viszonyitva kézvetlentlil N-terminalis poziciéban van.

0. Az 1. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, ami a I képlettl altalanos szekvenciat tartal-
mazza:

B(1-27)-X3-X2-X1-Y-A(1-21)
amiben
X1 legalabb egy Gly aminosav csoportot tartalmaz,

X2 jelentése Pro, Asp, Ala, Arg vagy Pro-Thr a B lanc 29-es

[P

PR

ban, és

Y jelentése Lys vagy Arg.

10. A 9. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben X; 1-15 aminosav csoportbél all.

11. A 9. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben X; 1-10 aminosav csoportbél all.

| 12. A 9. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin

prekurzor analég, amiben X; 1-8 aminosav csoportbdl all.

13. A 9. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben X; 1-5 aminosav csoportbol all.

14. A 9. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin

prekurzor analég, amiben X; 1-3 aminosav csoportbél all.
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15. A 9. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben X; maximum 5 Gly csoportot tartal-
maz.

16. A 9. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben X; maximum 3, elonydsen csak egy
Gly csoportot tartalmaz.

17. A 9. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben X3 jelentése Asp, X2 jelentése Lys.

18. A 9. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben X;-Y-t az alabbi csoportbél valasztjuk
ki:

a) Glu-Glu-Gly-Lys (1. szamu szekvencia)

b) Glu-Gly-Lys

c) Ser-Gly-Lys

d) Asn-Gly-Lys

e) Thr-Gly-Lys

f) Asp-Gly-Lys

g) Met-Gly-Lys

h) Ala-Gly-Lys

i) His-Gly-Lys

j) Gly-Lys

19. A 9. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben egy Gly csoport az Y-hoz viszonyitva N-
terminalis pozicioban helyezkedik el.

20. Inzulin prekurzor vagy inzulin prekurzor analég, ami

egy O0sszekotd peptidet (C-peptid) tartalmaz, ami lehasithatoé az A
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és B lancrdl, és az emlitett 6sszek6td peptid legalabb egy Gly cso-
portot és egy hasitasi helyet tartalmaz, ami lehetévé teszi, hogy
az A-lanc és az 6sszeko6té peptid kozott elhasitsuk a peptidkoteést,
és az egy Gly csoport az emlitett hasitasi helyhez viszonyitva koz-
vetlenltil N-terminalis pozicioban van.

21. A 20. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben az 6sszekoté peptid maximum 15 ami-
nosav csoportot tartalmaz.

22. A 20. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben az 6sszek6té peptid maximum 10 ami-
nosav csoportot tartalmaz.

23. A 20. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben az 6sszekoté peptid maximum 9 ami-
nosav csoportot tartalmaz.

24. A 20. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben az 0sszeko6tdé peptid maximum S ami-
nosav csoportot tartalmaz.

25. A 20. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben az 6sszek6td peptid maximum 3 ami-
nosav csoportot tartalmaz.

26. A 20. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben a B27 (CG2 atom) és az A1 (CA atom)
kozotti tavolsag 5 Angstromnél kisebb.

27. A 20. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben az 6sszek6té peptid maximum S Gly

csoportot tartalmaz.



86 - K eces oo vee

28. A 20. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben az 6sszek6été peptid maximum 3 Gly
csoportot, elénydsen csak 1 Gly csoportot tartalmaz.

29. A 20. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben az A-lanc és az 0Osszek6t6 peptid
kozotti peptidkotés hasitasat lehetévé tevo hasitasi hely Lys vagy
Arg.

30. A 20. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analdég, ami a I altalanos képletu szekvenciat tartal-
mazza:

B(1-27)-X3-X2-X1-Y-A(1-21)
amiben

X1 egy Gly aminosav csoportot tartalmaz, az Y csoporthoz
viszonyitva kozvetlentll N-terminalis poziciéban

X2 jelentése Pro, Asp, Ala, Arg vagy Pro-Thr a B lanc 29-es

PR

X3 jelentése Pro, Asp, Lys vagy Ile a B lanc 28-as pozici6ja-
ban, és

Y jelentése Lys vagy Arg.

31. A 30. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben X; 1-15 aminosav csoportot tartalmaz.

32 A 30. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben X; 1-10 aminosav csoportot tartalmaz.

33. A 30. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin

prekurzor analég, amiben X; 1-8 aminosav csoportot tartalmaz.
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34. A 30. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben X; 1-5 aminosav csoportot tartalmaz.

