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Sposdéb wytwarzania insuliny i jej pochodnych oraz peptyd
hybrydowy stosowany w tym sposobie

Przedmiotem wynalazku Jjest sposbdb wytwarzania insuliny 1 Jjej
pochodnych oraz peptyd hybrydowy stosowany w tym sposobie.
Cukrzyca (diabetes mellitus), choroba metaboliczna (grupa
choréb metabolicznych) 0o wieloczynnikowe] etiologii, Jjest
Jjedna z najgrozniejszych chordb spotecznych 1 cywilizacyjnych,
nazywana Jest tez czasem epidemia XXI wieku. Wiazac sie =z
powaznymi powikitaniami, nieleczona cukrzyca moze prowadzi¢ do
Smierci pacjenta. Jezeli przewlekta hiperglikemia wynika =z
niedostatecznego wydzielania insuliny przez organizm -
cukrzyca typu 1 - leczenie wymaga statego stosowania insuliny
i/lub jej analogdéw. Liczba chorych na cukrzyce wynosi 5-6%
populacji, a roczny wzrost liczby diabetykdw wynosi ok. 4-6% w
zaleznoéci od regionu é&wiata. Zachorowalno$¢ na te chorobe
wciaz wzrasta; Jest uznana =za chorobe cywilizacyjna - do
rozwoju cukrzycy w duzym stopniu przyczynia sie obecny styl
zycia - z tego tez powodu do te]j pory nie udaje sie zahamowacd
rozwoju tej choroby. Réwniez mimo postepu medycyny, insulina
oraz Jjej analogil szybko dziatajace 1 ditugo dziatajace stanowia
podstawe leczenia cukrzycy typu 1 (10% catkowitej 1liczby
przypadkdéw choroby). Stosowana w leczeniu cukrzycy w duzych
ilosciach insulina 1 Jjej rozmaite pochodne sa wytwarzane w
duzej skali przemystiowej 1 z tej przyczyny metody Jej
wytwarzania sa stale ulepszane w celu podwyZszenia wydajnosci
procesu 1 obnizZzenia kosztdw produkcji. Ekonomika procesu
produkcji Jjest rdéwniez istotna dla =zwiekszajacej sie liczby
wytworcdw biopodobnych insulin [m. in.: S. Gough, Practical
Diabetes 2013, 30 (4), 146-147a, G. Dranitsaris, E. Amir, K.
Dorwart, Drugs 2011, 71 (12)1527-1536].

W pierwszym okresie po odkryciu insuliny, jako 1lek dla ludzi
stosowana byta insulina zwierzeca, wydzielana =z trzustek
wotowych 1lub wieprzowych. Humanizowanie tTych insulin przez

wymiane réznicujacych ich aminokwasdw metoda syntetyczna nie
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znalazto zastosowania w skali przemysitowe]. Dopiero metody
biosyntetyczne rozwiazaty problem dostepu chorych do insuliny
ludzkie], a pierwszym procesem byto biotechnologiczne
oddzielne wytworzenie rekombinowanych tancuchéw A i B insuliny
ludzkie], a nastepnie ich potaczenie w hormon taki, Jjaki jest
wytwarzany endogennie w ludzkiej trzustce (D. V. Goeddel et
al., Proc. Nat. Acad. ©Sci., 76: 10e6-110, 1979). 0Od konca
ubiegtego stulecia, biosyntetyczna insulina ludzka 1 Je]
analogi, wytwarzane przez transformacje  Jjednotancuchowego
biatka fuzyjnego, stanowia podstawowe zrddio tego hormonu jako
egzogennedgo leku. Jest on wytwarzany w rekombinowanych
systemach bakteryjnych, przede wszystkim W komdébrkach
Eschericha coli (patent polski nr PL 127 843) 1lub drozdzy (L.
Thim et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 83: 6766-6770, 1986).
Metoda wytwarzania tych lekdéw jest ogdlnie opisana w licznych
opisach patentowych oraz publikacjach naukowych 1 polega na
nadekspresji genu kodujacego preproinsuline, czyli polipeptyd

hybrydowy, sktadajacy sie z biatka liderowego oraz

proinsuliny, tJj. 1ancucha B insuliny (lub Jjej pochodnej),
peptydu tacznikowego i tancucha A insuliny (lub Jje]
pochodnej). Po wyizolowaniu biatka fuzyjnego, kolejnym etapem

wytwarzania Jjest odciecie biatka liderowego i peptydu
tacznikowego, po czym wydziela sie czysty hormon. Jednym =z
przyktadéw takiego procesu Jest sposdb wytwarzania insuliny
ludzkie] opisany w patencie polskim nr PL 180 818, a metody te
sa stale udoskonalane (np. polskie opisy patentowe: PL167 810,
PL168 114, PL177 002, PL178 466, PL180 968, PL183 284,
PL121 901, PL196, 620, PL198 190, PL203 195, PL203 2540,
PL210 437 i zgtoszenia patentowe P.309 882, P.310 007,
P.320 644, P.356 005, P.374 949, P.385 586 i P.391 975).

Biosyntetyczna insulina ludzka i Jjej analogl sa podstawowymi
lekami w terapii cukrzycy typu 1 oraz maja istotne znaczenie w
leczeniu typu 2 z problemami innej kontroli poziomu glukozy.

Cho¢ leczenie insulina ludzka od 30 lat przynosi w wiekszosci



PK/3515/RW 3

przypadkdéw zadawalajace wyniki, powstaty liczne Jej analogi
pozwalajace na lepsza metaboliczna kontrole cukrzycy dzieki
ich szybszemu 1lub przediuzonemu dziataniu. Od kilku 3juz 1lat
sprzedaz analogdw insuliny przekracza potowe Swiatowego rynku
insulin, Jednoczeénie ochrona patentowa tych 1lekdw =zaczyna
wygasac¢. Ta sytuacja pozwala na wejscie na rynki medyczne
nowych producentédw tych insulin Jjako 1lekdédw biopodobnych,
zgodnie z regulacjami Unii Europejskiej i USA. Z tych powoddw
istotne staja sie wydajne metody ich biosyntezy, zapewniajace
wysoka ekspresje pozadanych biatek.

W patencie polskim nr PL180 818 opisano wydajny sposdb
wytwarzania rekombinowane’] insuliny ludzkiej przy uzyciu
szczepu bakterii E. coli pozbawionego represora CcytR
(opisanego w europejskim zgloszeniu patentowym nr EP.0303972)
transformowanego plazmidem 2z operonem deo, zawlerajacym region
kodujacy biatko hybrydowe (prekursor) obejmujace peptyd
liderowy, o diugosci 62 aminokwasdw pochodzacy =z N-konca
modyfikowane] ludzkie] dysmutazy nadtlenkowe] (CuZnSOD)
poprzedzony od konca N aminokwasem Met 1 zakonczony od konca C
reszta Arg taczaca go z ‘tancuchem B insuliny. %Hanhcuch B
insuliny potaczony Jest z tancuchem A krétkim peptydem
tacznikowym skitadajacym sie ze znanych tacznikdw Lys-Arg
(europejski opis patentowy nr EP195 691) 1lub Arg (europejski
opis patentowy nr EP347 781).

Celem wynalazku byto uzyskanie wydajnego sposobu otrzymywania
insuliny 1 jej analogdw o kilkanas$cie procent przewyzszajacego
wydajnosé procesu z zastosowaniem peptydu C Jjako biatka
tacznikowego, a takze biatek hybrydowych znajdujacych
zastosowanie w tym sposobie -

Przedmiotem wynalazku Jjest polipeptyd posiadajacy sekwencje
aminokwasowa o wzorze ogdlnym:

Xn—B-Arg-Arg-A

gdzie:
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A oznacza polipeptyd tancucha A insuliny 1lub Jej analogu,
korzystnie o sekwencji wybranej sposérdbd Sekw. Nr Id.: 1-4,

B oznacza polipeptyd ztancucha B insuliny 1lub Jjej analogu,
korzystnie o sekwencji wybranej sposrdd Sekw. Nr Id.: 5-7,

n oznacza 0 lub 1,

X oznacza polipeptyd biatka liderowego, korzystnie o sekwencji
wybranej sposrdd SOD o Sekw. Nr Id.:8 1lub UBI o Sekw. Nr
Id.:9.

Korzystnie polipeptyd wediug wynalazku ©posiada sekwencje
aminokwasowa wybrana sposrdd: Sekw. Nr Id.: 10-27.

