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com sede em D-6230 Frankfurt am
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(inventores: Dr. Klzus-Peter Koller,
Dr. Gunther Johannes Riess, Dr.
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Ja foi descrito um processo para a preparagao

de proteinas de fusao caracterizado por ze acoplar o gene sstru
ral para a protelna pretendida na extremidade C-terminal do
gene de tendamistato eventualmente modificado, provocar a expres
sao deste gene estrutural numa célula hospedeira de um estrepto
micete e isolar a partir do sobrenadante de cultura a proteina
de fusao segregada (DE 37 14 866 Al cu EP 0 283 936 A2).

P - . ’ .
dido de patente anterior refere-se para alem dissc a estruturas

0 pe-

génicas que coumpreendem o gene de tendamistato eventualmente

modificado, em cuja extremidade C-tTerminal se encontra acopla=

do um gene estrutural

’
contem esta esztrutura

contém estes vectores

para uma outra protelna, a vectores que
’, . ’ .
genica, a celulas de estreptomicetes que

' - ~ ~
bem como a protelnas de fusao que sao ca-

racterizadas por uma fracgao situada na extremidade N-terminal

8AD ORIGINAL
) 4




<L

de tendaristato eventualmente modificado. O pedido de patente
S

~

& Se-

9]

. ’ ¢ R o~ .

anterior contém exemplos de proteilnas de fus20 nas quai
~ A LR . .

guencia de acidos aminados do tendamistato se encontra zcopla-

I L ’ ’ . 3 A
da straveés de um elc em ponte a pro~insulina de macacCo.

Atingiu~se agora um deszanvolvimento daguela
TR ad 4 5 : 4 7 Lo 5
invengao atraves do qual e pcssivel preparar prciecinas de fuse
de modo especialmente vantajoso fazendo seguir a Tfrac
. ) . . ; . . ’
damistato uma pro-~insulina encurtada cuja cadeia C e
da somente por um ou Jdois residuos de lisina. Estes precurs
podem ser transformados em insulinz humanz de nodo muito simples

s .
e economicoe.

Formas de concretizagao vreferenciais da pre-
sente invengzo referem-se especialmente a estruturas génicas
vara a amplificacao e para a expressao do gene que coaifica pa-~
ra a proteina de fusdo. £s formas de concretizagdo preferidas
da presente invengao sao elucidadas em seguiaa, sendo ainda de-

finidas na reivindicacgao da patente.

Na base das estruturas génicas utilizadas de
acordo com a presente invengao estd de modo vantajoso um gene
sintético que codifica para ua derivadc encurtado de pré-insu-
lina. De modo especialmente adegquado toma-se em consicderacaoc
na construgao deste gene 2 utilizagao de cododes especifica dos
estreptomicetes. Verificou-se que deste modo é poss{vel aumen-

€
. 4 ~ ~
tar o rendimento das proteinas de Iusac.

’ - . .
Para alem disso, resulta vantajosa a integra-

~ ~ . . ~ s . - 2oy
¢ao duma sequencia de terminagac na estrutura genica sintetica,

> . . - - 7 . a .
conseguindo~se em consequencia tambem um incremento da veloci-

dade de sintese.

Uma graade vantageu Jo Dro
. ~ . 4
invengao consiste em que as proteinas de fus
tadas com a ajuda dos ensaios ¢ placa que Id

!
zZP-aA1 0 1€l €29 no Bxewplo 3 bem comc na publicaga
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I
possivel

LS

dz Fatente Alema 3 526 182, Exemplo 2. Dzste medo, &
. ~ [4 - .
guence n20 so a selecgao 405 clones de in-
s o ’ .
¢ dprccedimento final, uma v2I Lue ¢ DPoSsi-

’
am
“ . . - . N - -ﬁ:‘.‘,,:,\ - ~ e
vel Tevelar facilmente & influéncia dos difersntes varidnetros

s de accrdo com
a prcsente inven;Zo aprecentam-se manifestamente numa conforma-
~ .. A . . ’ .
330 gug correspence e da inculina madura ou pelo mencs proXima

™

decta. Deste modo nZo apenas se elucida consideravclmente o pro

cedimento adicional para cbtengac da insulina como ainda se ve-
rifica surpreerdentemente, vara verfcdos de fermentagao que per
mitem jé 1 bon rendimcnto nEo ccorrer gualquer atague notavel
pelas proteasses segregadas para o meio de fermentagiao.

is modificagcoes na molécula da dré-insulina
de accordo com a prescnte invengao com a recpectiva cadeia C en-
curtade ovroporcionam umn procedimentc simples para obtengéo da
insulina humana, nomeacamente tor cisdo guiuica com hidroxila-
mina e/cu por cisaoc enzimdiica com o aux{li: de tripsina ou, de
modo vanrtajoso, de endoprcteinases de lisilo. A cisdo enzimiti-
2 ¢ preferida. As endoproteinases de lisilo cindem de modo es-
s fragdes carboxiterminais apls o Acido aminado lisi-
r s duma ordenagzo corveniente das cadeias A e B nas
proteinas de fusdo obtém-se por acgio das referidas enzimas um
precursor da insulina em que as pontes de dissulfureto se en-
contram surpreendentemente situadas correctamente.