35. A 30. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben X; 1-3 aminosav csoportot tartalmaz.

36. A 30. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben X; maximum S Gly csoportot tartal-
maz.

37. A 30. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analdég, amiben X; maximum 3, elénydsen csak egy
Gly csoportot tartalmaz.

38. A 30. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben X3 jelentése Asp, X2 jelentése Lys.

39. A 30. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben X;-Y-t az alabbi csoportbdl valasztjuk
ki:

a) Glu-Glu-Gly-Lys (1. szamu szekvencia)

b) Glu-Gly-Lys

) Ser-Gly-Lys

d) Asn-Gly-Lys

e) Thr-Gly-Lys

f) Asp-Gly-Lys

g) Met-Gly-Lys

h) Ala-Gly-Lys

1) His-Gly-Lys

j) Gly-Lys
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40. A 30. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben a B27 (CG2 atom) és az Al (CA atom)
kozotti tavolsag 5 Angstromnél kisebb.

41. Inzulin prekurzor vagy inzulin prekurzor analdg, ami
olyan 6sszek6td peptidet (C-peptid) tartalmaz, ami lehasithat6 az
A és B lancokrol, és az emlitett 6sszek6té peptid legalabb egy Gly
csoportot tartalmaz, és az 6sszekoté peptid hossza maximum 5
aminosav csoport.

42. A 41. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben az 6sszekétd peptid hossza maximum
3 vagy maximum 2 aminosav csoport.

43. A 41. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben az 6sszekété peptid maximum 3, elé-
nyosen csak egy Gly csoportot tartalmaz.

44. A 41. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben az 6sszekoté peptid egy Lys vagy egy
Arg csoportot tartalmaz az A lanchoz viszonyitva koézvetlenuil N-
terminalis poziciéban.

45. A 41. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analdg, amiben egy Gly csoport a Lys vagy Arg cso-
porthoz viszonyitva kézvetlenil N-terminalis pozicioban van.

46. A 41. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben a B27 (CG2 atom) és az A1 (CA atom)

kozotti tavolsag S Angstromnél kisebb.
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47. A 41. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, ami a I altalanos képlett1 szekvenciat tartal-
mazza:

B(1-27)-X3-X2-X1-Y-A(1-21)
amiben

X; 1-5 aminosav csoportbol all, és legalabb egy Gly cso-
portot tartalmaz,

X2 jelentése Pro, Asp, Ala, Arg vagy Pro-Thr a B lanc 29-es

PP

o s

ban, és

Y jelentése Lys vagy Arg.

48. A 47.igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben X; 1-4 aminosav csoportot tartalmaz.

49. A 47. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analog, amiben X; 1-3 aminosav csoportot tartalmaz.

50. A 47.igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben X; maximum harom, elonyésen csak
egy Gly csoportot tartalmaz.

51. A 47.1génypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben X3 jelentése Asp és Xz jelentése Lys.

52. A 47. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analdg, amiben Xi;-Y-t az alabbi csoportbél valasztjuk
ki:

a) Glu-Glu-Gly-Lys (1. szamu szekvencia)

b) Glu-Gly-Lys
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C) Ser-Gly-Lys
d) Asn-Gly-Lys
e) Thr-Gly-Lys
f) Asp-Gly-Lys
g) Met-Gly-Lys
h)  Ala-Gly-Lys
1) His-Gly-Lys
1) Gly-Lys

53. A 47.igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben egy Gly csoport az Y-hoz viszonyitva
kozvetlenil N-terminalis pozicidban van.

54. A 47. igénypont szerinti inzulin prekurzor vagy inzulin
prekurzor analég, amiben a B27 (CG2 atom) és az Al (CA atom)
kozotti tavolsag S Angstromnél kisebb.

55. Polinukleotid szekvencia, ami az 1-55. igénypontok
barmelyike szerinti inzulin prekurzort vagy inzulin prekurzor
analogot kodol.

56. Expresszios vektor, ami az 55. igénypont szerinti poli-
nukleotid szekvenciat tartalmaz.

57. Gazdasejt, ami az 56. igénypont szerinti vektorral van
transzformalva.

58. Eljaras inzulin prekurzorok vagy inzulin prekurzor
analogok eléallitasara, azzal jellemezve, hogy az emlitett eljaras-
ban a kévetkez6 1épéseket alkalmazzuk:

a) az 1-54. igénypontok barmelyike szerinti inzulin pre-

kurzorokat vagy inzulin prekurzor analogokat koédolé



b)

59.
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polinukleotid szekvenciat tartalmazé gazdasejtet az
emlitett prekurzor vagy prekurzor analdég expresszi-
6jahoz sziikséges kortilmények kozott tenyésztjuk; és
az expresszalt prekurzort vagy prekurzor analégot
izolaljuk.