Polipeptyd wediug wynalazku Jjest przeznaczony do wytwarzania
insuliny ludzkie] poprzez ekspresje tego polipeptydu w komdbrce
szczepu bakterii Escherichia coli pozbawionej represordw deo
i/lub genu deo (CVtR) zawierajace] DNA kodujacy ten
polipeptyd, przy czym ten DNA Jjest obecny w wektorze pod
kontrola promotora deoP;P, natomiast polipeptyd hybrydowy
zawlera tancuch B insuliny kowalencyjnie zwiazany =z tanhcuchem
A dipeptydem Arg-Arg.

Zatem, kolejnym przedmiotem wynalazku Jjest sposdb wytwarzania
insuliny ludzkie] obejmujacy mikrobiologiczna ekspresje
rekombinowanego biatka zawierajacego insuline charakteryzujacy
sie tym, Ze obejmuje:

(a) otrzymywanie polipeptydu hybrydowego zawlierajacego
proinsuline poprzez ekspresje tego polipeptydu hybrydowego w
kombérce szczepu bakterii Escherichia coli pozbawione]j
represorédw deo 1/lub genu deo (cytR) zawierajace]j DNA
kodujacy polipeptyd hybrydowy, przy czym ten DNA jest obecny w
wektorze pod kontrola promotora deoPiP, natomiast polipeptyd
hybrydowy zawiera tanhcuch B insuliny kowalencyjnie zwiazany =z
tancuchem A dipeptydem Arg-Arg

(b) odzyskiwanie polipeptydu hybrydowego,

(c) ufatdowywanie i tworzenie wiazan dwusiarczkowych w
polipeptydzie hybrydowym otrzymanym W (b), unikajac

uprzedniego poddawania polipeptydu hybrydowego siarczynolizie,
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(d) poddawanie uzyskanego w (c¢) ufatdowanego, =z utworzonymi
wiazaniami dwusiarczkowymi polipeptydu hybrydowego trawieniu
enzymatycznemu w celu otrzymania insuliny,

(e) oczyszczania tak wytworzonej insuliny.

Jako tancuch A insuliny ludzkiej oraz +tahcuch B insuliny
ludzkiej zgodnie Z wynalazkiem nalezy rozumied zarbwno
polipeptyd posiadajacy zarbwno sekwencije aminokwasowa
wystepujaca w naturze jak i sekwencje Jje]j znanego analogu.
Korzystnie, peptydem hybrydowym Jjest peptyd wediug wynalazku
okreslony powyze].

Korzystnie, w etapie (a) ekspresje prowadzi sie w szczepie
E.coli o genotyple F ara A(pro lac) rpsL thi cyt R rec A A ,
pozbawionym aktywnego biatka represora cyt R.

Korzystnie, w etapie (a) jako wektor stosuje sie plazmid pIBA
o sekwencji Sekw Nr Id: 28.

Korzystnie, etap (a) obejmuje fermentacje w obecnosci glukozy,
glicerolu lub galaktozy.

Korzystnie, etap (b) obejmuje:

(i) niszczenie Sciany kombdbrkowe]j komdbrki bakteryjnej lub Jjej
fragmenté4w w celu utworzenia lizatu, korzystnie ©poprzez
dziatanie lizozymu i Tritonu X100 a nastepnie sonifikacje lub
dezintegracije;

(idi) izolowanie wewnatrzkomdbdbrkowego precypitatu ciatek
inkluzyjnych z lizatu przez wirowanie; 1

(iii) rozpuszczanie precypitatu ciatek inkluzyjnych.
Korzystnie, etap (c) obejmuje inkubacje polipeptydu
hybrydowego, korzystnie w obecnosci kwasu askorbinowego,
zwtaszcza w stezeniu okolo 2 moli na mol grup SH obecnych w
mieszaninie, w temperaturze od 4 do 37°C przez okolo od 1 do
30 godzin, korzystnie okoto 5 godzin, w pH od 8,5 do 12,
korzystnie w pH od 11,0 do 11,25.

Korzystnie, etap (d) obejmuje ponadto:

(i) doprowadzanie pH do okoto 8,8-9,0; 1

(idi) trawienie polipeptydu hybrydowego trypsyna oraz



PK/3515/RW 6

ewentualnie proteaza deubikwitynujaca, np. UBPI1AC lub UBPI1ACZ,
i nastepnie ewentualnie karboksypeptydaza B w temperaturze 16-
37°C w ciagu 30 minut do 16 godzin.

Korzystnie, etap (e) obejmuje ponadto oczyszczanie roztworu
przez niskocisnieniowa chromatografia cieczowa na Sefarozie Q
przed trawieniem trypsyna.

Korzystnie, etap (e) obejmuje ponadto oczyszczanie roztworu
niskocisénieniowa chromatografia na DEAE-Sepharose przed
trawieniem karboksypeptydaza B.

Korzystnie, etap (e) obejmuje ponadto oczyszczanie uzyskane]
insuliny wysokosprawna chromatografia cieczowa, korzystnie do
czystosci co najmnie’ 98%, a nastepnie krystalizacje,
filtracje 1 suszenie.

Korzystnie, w etapie (e) oczyszczana insulina Jjest biatko
wybrane z grupy do ktdére] nalezy: insulina ludzka, insulina
ludzka Lys®®pro®® (insulina lispro), insulina Gly**?Arg®®!
(insulina GR), insulina ludzka SermzArgB31 (insulina SR),
insulina Ser®?Lys®*Arg®*!' (insulina SK3R), proinsulina B-ArgArg-
A:dezAsn™iGly™et.

Szczegbtowy opis wynalazku.

W ramach poszukiwan wysokosprawnych systemow ekspresji
insulin, zaplanowano badania nad wpiywem rodzaju peptydu
tacznikowego 1aczacego tancuchy A 1 B (proinsuliny) na
wydajnos$é insuliny 1 je]j analogdw w systemie genowym opisanym
w patencie polskim nr PL 180 818.

Zgodnie z wynalazkiem  jako rekombinowana preproinsuline
przyjmuje sie potaczenie proinsuliny z dodatkowym polipeptydem
liderowym, np. ubikwityna albo dysmutaza ponadtlenkowa (SOD),
albo ich fragmentami. W 3Swietle uznanej terminologii, przez
rekombinowana proinsuline rozumie sie tancuch polipeptydowy, w
ktérym tancuchy A 1 B insuliny ludzkiej 1lub Jjej analogu sa
potaczone dowolnym (poli)peptydem (tacznikowym) umozliwiajacym
ich ufatdowanie poprzez utworzenie 2 potaczen disiarczkowych

miedzy tancuchami A i1 B oraz trzeciego - w obrebie tancucha A.
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Zgodnie Z wynalazkiemn, przez insuline rozumie sie
rekombinowana 1insuline ludzka lub Jjej rekombinowany analog o
dziataniu hipoglikemizujacym.

Zgodnie =z wynikami przeprowadzonych badan, wediug wynalazku
specjalnie wydajny sposdb wytwarzania insuliny i Jjej analogdw
obejmujacy mikrobiologiczna nadekspresje genu kodujacego
rekombinowany polipeptyd hybrydowy, zawierajacy proinsuline, w
komérkach szczepdw Dbakterii Escherichia coli pozbawionych
represora cytR transformowanego odpowiednim wektorem z
wstawionym wilasciwym genem pod kontrola promotora deoPlP2,
polega na tym, Zze wytwarzana proinsulina skiada sie z tancucha
B insuliny kowalencyjnie zwiazanego 2z tanhcuchem A dipeptydem
Arg-Arg Jako peptydem tacznikowym. W celu przeprowadzenia
badan, na podstawie opisu patentu nr PL 180 818 wytworzono
plazmid pIBA, zawierajacy region kodujacy promotor deoPlP2
oraz fragment genu ludzkiej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD, 62
aa) lub ubikwityny (UBI) opisany w patentach US 8158382 oraz
US 8956848 oraz przez A. Woéjtowicz 1 in., Microbial Cell Fact.
2005, 4: 17 i Microb Cell Fact. 2014; 13(1): 113. W te] samej
ramce odczytu znajduje sie nastepnie fragment kodujacy
odpowiednia proinsuline - ewentualnie modyfikowany tancuch B,
peptyd *acznikowy 1 ewentualnie modyfikowany ‘tancuch A.
Elementy regulacyjne plazmidu pochodza z wektora pBR322 (ATCC
31344). Promotor deoPlP2 pochodzi =z bakteryjnego operonu deo
ztozonego =z czterech $cis$le powiazanych gendw regulujacych
katabolizm nukleotyddw i dezoksynukleotyddédw w bakteriach
Escherichia coliy; Jjego sekwencje zamplifikowano Z
chromosomalnego DNA szczepu FE. coli K12 w oparciu o sekwencje
nukleotydowa =z bazy danych gendw [GenBank: AP009048]. W
oparciu o szczep bakterii E. coli CSH50 (ATCC:39111; Cheng 1
wsp., Gene; 14 Suppl. 1-2: 121-130, 1981), otrzymano szczep K.
coli IBA, 0 genotyplie F ara A(pro lac) rpsL thi cyt R rec
A A , pozbawiony aktywnego Dbiatka represora cyt R poprzez

wprowadzenie mutacji do Jjego genu, stosujac metode opisana w
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europejskim zgtoszeniu patentowym nr PL 0303972. Po
transformacji szczepu gospodarza E. coli IBA plazmidem pIBA
uzyskano opisany w patencie polskim 180 818 system ekspresji
kodowanego biatka fuzyjnego w wektorze pIBAINS pod kontrola
promotora deoPlP2, ktéry Jjest ujemnie kontrolowany przez
biatko chromosomalnego represora, produktu genu cytR (K.
Hammer-Jesperson i 1inni, Molec. Genet. 1975;137:327-335). W
konstrukcji plazmiddow zastosowano elementy-fragmenty DNA
kodujace rdézne biatka liderowe i rdézne pochodne insuliny, przy
czym tancuch A (pro)insuliny byt potaczony =z tancuchem B
insuliny roéznymi peptydami tacznikowymi - ktéorych przyktady
podano ponizej.

Wydajnos¢ wytwarzania insuliny 1 Jjej analogdw w tym systemie
ekspresji 1 =z réznymi peptydami ‘tacznikowymi pordwnano @z
ekspresja tych hormondéw =z uzyciem innych szczepdbw FE. coli i
wektora bedacego pochodna plazmidu pIGAL (Bank gendéw AY
424310), badajac przede wszystkim =zaleznosé¢ wydajnosci od
rodzaju peptydu tacznikowego.

Zastosowanymi peptydami tacznikowymi byty sekwencje:

1. Lys-Arg
2. Arg

3. Arg-Arg
4. Peptyd C

Weditug wynalazku przebadana insulina i Je] pochodnymi-—
analogami byity:
rekombinowana 1insulina ludzka (opis patentu polskiego nr

PL128 599),

insulina ludzka Lys®®Pro®*® (insulina lispro, opis patentu
polskiego nr PL180 968),
insulina ludzka Gly*?Arg®?!; (opis patentu polskiego nr

PL219335 1lub US 08618048, insulina GR),
insulina  ludzka  Ser®?arg®* (opis  polskiego zgtoszenia

patentowego nr P.219335, insulina SR),
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insulina ludzka Ser®?Lys®Arg®! (opis polskiego zgloszenia
patentowego nr P.399287, insulina SK3R) oraz

preproinsulina (prekursor) G: biatko liderowe - ltancuch B -
tacznik — tancuch A:dezAsnA21GlyA21.

Jako szczep gospodarza E. coli do badan wydajnosci
wykorzystano E. coli IBA; istota Jego wiasciwosci Jest
nieaktywny gen biatka represywnego c¢cytR, <co ujawniono 1
opisano w literaturze fachowej (m. in. Miller J H. Experiments
in molecular genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N.Y. 1972), czy w opisie patentu USA 4 480 038
lub patentu polskiego 180 818 dla szczepdbw E. colil
zdeponowanych pod numerami dostepu ATCC 69361 1 69363. Dla
celdw pordwnawczych stosowano roédwniez inne, szeroko stosowane
w badaniach szczepy - E. coli DH5, E. coli DH5alfa 1 E. coli
HBI101.

Jako plazmidy do ekspresji Dbiatek do badan wydajnosci
wykorzystano wektor pIBA - promotor deoPlP2, opornoscé:

tetracyklina, terminator transkrypcji terA Trp, ale dla celdw

pordwnawczych stosowano rdéwniez inne wektory - pochodna pIGALl
(Bank gendéw AY 424310) - promotor pms, opornosé: ampicylina,
terminator transkrypcji ST1l; pochodna pIGALl - promotor pms,

opornoscé: tetracyklina, tTerminator transkrypcji terA Trp 1
pochodna pIGALl - promotor deoPlP2, opornosé¢: tetracyklina,
terminator transkrypcji ST1. Jako biatko liderowe do badan
wydajnosci stosowano przede wszystkim modyfikowany fragment
SOD, Jak w opisie patentu polskiego nr PL 180 818 oraz
modyfikowana ubikwityne (UBI), opisana w opisie patentowym
US 8158382 oraz US 8956848. W dalsze]j czes$ci niniejszego opisu
terminy SOD 1 UBI oznaczaja zwiazki opisane odpowiednio w tych
opisach patentowych. Sposbb wytwarzania  kazde] insuliny,
bedace] przedmiotem niniejszego zgloszenia, realizuje sie
klasyczna metoda inzynierii genetycznej 1 Dbiotechnologii.
Polega ona na tym, Ze konstruuje sie odpowiedni szczep, ktory

W procesie biosyntezy (fermentacji) wytwarza zadany polipeptyd
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hybrydowy (odpowiednia preproinsuline), ktéra nastepnie
transformuje sie w Zzadany produkt, oczyszcza sie 1 izoluje.
System ten Jest uniwersalny dla wytworzenia rekombinowane]
insuliny ludzkiej 1 Jjej badanych - niewiele rdézZzniacych sie -
analogbdw. Dla tego celu skonstruowane zostatly modyfikacje genu
rekombinowane] preproinsuliny ludzkie] przy wykorzystaniu
technik genetycznych takich Jjak np. reakcja miejscowo -
specyficzne] mutagenezy. Reakcije mutagenezy punktowe]j
przeprowadzono przy uzyciu zestawu firmy Stratagene (nr kat.
200518-5); Jjako matryce wykorzystano DNA plazmidowe plazmidu
pPIBA oraz pIGAL. Jako matryce mozna rdéwniez wykorzystywacd
dowolny 1inny DNA zawierajacy odpowiednia sekwencje kodujaca
rekombinowana ludzka proinsuline lub preproinsuline.

Dla kazde]j insuliny wytworzono konstrukty plazmidowe - wektory
- kodujace badana (pre)proinsuline z (poli)peptydem
tacznikowym, przy czym w konstrukcji plazmidéw zastosowano
elementy-fragmenty DNA kodujace rdézne proinsuliny - skiadajace
sie z rbébznych peptyddw tacznikowych 1 rdéznych pochodnych
insuliny.

Wektorami Tymi transformowano komoérki kompetentne
odpowiedniego szczepu FEscherichia coli, Jak np. IBA, DHbq,
DH5, c¢zy HB101l, przy czym mozliwe Jest wykorzystanie komdérek
innych szczepdbw FE. coli lub komdérek innych mikroorganizmdbdw
albo innych znanych 1linii komérkowych nadajacych sie do
ekspresji biatek rekombinowanych. Plazmid zawlierajacy
okreslona modyfikacje genu rekombinowanej preproinsuliny
ludzkie] izolowano 1 sekwencjonowano w celu sprawdzenia
poprawnosci transformacji i sekwencji nukleotydowe].
Pojedyncze klony transformowanych szczepdw hodowano
standardowo na odpowiednim poditozu 2z dodatkiem antybiotyku
selekcyjnego, przygotowujac materiat bakteryjny do badawczego
banku szczepdw, a prdéby w stosunku 1:1 hodowli bakteryjnej 1
40% glicerolu =zdeponowano w temp. -70°C. Wszystkie otrzymane

szczepy bankdw badawczych poddano wyczerpujacym badaniom
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mikrobiologicznym, biochemicznym 1 fizykochemicznym, ktére
potwierdzity ich stabilnos¢ 1 zgodnos¢ i1ich witasciwosci =z
wymaganiami wiasciwymi dla bankdéw przemysiowych. Przebieg
dalsze]j biosyntezy oparto na opisie patentu polskiego nr PL
180 818. Po Dbiosyntezie, wytwarzane w szczepach E. coli
warianty rekombinowanej preproinsuliny izolowano po rozbiciu
komérek w postaci ciatek inkluzyjnych, ktdére oddzielano. 2
ciatek inkluzyjnych izolowano polipeptyd hybrydowy z insulina