Az 58. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy a gazdasejt €lesztd gazdasejt.

60.

Eljaras inzulin prekurzorok vagy inzulin prekurzor

analogok eléallitasara, azzal jellemezve, hogy az emlitett eljaras-

ban a kovetkezé lépéseket alkalmazzuk:

a)

b)

61.

az 1-54. igénypontok barmelyike szerinti inzulin pre-
kurzorokat vagy inzulin prekurzor analégokat kédold
polinukleotid szekvenciat tartalmaz6é gazdasejtet az
emlitett prekurzor vagy prekurzor analdég expresszi-
6jahoz sziikséges korulmények kozott tenyésztjuk; és
a prekurzort vagy prekurzor analégot izolaljuk a te-
nyészté taptalajbol

a prekurzort vagy prekurzor analégot inzulinna vagy
inzulin analégga konvertaljuk in vitro kémiai vagy
enzimatikus konverzioval.

A 60. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy

a gazdasejt éleszté gazdasejt-vonal.

\fj. Szentpéteri Adém \
szabadalmi igyvivé
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1. abra

TPI-PROMOTER
L-IP

ORIGO

TPI-TERMINATOR
TPI-POMB

pAK721
11228 bp

2 pBR322 ORIGO
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2. abra

EcoRI  BglII
901 TCTTGCTTAA ATCTATAACT ACAAARAACA CATACAGGAA TTCCATTCAA
AGARCGAATT TAGATATTGA TGTTTTTTGT GTATGTCCIT AAGGTAAGTT

BglIX

- e 00 = e

951 GATCTGTTCA AACAAGAAGA TTACAAACTA TCAATTTCAT ACACAATATA
CTAGACAAGT TTIGTTCTTCT AATGTTTGAT AGTTAAAGTA TGTGTTATAT

+3 M R P P S I PTA V L F
PstY

1001 AACGATTAAA AGAATGAGAT TTCCTTCAAT TTTTACTGCA GTTTTATTCG

TTGCTAATTT TCTTACTCTA AAGGAAGTTA AAAATGACGT CAAAATAAGC

+3 A A S S A L A A PVN TTT REBEDE
1051 CAGCATCCTC CGCATTAGCT GCTCCAGTCA ACACTACAAC AGAAGATGAA
GTCGTAGGAG GCGTAATCGA CGAGGTCAGT TGTGATGTTG TCTTCTACTT

+$3 T AQTI P A B A VI GYSD LR G
1101 ACGGCACAAA TTCCGGCTGA AGCTGTCATC GGTTACTCAG ATTTAGAAGG
TGCCGTGTIT AAGGCCGACT TCGACAGTAG CCAATGAGTC TAAATCTTCC

+43 D F D V A VL PP S8 N ST NNG
1151 GGATTTCGAT GTTGCTGTITT TGCCATTTTC CAACAGCACA AATAACGGGT

+43L L F I N T T I A S I A AK EZBE @
1201 TATTGITTAT AAATACTACT ATTGCCAGCA TTGCTGCTAA AGAAGAAGGG
ATAACAARTA TTTATGATGA TAACGGTCGT AACGACGATT TCTTCTTCCC

+3 V S M A K R B B A E A BAP KFV
NcoI Hpal

1251 GTATCCATGG CTAAGAGAGA AGAAGCTGAA GCTGAAGCTC CAAAGTTCGT
CATAGGTACC GATTCTCICT TCTTCGACTT CGACTTCGAG GTTTCAAGCA

+3NQKLCGSHLVEALYLV
Hpal HindTTII

1301 TAACCAACAC TTGTGTGGTT CTCACTTGGT TGAAGCTTTG TACTTGGTTT

ATTGGTTGTG ARCACACCAA GAGTGAACCA ACTTCGAAAC ATGAACCAAA

#3C 6 ER G PP YTDI K GGIV BEQC
1351 GTGGTGAAAG AGGTTTCTTC TACACTGACA AGGGTATCGT TGAACAATGT
CACCACTTTC TCCAAAGAAG ATGTGACTGT TCCCATAGCA ACTTGTTACA