lub Jjej analogiem (odpowiednia preproinsuline), a nastepnie

poddawano go ufatdowaniu (foldingowi, renaturacji). Uzyskany
roztwodr ufatdowanego biatka hybrydowego poddawano
kontrolowanemu dziataniu Lrypsyny, analogicznie Jak W

przypadku szeregu metod znanych uprzednio i opisanych (np.
przez Kemmlera i wsp. w J. Biol. Chem., Vol. 246, str. 6786-
6791 (1971) lub w patentach US 6686177, lub US 6100376), albo
proteazy deubikwitynujacej, Jjak opisano w patentach US 8158382
oraz US 8956848 oraz przez A. Woéjtowicz i in., Microbial Cell
Fact. 2005, 4: 17 i Microb Cell Fact. 2014; 13(1): 113, albo
obu tych enzymbébw. W czesScli przypadkdw (insulina ludzka,
insulina Lispro) dziataniem karboksypeptydazy B usuwano
dodatkowe aminokwasy peptydu tacznikowego; w pozostatych
przypadkach etap ten pomijano. Otrzymana insuline 1 Jjej
analogili poddawano procesowli oczyszczania przy =zastosowaniu
znanych metod, przede wszystkim chromatografii
niskociénieniowe]j, ultrafiltracji 1 HPLC. Z oczyszczonego Ww
dostatecznym stopniu - do wymagan farmakopealnych - roztworu
insuliny lub jej analogu, produkt krystalizowano i suszono.

W celu pordwnania wydajnosci ekspresji dla kazdego gospodarza
i wariantu systemu opracowano 1 zoptymalizowano biosynteze,
izolacje i oczyszczanie produktu kazdego ze szczepdw.
Biosynteze szczepdw Escherichia coli pozbawionych represora
cytR transformowanego odpowiednim wektorem z wstawionym
wtasciwym genem pod kontrola promotora deoPlP2 prowadzono

zgodnie z opisem polskiego patentu nr PL 180 818, W
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fermentorach o pojemnosci 7,5 dm?, stosujac ok. 3-5% materiatu
szczepiennego 1 minimalna, przemysiowa pozywke do inokulum 1
hodowli produkcyjne]j oraz regulujac indukcje zadanego produktu
za pomoca glukozy, zgodnie z przykitadem 2 polskiego patentu nr
PL, 180 818. Biosynteze innych szczepdw FE. coli prowadzono
zgodnie 2z ogdlnymi sposobami ich hodowli. Hodowle inokulum
prowadzono przez ok. 10 godzin, do czasu zakonczenia
logarytmiczne]j fazy wzrostu bakterii, a hodowle produkcyjna
przez ok. 16 godzin. Dalszy proces wydzielania, transformacji
i oczyszczania produktu prowadzono rdéwniez zgodnie 2z opisem
polskiego patentu nr PL 180 818 - zoptymalizowanym przyktadem
2 i 3. W szczegdblnosci, Po zakonczone biosyntezie
produkcyjne’ wytworzona brzeczke chiodzono do ok. 10°,
odwirowywano komérki E. coli, poddawano Jje dzialtaniu lizozymu
i Tritonu X100, a nastepnie w temperaturze 5-10°C poddawano
sonifikacji ultradiZwiekami 1lub dezintegracji cisnieniowej.
Ciata inkluzyjne ponownie odwirowywano, przemywano, po Czym
poddawano renaturacji, Jak ogblnie opisano w przykitadzie 3A
patentu PL 180 818. Za wyjatkiem biatka otrzymywanego wediug
Przvktadu 6, dalszy zoptymalizowany proces polegal na poddaniu
roztworu niskocisnieniowej chromatografii cieczowe]j 2z uzyciem
DEAE Sepharozy po cytrakonylacji 1 trawieniu <trypsyna lub
proteaza deubikwitynujaca 1 trypsyna. Po decytrakonylacji i
straceniu oraz rozpuszczeniu biatka, roztwdr poddawano
kolejnej niskocisnieniowej chromatografii cleczowej z
zastosowaniem zitoza  Sepharozy Q, po  ktorej nastepowato
ewentualne trawienie peptydu tacznikowego karboksypeptydaza B.
Po koncowe] wysokosprawne] chromatografii cieczowej na ziozu
Kromasil C8-18, oczyszczony do czystosci minimum 98% produkt
poddawano krystalizacji, filtracji 1 suszeniu. Szczegdiowy
opis catego procesu, catkowicie pordwnywalnego dla okreslonych
insulin, podano w przyktadach. Proces prowadzono w skali
pilotowe], stosujac metody 1 aparature wykorzystywane w

przemysle. Po zoptymalizowaniu procesu, dla celdw Dbadania
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wydajnosci procesu przeprowadzono trzy kolejne szarze kazdej
insuliny, a przedstawione wyniki sa Srednia z kazdej z nich.

Do pordwnania wydajnosci ekspresji, przy ustalonym procesie
produkcyjnym, Z ujednolicone] kontroli ©procesowe] wybrano
badania analityczne pieciu operacji:

(1) Gestosci optyczne] (ODgoo) zakonczone hodowli
produkcyjnei;

(2) Masy hodowli (wyizolowanych bakterii) - wyrazane] w g w
przeliczeniu na 1 dm’ hodowli produkcyjnej (wilgotnej i/lub
suchej) ;

(3) Masy wyizolowanych ciat inkluzyjnych, wyrazanej w g na 1
dm® hodowli produkcyjnej (wilgotnej i/lub suchej albo Jjako
suchej masy zawiesiny w buforze);

(4) Biatka catkowitego (po foldingu prekursora), oznaczanego
metoda spektrofotometryczng i wyrazanego w AU/dm’ lub HPLC i
wyrazanego w % ufatdowanego prekursora w biatku catkowitym;

(5) Mase oczyszczonego kohcowego produktu wyrazana w mg na 1
dm’® hodowli produkcyjnej.

W przypadku insuliny lispro podano wyniki badan analitycznych
wiekszosci etapdw - Dbiatka catkowitego oznaczanego metoda
spektrofotometryczna i wyrazanego w AU/dm’ i metoda Bradforda i
wyrazanego w g na 1 dm’ hodowli produkcyijnei.

Ogdlny schemat blokowy wytwarzania insuliny i Jej pochodnych
przedstawiono na schemacie 1.

Wynalazek ujawnia, ze wydajnosdé koncowa biosyntetyczne]
insuliny ludzkiej i Jjej analogdw, przy zoptymalizowanym
procesie technologicznym biosyntezy, wydzielania,
transformacji 1 oczyszczania, zalezaca od stopnia nadekspresji
genu kodujacego preproinsuline w kombrkach modyfikowanych
bakterii FEscherichia coli (z nieaktywnymi represorami cytR
negatywnie regulujacymi operon deo) transformowanych
okreslonym plazmidem (z promotorem deoPlP2), nieoczekiwanie
zalezy przede wszystkim od zastosowanego tacznika peptydowego,

taczacego tancuch A 1 B insuliny.
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Zzgodnie =z wynalazkiem nieoczekiwanie wustalono, iz najwieksza
wydajnosé w tym systemie uzyskuje sie w przypadku, gdy role
tacznika peptydowego peini dipeptyd Arg-Arg.

Dzieki wynalazkowl podano specyficzne warunki dla wytwarzania
insuliny ludzkiej oraz Je] analogbw metoda inzynierii
genetycznej, przy zastosowaniu mikrobiologiczne] nadekspresji
odpowiednie] preproinsuliny w kombdrkach szczepdw bakterii
Escherichia coli pozbawionych represordw deo i/lub genu deo,
zawlerajacych plazmid DNA kodujacy odpowiedni polipeptyd
hybrydowy w wektorze ©pod kontrola promotora deoPlP2 z
optymalna wydajnoscia - =znaczaco podwyZszona w pordwnaniu =z
opublikowanymi danymi.

W opisanych ponize’ przyktadach realizacji wynalazku
strukture, wydajnosdé i czystosdé wszystkich produktow
wyznaczano rutynowo znanymi metodami HPLC i spektrofotometrii
uv; do pelnego scharakteryzowania wytworzonych insulin
zastosowano rdéwniez liczne nowoczesne metody 1 techniki
analityczne, miedzy innymi MS, CIEF, LC-MS/MS, GC, mapowanie
peptydowe, NMR, krystalografie i proszkowa dyfrakcje
rentgenowska, CD, FTIR, ELISA czy PCR oraz sekwencjonowanie
aminokwasd4w 1 nukleotyddw.

Dla lepszego wyjasnienia istoty wynalazku niniejszy opis
zostatl uzupeitniony o szczegbiowe ombdbwienie Jjego przykiadowych
realizacji, obejmujace rdédwniez rysunki, przedstawiajace ogdlna
strukture (Fig. 1) i sekwencje (Fig. 2) plazmidu pIBA zardwno
gotowego do insercji genu biatka hybrydowego Jak i
przyktadowe] realizacji w postaci plazmidu =zawierajacego gen
kodujacy biatko hybrydowe insuliny (Fig. 3 i Fig. 4).

W przyktadach nie podano szczegdtowych opisdédw konwencjonalnych
metod bioinzynierii zastosowanych do konstrukcji okreslonych
gendw, plazmiddédw, wektordw ze wstawionymi genami kodujacymi
badane preproinsuliny czy tez sposobdw transformacji szczepdw
bakteryjnych tymi  wektorami, jak réwniez metod Dbadania

stabilnosci tych szczepdw. Metody te sa powszechnie znane
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specjalistom w tej dziedzinie 1 stosowane w laboratoriach
biotechnologicznych oraz opisane w licznych publikacjach, =z
ktérych kluczowe podano w niniejszym opisie. Produkty konhcowe
wytwarzane metoda wediug wynalazku sa znanymi insulinami,
wiekszos¢ szczegblowych bioinzynieryjnych metod konstrukcji
tych rekombinowanych szczepdw bakteryjnych opisano w polskim
opisie patentowym nr PL 180 92968, P. 385 586 i P. 399 287.

Nie opisano réowniez szczegbltowo standardowych metod
analitycznych stosowanych do okre$lania zawartosci 1 stezenia
biatek 1 insulin na poszczegdblnych etapach wytwarzania, gdyz
metody te sa rdédwniez dobrze znane odpowiednim specjalistom i
rutynowo stosowane w oznaczaniu biatek.

Podane przyktady, nie ograniczajac zakresu wynalazku, opisuja
szczegbtowo zastosowana metodyke badawcza, pozwalajaca w peini
kontrolowanym sposobem na dokonanie pordwnania uzyskanych
reprezentatywnych wynikéw badan zaleznosci wydajnosci procesu

od struktury peptydu tacznikowego.

Przyktady
I. Ogélna procedura prowadzenia procesu
Etap 1. Bank badawczy - hodowla podstawowa

Hodowle podstawowe szczepu E. coli IBA, DH5 DH5alfa i HB101
zawierajace Jjako plazmidy do ekspresji biatek wektor pIBA 1
pochodna pIGALl (Bank gendw AY 424310) prowadzono zgodnie =z
wymaganiami (ICH Topic Q 5 D: Quality of Biotechnological
Products: Derivation and Characterisation of Cell Substrates
Used for Production of Biotechnological/Biological Products
oraz ICH Topic Q 5 B: Quality of Biotechnological Products:
Analysis of the Expression Construct in Cell Lines Used for
Production of r-DNA Derived Protein Products) na podiozu
podstawowym:

PodtoZze podstawowe:
— Hydrolizat kazeiny 20 g
- Ekstrakt drozdzowy 10 g

-~ NaCl 5,0 g
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- Woda do objetosci 1 dm’®

- Antybiotyk (tetracyklina 1lub ampicylina) do koncowego
stezenia 12,5 pg/cm’® TET lub 100 pg/cm’ Amp

Kolbe =z podiozem podstawowym 2z antybiotykiem szczepiono
pojedyncza kolonia bakteryjna uzyskana po transformacji i
wytrzasano (220 obr./min.) w 37°C do gestos$ci optycznej
ODgoo Ok. 1.

Otrzymana hodowle mieszano z podioZzem do zamrazania (1:1)

i zamrazano w temperaturze -70°C w porcjach po 1 ml.

Podtoze do zamrazania:

- K,HPO, 6,3 g

- KH,PO, 1,8 g

- Cytrynian sodu x 2H0 0,57 g
- MgS0O,; x 7H0 0,09 g

- (NH,) 2S04 0,9 g

- Glicerol 44,0 g

- Woda do objetosci 450 cm’®

Dla uzyskane]j hodowli bakteryjne] wykonywano nastepujace
badania:

. pomiar gestosci optyczne] hodowli OD przy diugosci fali
600 nm;

. sprawdzenie jednorodnosci hodowli bakteryjnej wykonujac
preparat przyzyciowy. Oceniano czystos¢ hodowli bakteryjnej,
cechy morfologiczne - wyglad, ksztatt kombdbrek. Obserwacja
preparatu w mikroskopie Olympus CX 40;

. wyznaczano najbardzie]j prawdopodobna liczbe Jjednostek
tworzacych kolonie na podiozu TSA i TSA =z konkretnym
antybiotykiem - cfu/ml;

. sprawdzano czystosdé mikrobiologiczna hodowli na
podiozach Sabouraud (do identyfikacji zanieczyszczen dJgrzybami)

i TSA (do identyfikacji zanieczyszczen innymi bakteriami).
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Etap 2. Inokulum
Inokulum przygotowuje sie w kolbach o pojemnosci 250-300 ml i
wypetnieniu 50 ml pozywki do inokulum. Do kazdej z kolb

dodawane sa sterylnie roztwory:

. Antybiotyk (tetracyklina lub ampicylina, 12,5 mg/ml) 50
ul
d Glukoza 50 % 500 nl

Do hodowli szczepdw E. coli IBA dodaje sie dodatkowo:

. Prolina (100 mg/ml) 300 ul
. Tiamina (50 mg/ml) 2-5 ul.
Po zaszczepieniu kolb hodowla podstawowa (bank roboczy),

inokulum inkubuje sie w temperaturze 30-37°C przez 16-18
godzin do osiagniecia ODggg ok. 0,7-1,0 na wytrzasarce przy
180-200 rpm.

Pozywka do inokulum (sktad na 1 dm’®):

- K,HPO, 9 g

- KH,PO, 1l g

- NaCl 5 g

- NH,C1 1l g

- MgSQ4+ 7TH20 0,4 g
- Cytrynian zelazowo—amonowy 0,01 g
- Ekstrakt drozdzowy 0,2 g

- Roztwdr pierwiastkdédw Sladowych 1 ml

. MnSO, x H,O0 1 g/dm’

. znS04 x 7 H0 2,78

. CoCl, x 7 Hz0 2 g/dm’

Ll Na,MoOs; x 2 H,0 2 g/dm’

. CaCl, x 2 H0 3 g/dm’

. CuSO, x 5 Hz0 1,85 g/dm’
. HsBO, 0,5 g/dm’

. HC1 (32%) 100 ml/dm’
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Etap 3. Hodowla produkcyjna (Fermentor BioFlo 310 firmy
NewBrunswick 7,5 dm® (objetosé startowa 4 dm®)

Parametry wyjsciowe hodowli:

. Temperatura: 37°C

. pH: 7,1+0,01

. DO: 30-35%

o Obroty: 250 rpm

d Przeplyw powietrza: 5 dm’/min.

Do sterylnego fermentora =z 4 dm’ pozywki produkcyjnej i
antypieniaczem Antifoam 204 (0,5-1 ml, SIGMA) dodaje sie

sterylnie roztwory:

d 6 g MgSO, x 7H,0 w 80 cm’ wody
. 0,2 g CaCl, x 2H,0 w 60 cm’ wody
. glukoza 50%, 4 cm’

Do hodowli szczepdw E. coli IBA dodaje sie dodatkowo:

. Prolina (100 mg/ml) 24 cm’

. Tiamina (50 mg/ml) 200-500 ul.
Pozywka produkcyjna:

o K,HPO, — 8 g/dm’
o KH,PO; - 2 g/dm’
o) NH4,C1 - 3 g/dm’

O Cytrynian zelazowo-amonowy — 0,15 g/dm’
o K250, — 0,9 g/dm’
o Cytrynian sodu - 3,0 g/dm’
o Roztwér pierwiastkéw $ladowych 3 cm’

. MnSO, x H,O0 1 g/dm’

. znS0s x 7 Hy0 2,78 g/dm’

. CoCl, x 7 Hz0 2 g/dm’

Ll Na,MoOs x 2 H0 2 g/dm’

. CaCl, x 2 H0 3 g/dm’

. CuSO, x 5 Hz0 1,85 g/dm’