+3 C T 8 I € S L Y QL EBENYC N *
1401 TGTACTTCTA TCTGTICTTT GTACCAATTG GAAAACTACT GTAACTAGAC
ACATGARGAT AGACAAGAAA CATGGTTAAC CTTTTGATGA CATTGATCTG

Xbax

- e o 2e v

1451 GCAGCCCGCA GGCTCTAGAA ACTAAGATTA ATATAATTAT ATAAABATAT
CGTCGEGCAT CCGAGATCTT TGATTCTAAT TATATTAATA TATTTTTATA



3. abra

EcoRT BglIix

s ot 0 e 0 v

901 TCTTGCTTAA ATCTATAACT ACAAAAAACA CATACAGGAA TTCCATTCAA
AGAACGAATT TAGATATTGA TGTTTTTTGT GTATGTCCTT AAGGTAAGTT
BglIX o e .

951 GATCTGTTCA AACAAGAAGA TTACAAACTA TCAATTTCAT ACACAATATA
CTAGACAARGT TTGTTCTTCT AATGTTTGAT AGTTAAAGTA TGTGTTATAT

+3 M RF P SI PTA VL P
PstI
1001 AACGATTAAA AGAATGAGAT TTCCTTCAAT TTTTACTGCA GTTTTATTCG
TTGCTAATTT TCTTACTCTA AAGGAAGTTA AAAATGACGT CAAAATAAGC

+3A A S 8§ A LA APV YN TTT EBEDE
1051 CAGCATCCTC CGCATTAGCT GCTCCAGTCA ACACTACAAC AGAAGATGAA
GTCGTAGGAG GCGTAATCGA CGAGGTCAGT TGTGATGTTG TCTTCTACTT

+3 T A QI PAERE A VI 6Y SD L E G
1101 ACGGCACAAA TTCCGGCTGA AGCTGTCATC GGTTACTCAG ATTTAGAAGG
TGCCATGTTT AAGGCCGACT TCGACAGTAG CCAATGAGTC TAAATCTTCC

+43 D FP D V A VL PP S N ST NNG
1151 GGATTTCGAT GTTGCTGTTT TGCCATTTTC CAACAGCACA AATAACGGGT
CCTAAAGCTA CAACGACAAA ACGGTAAAAG GITGTCGTGT TTATTGCCCA

43L L P I NTT I A SI A AK EZBR G
1201 TATTGTTTAT AAATACTACT ATTGCCAGCA TTGCTGCTAA AGAAGAAGGG
ATAACAAATA TTTATGATGA TAACGGTCGT AACGACGATT TCTTCTTCCC

+#43 V S M A K R EBE E A E A EAZP XK F V
Ncol Hpal

1251 GTATCCATGG CTAAGAGAGA AGAAGCTGAA GCTGAAGCTC CAAAGTTCGT
CATAGGTACC GATTCTCTCT TCTTCGACIT CGACTTCGAG GTTTCAAGCA

+43 N QH L ¢ @ S HLVY BEAL YLV
Rpal HindIII

1301 TAACCAACAC TTGTGTGGTT CTCACTTGGT TGARGCTTTG TACTTGGTTT
ATTGGTTGTG AACACACCAA GAGTGAACCA ACTTCGAAAC ATGAACCAAA

+$3C G E R G F P Y TDI K DGK G I Vv
1351 GTGGTGAAAG AGGTTTCYTC TACACTGACA AGGACGGTAA GGGTATCGTT
CACCACTTTC TCCAAAGAAG ATGTGACTGT TCCTGCCATT CCCATAGCAA

33 EQ CC T S8 I CSL YQULE N YC
1401 GAACAATGTT GTACTTCTAT CTGTTCTTTG TACCAATTGG AAAACTACTG
CTTGTTACAR CATGAAGATA GACAAGAAAC ATGGTTAACC TTTTGATGAC

+3 N *
XbaIx
1451 TARCTAGACG CAGCCCGCAG GCTCTAGAAA CTAAGATTAA TATAATTATA
ATTGATCTGC GTCGGGCGTC CGAGATCTTT GATTCTAATT ATATTAATAT



4. abra
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5. abra
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6. abra