. HsBO, 0,5 g/dm’

. HC1 (32%) 100 ml/dm’



PK/3515/RW 19

Pozywke w fermentorze zaszczepia sie i1nokulum i hoduje w
odpowiednich warunkach. Jako Zrédio wegla 1 energii do
wytwarzania biomasy stosuje sie state dozowanie do fermentora
roztworu 40% glukozy (w przypadku szczepdbw F. coli IBA =z
dodatkiem proliny 10-30 mg/ml) tak, aby jej stezenie wynosito
70-180 mg/dm’.

pH (7,1+/-0,1) kontroluje sie przy pomocy 16% amoniaku przez
kaskade. Poziom tlenu w pozywce utrzymuje sie na poziomie nie
nizszym niz 30-35%. Parametr ten kontrolowany Jjest W
zaleznoséci od odczytu z elektrody DO przez zwiekszenie obrotdow
mieszadta z 250 do 1000 rpm 1 przepitywu powietrza z 5 do 10
dm’/min. Po osiagnieciu maksymalnych obrotéw mieszadla oraz
maksymalnego przeptywu powietrza (po  ok. 7-10 godz.)
zatrzymuje sie dodawanie glukozy; wartosé ODgypy wWynosi (w
przypadku szczepbdw E. coli IBA/pIBA) ok. 25-35.

Po spadku stezenia glukozy, Je]j dodawanie utrzymywane Jjest
tak, aby stezenie wynosito ok. 35-50 mg/dm’, a pH bylo
utrzymywane na poziomie 7,1 +/- 0,1. Ta faza biosyntezy
prowadzona Jest do momentu osiagniecia przez komoérki
stacjonarnej fazy wzrostu (nie obserwuje sie Jjuz wzrostu
gestosci optycznej hodowli) 1 trwa ok. 7-8 godzin. Na koniec
fazy produkcji rekombinowanego biatka ODgyg wynosi 50 - 60 w
przypadku szczepdbw E. coli IRA/pIBA. Nastepnie hodowla
schtadzana Jjest do temperatury ponizej 20°C, korzystnie ok.
10°C.

Etap 4. Wirowanie

Biomase odwirowuje sie na wirdwce stacjonarne]j przy 6 000-
8 000 rpm w czasie 15 min. 1 w temperaturze +4 ° C. Brzeczke
pofermentacyjna mozna odwirowad¢ na wirdwce przepitywowe]

Etap 5. Izolacja ciatek inkluzyjnych

Biomase zawiesza sie w 1 dm® buforu 50 mM TRIS, 0.5 M NaCl i 5
mM beta-merkaptoetanoclu, o pH 7,5, dodaje sie lizozym do
stezenia 0,43 mg/cm? i 0,2M EDTA do stezenia 0,5%, po czym
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inkubuje sie przez 30 minut w temperaturze pokojowe] 1 poddaje
dezintegracji przez sonikacje lub cisnienie.

Etap 6 - wariant 1: Sonikacja.

Materiat chltodzi sie do ok. 10°C, dzieli sie na 4 czesci,
dodaje Triton do 1% 1 kazda porcje sonikuje sie przez 30 minut
przy amplitudzie 33%. Po sonikacji préobe odwirowuje sie przy
8000 rpm przez 15 min w temperaturze pokojowe]j. Nastepnie osad
zawiesza sie w 1 dm® buforu 50 mM TRIS, 0,5 M NaCl i 5 mM
betamerkaptoetanolu, o pH 7,5 1 ponownie sonikuje przez 10
min. Ciata inkluzyjne odwirowuje sie przy 8000 rpm przez 15
min w temperaturze pokojowej.

Etap 6 - wariant 2: Dezintegracja cisnieniowa.

Material chtodzi sie do ok. 10°C, poddaje sie dezintegracji
cisnieniowej (Panda+1000 firmy GEA Niro Soavi) przy cisdnieniu
800 bar z szybkosScia zapewniajaca catkowite rozbicie komdrek
(kontrola mikroskopowa) i chtodzac zawlesine tak, aby
temperatura nie przekroczyta ok. 10°C.

Etap 7. Rozpuszczanie ciat inkluzyjnych

Ciata 1inkluzyjne rozpuszcza sie w odpowiedniej ilosci 12 mM
buforu wodoroweglanowego 1 0,2 mM EDTA do uzyskania wartosci
absorbancji ponizej 9 przy diugosci fali 280 nm. Roztwdr
doprowadza sie do pH do wartos$ci 11,5+0,5 za pomoca 2 M NaOH i
miesza przez 30 min. w temp pokojowe]j. Nastepnie koryguje sie
pH do 10,8+0,4 za pomoca 2 M HCl. Roztwdr klaruje sie przez
wirowanie przy 12 500 rpm przez 15 min w temp. 4°C.

Etap 8. Renaturacja

Po rozpuszczeniu ciat inkluzyjnych biatko renaturuje sie przez
napowietrzanie - silne mieszanie przez ok. 16-18h W
temperaturze pokojowe]j. Nastepnie koryguje sie pH do wartosci
9,0 za pomoca 2 M HC1.

Etap 9. Cytrakonylacja

Do roztworu biatka dodaje sie porcjami bezwodnika
cytrokonylowego w 1loéci obliczone] wediug wzoru: objetosé

bezwodnika (cm®) = 0,15 x objetos$¢ roztworu [dm®] % Bygo oraz 2 M
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NaOH do utrzymania pH o wartos$ci w przedziale 8,7-9,3. Po
dodaniu catej 1losci bezwodnika roztwdr miesza sie przez 1
godzine, ©po czym dodaje sie roztwdr 2 M etanolaminy w
trzyvkrotnej objetos$ci bezwodnika i miesza przez 30min.

Etap 10. Trypsynowanie

Po cytrakonylacji pH roztworu koryguje sie do wartosci 8,8 =za
pomoca 2 M HClI i rozciencza woda tak, aby przewodnictwo
wyniosto ponizej 5 mS. Nastepnie dodaje sie 1% roztwdr trypsyny
w 1lo$ci obliczonej wediug wzoru: objetosé roztworu trypsyny =
BAzgo X objetoéé roztworu [dm’] / 95) i miesza przez 16-18 godzin
W temperaturze pokojowe]j. Reakcje hamuje sie roztworem
aprotyniny o) stezZzeniu 1 mg/ml, dodawanego W iloéci
dwudziestojednokrotnie mniejszej od objetosci trypsyny.

Etap 11. Odciecie biatka liderowego - ubikwityny.

Do roztworu biatka o temperaturze 10°C dodaje sie 20 mM kwas
fosforowy do uzyskania pH o wartosci 7,5, po czym W
temperaturze 37°C dodaje sie 19,2 cm® roztworu proteazy UBPI1AC
lub UBP1AC2 o stezeniu 1 mg/cm’. i miesza sie przez 1 godzine.
Po ochtodzeniu do 4°C roztwdr klaruje sie przez wirowanie przy
12 000 rpm przez 15 minut.

Etap 12. Chromatografia niskociénieniowa na ztozu DEAE
Sepharosa

Na kolumne wypelniona zlozem DEAE (200 cm®) 1 zrdéwnowazona 0,5 M
TRIS o pH 8,6x0,2, a nastepnie 20 mM TRIS o pH 8,6+0,2 nanosi
sie roztwdr o pH 8,6%x0,2. Po naniesieniu kolumne piucze sie
buforami o pH 8,6+0,2: 20 mM TRIS z NaCl do przewodnos$ci bmS =*1
mS, a nastepnie 20 mM TRIS z NaCl do przewodnoéci 2 mSzl mS i
20%+5% dizopropanolu. Biatko insuliny eluuje sie buforem o pH
8,6+0,2, skitadajacym sie z 20 mM TRIS =z NaCl do przewodnos$ci
521mS i1 z dodatkiem 25%+5% izopropanolu.

Etap 13. Decytrakonylacja

Frakcje gitdébwna wyeluowana 2z kolumny rozcienicza sie 2 razy,
ochtadza do 4°C 1 zakwasza 0,1 M HCl do pH o wartosci 2,940,2,

po czym miesza sie 10 godzin.
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Etap 14. Stracanie insuliny chlorkiem cynku.
Do rozcieniczone] frakcji gidwne]j dodaje sie taka objetos¢c 1 M
chlorku cynku, ktdédra odpowiada 1/50 objetosci frakcji gitdwne]j ,
koryguje sie pH do wartosci 5,510,5 i miesza przez 1 godzine.
Nastepnie zawiesine odwirowuje sie przy 9000 rpm przez 15 min w
4°C. Otrzymany osad zawiesza sie w wodzie.
Etap 15. Chromatografia niskocisgnieniowa na ztozu Q Sepharosa.
Zawiesine insuliny uzupeinia sie woda do objetosci wyliczonej z
wzoru: objetosé konhcowa = catkowita ilos¢ biatka otrzymanego po
DEAE [AU Azgp]/7, dodaje TRIS o pH 8,6 do stezenia 30 mM i 0,2 M
roztwdér EDTA w ilosci wyliczonej =z wzoru: objetodé [cm’] =
catkowita 1lo$¢ biatka otrzymanego po DEAE [AU BAsge] /190, po
czym doprowadza sie pH do wartoséci 8,6. Na kolumne wypeiniona
z¥ozem Q (80 cm®) i zrdéwnowazona 0,5 M TRIS o pH 8,6, a
nastepnie 20 mM TRIS o pH 8,6, nanosi sie roztwdr rozpuszczone]
soli cynkowej insuliny o pH 8,6. Po naniesieniu kolumne pitucze
sie buforem 20 mM TRIS =z 20%t5% izopropanolu o pH 8,6, a
nastepnie eluuje sie Dbiatko insuliny buforem o pH 8,6,
sktadajacym sie 20 mM TRIS z NaCl do przewodnosci 3 mS 2 mS i
25%+5% izopropanolu.
Etap 16. Reakcja z karboksypeptydaza B.
Frakcje gidéwna wyeluowana =z kolumny rozciehcza sie 2 razy 1
dodaje roztwdr karboksypeptydazy B o stezeniu 2,5 mg/cm’ w
iloéci obliczonej 2z wzoru: objeto$é [um’] = calkowita 1ilosé
biatka otrzymanego po Q [AU Azg]/15. pH roztworu doprowadza sie
do wartos$ci 8,8, po czym roztwddr miesza sie przez 16-18 godzin
w temperaturze pokojowe]. Nastepnie pH doprowadza sie do 3 1
roztwodr poddaje sie oczyszczaniu przez chromatografie
wysokocisnieniowa.
Etap 17. Chromatografia wysokocigénieniowa RP-HPLC.
Rozdziat prowadzi sie na kolumnie Kromasil €8 lub CCl18 =z
zastosowaniem gradientu acetonitrylu:

Faza A Faza B

95% 5%



PK/3515/RW 23

75% 25%
Faza ruchoma A: 2000 cm’ 0,2 M roztworu siarczanu sodu =z 440
cm® acetonitrylu, o pH 2,3 i o temperaturze 25-30°C;
Faza ruchoma B: 1250 cm’ 0,2 M roztworu siarczanu sodu z 1250
cm® acetonitrylu, o pH 2,3 i o temperaturze 25-30°C;
Roztwdr po reakcji z karboksypeptydaza B lub frakcje gtdwna po
oczyszczaniu na zitozu Q Sepharosa po dwukrotnym rozcienczeniu i
doprowadzeniu pH do wartosci 3, oczyszcza sie porcjami,
nanoszac na kolumne Jjednorazowo objetos$é roztworu o zawartosci
biatka catkowitego 200 AU, po czym zbiera frakcje gitdwna tak,
aby czystos¢ produktu (HPLC) wynosita co najmniej 98%.
Etap 18. Stracanie insuliny chlorkiem cynku.
Potaczone frakcje gitdwne po chromatografii wysokocisnieniowe]
rozciencza sie 2 razy i dodaje 1 M 2ZnCl, w proporcji 3 cm’
chlorku cynku na 150 cm’ prébki, po czym pH doprowadza sie do
wartosci 6+x1 1 miesza przez 1 godzine. Nastepnie zawiesine
wiruje sie przy 9000 rpm przez 15 min w 4°C, a osad zawiesza
sie w 10-15 cm’ wody.
Etap 19. Chromatografia na ztozu Sephadeks G-25 i liofilizacja.
Zawiesine osadu doprowadza sie do pH 3, filtruje przez filtr
0,22pm i1 nanosi na kolumne wypeiniona nosnikiem Sephadex G 25
(120 cm®). Przed naniesieniem kolumne rdéwnowazy sie 5 mM octanem
amonu o pH 4, a biatko wymywa sie 5 mM octanem amonu o pH 4.

Tak otrzymana substancje poddaje sie liofilizacji.

II. Przyklady szczegdlowe

Przykiad 1. Insulina ludzka LysB28ProB29 (insulina lispro)

Zgodnie z powyze] podana ogdlna procedura prowadzenia procesu
(punkt I), przeprowadzono wytwarzanie biosyntetycznej insuliny
lispro, stosujac etapy 1-6, 6b, 7-10 1 12-19 oraz dla systemu
ekspresji 1.2. 1 1.5. dodatkowo etap 11 (Tabela 1. Insulina
lispro). Proces badano w 20 wariantach 8 systeméw ekspresji

biatka. Z otrzymanych danych wynika, Ze sprawdzajace sie w
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warunkach laboratoryjnych szczepy bakterii FEscherichia coli
DH5x, DH5 i HB101 z plazmidami z promotorami deoPlP2 i pms nie
sa odpowiednie dla hodowli produkcyjnej =z pozywka minimalna
(system 1.3., 1.4., 1.5., l1.6. i 1.7.). Szczepy te
charakteryzuja sie niskim wzrostem na minimalnej pozywce
technologicznej, wykazujac =znacznie niZzsza wartos$é gestosci
optyczne] W fermentorach produkcyjnych. Podobnie mata
przydatnosé produkcyjna wykazuje system szczepu IBA z
uszkodzonym represorem cytR i1 z plazmidem pIGAL (system 1.8.),
charakteryzujacy sie stosunkowo lepszym wzrostem, lecz niska
zawartosécia ciat inkluzyjnych (obserwacje mikroskopowe) .
Najlepsza wydajnoscia ekspresji charakteryzuje sie system
szczepu IBA/pIBA, opisany w patencie polskim nr PL 180 818,
ktébry zbadano w4 wariantach peptydu tacznikowego i1 2
wariantach biatka liderowego (system 1.1. 1 1.2.). Wszystkie
charakteryzuja sie dobrymi, pordwnywalnymi parametrami wzrostu
w pozywce minimalne]j, lecz rdéznia sie masa cilat inkluzyjnych 1
wzgledna wydajnoscia renaturacji peptydu fuzyjnego oraz - w
zwiazku z tym - kohcowa wydajnos$cia produktu.

Najwyzsza wydajnosé 1nsuliny lispro uzyskano wykorzystujac
system ekspresji E. coli IBA/pIBA wytwarzajacy Ztancuch A
potaczony =z ‘tancuchem B insuliny lispro dipeptydem ArgArg
(Tabela 1, L.p przykiadu 1.1.1. 1 1.2.1.), przewyzszajacy

wydajnos$é pozostatych systemdw co najmniej o 13-15%.

Przykiad 2. Insulina GlyA22ArgRB31 (insulina GR).

Zgodnie z powyze] podana ogdlna procedura prowadzenia procesu
(punkt I), przeprowadzono wytwarzanie biosyntetycznej insuliny
GR, stosujac etapy 1-6, 6b, 7-10, 12-15 41 17-19 oraz dla
systemu ekspresji 2.2. dodatkowo etap 11 (Tabela 2. Insulina

GR) . Proces badano w 12 wariantach 5 systemdw ekspresji biatka
(nie stosowano wariantu z tacznikiem LysArg, Jjako
nieprowadzacego do insuliny GR). Otrzymane dane potwierdzaja

wnioski z przykitadu 1, dotyczace wyzszosSci systemu ekspresji
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opisanego w patencie polskim nr PL 180 818 nad innymi badanymi
oraz wykazuja podobne rébznice w wydajnosci procesu w
zaleznoéci od rodzaju peptydu tacznikowego taczacego rancuch A
i B tego analogu insuliny. W szczegdlnosci najwyzsza wydajnosé
insuliny GR wuzyskano wykorzystujac system ekspresji E. coli
IRA/pIBA, wytwarzajacy trancuch A poltaczony =z ‘tancuchem B
insuliny GR dipeptydem ArgArg (Tabela 2, L.p przykiadu 2.1.1.

i 2.2.1.) 1 przewyzszajacy wydajnosé¢ pozostatych systemdéw co
najmnie’ o 16%-22%. Z przedstawionych rezultatdédw wynika

przewaga technologiczna tacznika ArgArg bez wzgledu na rodzaj

biatka liderowego.