P TP TP T T YT reTeTTrT

10987654321 0FPPM



901

951

+1

1001

+1

1051

+1

1101

+1

1151

+1

1201

+1

1251

+1
1301

+1
1351

1401

7. abra

TTCTTGCTTA AATCTATAAC TACARAAAAC ACATACAGGA ATTCCATTCA
AAGAACGAAT TTAGATATTG ATGTTTTTIG TGTATGTCCT TAAGGTAAGT

AGAATAGTTC AAACARGAAG ATTACAAACT ATCAATTTCA TACACAATAT
TCTTATCAAG TTTGTTCTTC TAATGTTTGA TAGTTAAAGT ATGTGTTATA

M XK L KTV RSA VUL §
BglII

- e o a0 an oo

AAACGATTAA AAGAATGAAA CTGAAAACTG TAAGATCTGC GGTCCTTTCG
TTTGCTAATT TTCTTACTTT GACTTTTGAC ATTCTAGACG CCAGGAAAGC

§ L F A 8 QV L G Q P I DD T B S
MscI

TCACTCTTTG CATCTCAGGT CCTTGGCCAA CCAATTGACG ACACTGAATC

AGTGAGAARAC GTAGAGTCCA GGAACCGGTT GGTTAACTGC TGTGACTTAG

N T T 8§ VNL MAD DTREBR S R F
Xbal
TAACACTACT TCTGTCAACT TGATGGCTGA CGACACTGAA TCTAGATTCG
ATTGTGATGA AGACASTTGA ACTACCGACT GCTGTGACTIT AGATCTAAGC

A TNT TLA GGLD VVN L I S
HpaX Ncol

CTACTAACAC TACTTTGGCT GGTGGTTTGCG ATGTTGTTAA CTTGATCTCC

GATGATTGTG ATGAARCCGA CCACCAAACC TACAACAATT GAACTAGAGG

M A KR BEEREG EPK FPVNUOGQ HIL C
Ncol HpaI
ATGGCTAAGA GAGAAGAAGG TGAACCAAAG TTCGTTARCC AACACTTGTG
TACCGATTCT CTCTTCTTCC ACTTGGTTTC AAGCAATTIGG TTGTGAACAC

G 8§ H L VEALVYDL VCG BRR @G
HindIIx
TGGTTCCCAC TTGGTIGAAG CTTTGTACTT GGTTTGTGGT GAAAGAGGTT
ACCARGGGTG AACCAARCTTC GAAACATGAA CCAAACACCA CTTTCTCCAA

F P YT D KD W K GI VEQ CcCT
TCTTCTACAC TGACAAGGAC TGGAAGGGTA TCGTTGAACA ATGTTGTACT
AGAAGATGTG ACTGTTCCTG ACCTTCCCAT AGCAACTTGT TACAACATGA

8 I €8 L YQ L EN Y CN »
TCTATCTGTT CTTTGTACCA ATTGGAAAAC TACTGTAACT AGACGCAGCC
AGATAGACAA GAARCATGGT TAACCTTTTG ATGACATTGA TCTGCGTCGG

XbaX
CGCAGGCTCT AGAAACTAAG ATTAATATAA TTATATAAAA ATATTATCTT
GCGTCCGAGA TCTTTGATTC TAATTATATT AATATATTTT TATAATAGAA

7/8



1001

+1

1051

+1
1101

+1

1151

+1

1201

+1

1251

+1
1301

+1
1351

1401

8. abra

e s e o e

o o s 0 0 e

Q TT 8 VNL MAD DTE S ATF
TCAARACTACT TCTGTCAACT TGATGGCTGA CGACACTGAA TCTGCTTTCG
AGTTTGATGA AGACAGTTGA ACTACCGACT GCTGTGACTT AGACGAARGC

A T QT N S G G L DV V G L I S M

e o ow

ot 2 0 0 e

FYTD KpDG KGIV EQC CT 8
TCTACACTGA CAAGGACGGT AAGGGTATCG TTGAACAATG CTGTACCTCC
AGATGTGACT GTTCCTGCCA TTCCCATAGC AACTTGTTAC GACATGGAGG

I CS L YQL ENVY CN »*
ATCTGCTCCT TGTACCAATT GGAAAACTAC TGCAACTAGA CGCAGCCCGC
TAGACGAGGA ACATGGTTAA CCTTTTGATG ACGTTGATCT GCGTCGGGCS

Xbal

o o0 o e 0

AGGCTCTAGA AACTAAGATT AATATAATTA TATAAARATA TTATCTTCTT
TCCGAGATCT TTGATTCTAA TTATATTAAT ATATTTTTAT AATAGAAGAA
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