Przykiad 3. Insulina ludzka.

Zgodnie z powyze] podana ogdlna procedura prowadzenia procesu,
przeprowadzono wytwarzanie biosyntetycznej insuliny ludzkiej w
8 wariantach 2 systemdédw ekspresji biatka. W badaniach
prowadzono etapy 1-6, 6b, 7-10 i 12-19 oraz dla systemu
ekspresji 1.2. 1 1.5. dodatkowo etap 11. Z otrzymanych danych
wynika (Tabela 3. Insulina ludzka), Ze najlepsza wydajnoscia
ekspresji charakteryzuje sie system szczepdw IBA/pIBA,
wykazujacych sie dobrymi, pordwnywalnymi parametrami wzrostu w
przemysiowe’] pozywce minimalne’ i rézniacych sie masa
wytworzonych ciat inkluzyjnych oraz wzgledna wydajnoscia
renaturacji. Ponownie najwyzZsza wydajnos$é insuliny ludzkie]
uzyskano wykorzystujac system ekspresji E. coli IBA/pIBA
wytwarzajacy ‘tancuch A potaczony 2z tancuchem B insuliny
ludzkiej dipeptydem ArgArg (Tabela 3, L.p przykitadu 3.1.1. 1
3.2.1. Badania analityczne, prowadzone w poszczegdblnych
etapach procesu wykazuja, ze wyzsza wydajnosé w tym wariantach
systemu ekspresji - o 14%-16 % - osiaga sie ©po etapie
wytwarzania cilat inkluzyjnych 1 renaturacji, przy czym

utrzymuje sie ona przez wszystkie pozostate etapy procesu.
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Przvkiad 4. Insulina ludzka SerA22ArgB31 (insulina SR).

Badania wydajnosci procesu wytwarzania insuliny SR
przeprowadzono zgodnie 2z powyze] podana ogbdlna procedura
(punkt I), realizujac etapy 1-6, 6b, 7-10, 12-15 1 17-19 oraz
dla systemu ekspresji 4.2. dodatkowo etap 11 (Tabela 2.
Insulina GR). Proces badano w 12 wariantach 5 systembw
ekspresji biatka (nie stosowano wariantu z tacznikiem LysArg,
Jjako nieprowadzacego do insuliny SR) . Otrzymane dane
potwierdzaja poprzednie wyniki, stale wykazujac WYyZsza
wydajnoéé¢ systemu ekspresji E. coli IBA/pIBA, wytwarzajacego
tahncuch A potaczony =z ‘tancuchem B insuliny SR dipeptydem

ArgArg (Tabela 4, L.p przyktadu 4.1.1. i 4.2.1.) w pordwnaniu

Z 1innym peptydami tacznikowymi tego systemu - coO najmnie] o
15%.
Przykiad 5. Insulina SerA22LizB3ArgB31 (insulina SK3R)

Zgodnie z powyze] podana ogdlna procedura prowadzenia procesu,
przeprowadzono wytwarzanie biosyntetyczne] insuliny SK3R w 6
wariantach 2 systemdw ekspresji biatka. W badaniach prowadzono
etapy 1-6, 6b, 7-10, 12-15 i 17-19 oraz dla systemu ekspresji
5.2. dodatkowo etap 11. Z otrzymanych danych wynika (Tabela 5.
Insulina SK3R), ze najlepsza wydajnosécia ekspresji
charakteryzuje sie system szczepdw IBA/pIBA, wykazujacych sie
dobrymi, pordéwnywalnymi parametrami wzrostu w przemysitowe]
pozywce minimalne]j 1 rdézniacych sie masa wytworzonych ciat
inkluzyjnych oraz wzgledna wydajnoscia renaturacji. Ponownie
najwyzsza wydajnos¢ 1insuliny ludzkiej uzyskano wykorzystujac
system ekspresji E. coli IBA/pIBA wytwarzajacy tancuch A
potaczony z +‘tanhcuchem B insuliny ludzkie] dipeptydem ArgArg
(Tabela 5, L.p przyktadu 5.1.1. i 5.2.1. Wyczerpujace badania
analityczne, prowadzone w poszczegblnych etapach procesu
wykazuja, ze wyzsza wydajnos¢ w tTych wariantach systemu

ekspresji utrzymuje sie przez wszystkie etapy procesu po
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etapie wytwarzania ciat inkluzyjnych i renaturacji, wydajnoscé
ta Jjest wyzZzsza od uzyskanej =z innych wariantdédw systemu

ekspresji przynajmniej o 14%-16%.

Przyktad 6. Preproinsulina (prekursor) G: biatko liderowe -
tancuch B - tacznik - tancuch A:dezAsnA21GlyA21.

Uniwersalnos$¢ przewagi tracznika ArgArg nad innymi w ekspresji
preproinuliny wykazano rdéwniez badajac wydajnosé wytwarzania
biatka sktadajacego sie 2z biatka liderowego poprzedzajacego
tahncuch B, ktéry byl potaczony badanymi tacznikami z
modyfikowanym tancuchem A insuliny (A:dezAsnA21GlyA21) .
Badania =zrealizowano przeprowadzajac krytyczne etapy 1-8
ogblne]j procedury prowadzenia procesu w 8 wariantach 2
systemdéw ekspresji. Wyniki badan, przedstawione w Tabeli 6.
Preproinsulina (prekursor) G: biatko liderowe - tancuch B -
tacznik - ‘tanhcuch A:dezAsnA21GlyA21 wykazuja, ze w przypadku
tacznika ArgArg wydajnos$é¢ procesu Jjest wyzsza o 10 %, niz w
pozostatych przypadkach.

Na podstawie  koncowe] wydajnosci  produktu, potwierdzone’]
zawartosécia biatka przed oczyszczeniem, nieoczekiwanie okazato
sie, ze najlepsze wyniki w wytwarzaniu rekombinowanej insuliny
ludzkiej 1 Jjej analogdw osiaga sie w systemie ekspresji
sktadajacym sie z plazmidu ekspresyjnego z promotorem deoPl1P2
w szczepach Dbakterii  Escherichia coli pozbawionych genu
represora c¢ytR (patent polski nr PL 180 818), Jezell w
plazmidzie kodujacym biatko fuzyjne tancuch A insuliny Jjest
potaczony z tancuchem B za pomoca dipeptydu ArgArg. Co wiecej,
réznica w wydajnosci miedzy wariantem systemu 2z dipeptydem
ArgArg a LysArg wynosi 13%-22% i jest pordwnywalna z opisanym
w patencie polskim nr PL 180 818 postepem w wydajnosci systemu
Z dipeptydem LysArg 1 Arg w pordwnaniu z systemem z peptydem

C, wynoszacym odpowiednio 23% i 17%.
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Konstrukcja genetyczna plazmidu pIBA i pIBA/INS
[pIBA/INSLys (31B)Arg (32B) ]

Plazmid pIBA/INS o wielkos$ci 4354 par zasad jest zbudowany =z
nastepujacych sekwencji regulatorowych oraz gendw:

- od 7 pz do 942 pz zlokalizowany jest region regulatorowy =z
promotorami deoPlP2,

- od 946 pz do 1137 pz =znajduje sie sekwencja kodujaca
fragment ludzkiego genu SOD,

- od 1138 pz do 1299 pz zawarta Jest sekwencja kodujaca
tancuchy A, B oraz tancuch C (w postaci tacznika Lys-Arg)
rekombinowanej 1ludzkie] insuliny INS, sekwencja nukleotydowa
insuliny zostata zmieniona =zgodnie 2z czestoscia wystepowania
kodonéw w E. coli,

- od 1312 pz do 1338 pz zlokalizowany Jjest region kodujacy
terminator transkrypcji Ter trpA,

- od 1508 pz do 2698 pz znajduje sie gen opornosci na
tetracykline Tet,

Strukture plazmidu pIBA przedstawiono schematycznie na Fig.l,
a Jego sekwencje nukleotydowa 1 aminokwasowa na Fig.Z2.
Strukture ©plazmidu pIBA/INS zawierajacego przykltadowy gen
kodujacy biatko rekombinowanej insuliny ludzkie]j, w ktdre]
tancuch A Jjest potaczony =z tancuchem B dipeptydem LysArg
przedstawiono  schematycznie na Fig.3, a Jego sekwencje

nukleotydowa 1 aminokwasowa na Fig.4.