De modo convenients prevé-se na construgao
cénica entre a fracgao de tendamistato e o infcic da nolécula
de pro-insulina um elo em pente que pernits a separagao do de-
rivado de pré—insulina da fracgao de tendamistato com a mesma
enzima que ¢ utilizada rara a sep*w“ﬂao do derivado da pro in-
sulina nas duas cadeias de insulinsz.

. '4 ~
Se se cindem as proteinas de fusao da pre-
sente invengao com uma endopeptidase de lisilo, obiém-se - de

4’
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acordo com & construgao da cadeia C modificada - des—B’O-lnsu—
1

lina, a gual pode ser transformada em irsulina humana vor trans
. qs ~ =31 - . . 71 2 . .
peptidizagao, ou B’ -Lys-insulina ou 3”7 -Lys-—B3 -Lys-insuline,

as guals podem ser transformadas em insulina humana por exem-

plo pela acgao de carboxipentidase B.

Obtém-se rendimentos especialmente clevados
na proteina pretendida quando se utilizam construcoes sénicas
com um gene de tendamistato encurtadc. Ista forma de concreti-
zagao do processo da presente invencao possui uma grande vanta-
gem, pois a fracgao da insulina modificada na protefna de fusdo
corresponce aproximadamente a metade, contendo neste caso consi
deravelmente menos "balastro". A4 dobracem correcta da proteina
de fusdo ndo é prejudicada pelo encurtamento da fracgdo de ten-
damistatc, de mecdo que é possivel o procedimento vantajoso com
a prote{na de fus&éo menor de acordo com a rresente inven;éo. s
ta vantagem nzo deve também se compensada por uma velocidadse
de decomposiggo zumentada por meio das vroteases préprias do
hospedeiro - inesperadamente verifica-se na verdade uma estabi-~
lidade aumentada verante estas proteases.

L presente invencao refere-se por conseguin-
te a uva ampla série de construgbes pénicas vantajosas sue d3o
crigem a precursores de insulina que vodem ser facilmente se-
varados das suas "fracgoes de balastro" das protefnas de Tusdo.
Por meio deste procedimento simples é possivel adicionalmente

melhorar o rzndimento em insulina humana.

4 separacao da proteina de fus3doc a partir do
meio de cultura, 6 tratamento a fim d= se obterem os vprecurso-
res de inculina e a respsctiva transformagac em insulina huma-
na podexn ser efectuadcs usando técnicas conhecidas em si. Daste
modo é poss{vel isolar a proteina de fuszo de modo vantajoso
por cromatografia de adsorgZo ou de permuta idnica z/ou por fil
tracao em gel e separar a fracgao de pro-insulira por via qu{-

v

A~ . M . . 7. A ~ A .
mica ou de preferencia por via enzimatica. 4 ccnstrugao dos

-
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elos em ponte corresponlentes e conkecida zm geral, encontran-
Zo-s¢ descrita por exemplo em ZP-42 0O 225 §93,

1
extrexnidade C da pré—cadela (ou na extremidade N da pré-lnsull-
nua) Lys ou arg (o cue igualussnte se considera preferido nas
cg:strayoes da presente invengﬁo), cuja cadeia B termina con
3‘9 Lys e em que o ue;v‘dco C mode ser encurtado ew Lys cu ea

J o
arg, de t

2l wcodo que também na estrutura ca pri-inszulins
-1lys s& seguey no caso mals simples, apenas Lys ou arg, termi-
nanco deste modo & cadeia a. Zstes cowmpocztos serven de precur-
sores para a preparajac de insulinas com o auxilio de tripsine
ou e endcpeptidases samelhantes & tripsina e de um éster de
um dcido aminado nztura y 0 ctal evesituzlnente possul grupos
protectores.

~

Sao conhecidos a partir de EP-4 O 195 G692

es de insulira em que as cadeias 3 e A se encontram
ligadas por meio dc elo em ponte -X-Y-, em que X 2 ¥ sao iguais
cu diferentes e rspresentam Lys ou arg. Zstes precursores da in

suline sao expresscs em leveduras e podaem ssr transformnados em

D 1 . . L o
nsulics humana or Lratanento snzimaticoc. Sao cenhec ido a2 bar

O

e )
Yo

tir de EF-A 0 163 529 precursores de insulina com a cadeia C
encurtada. Em EP=3 C 132 769 e 0 132 770 sao descritos deriva=-

0s da insulina bem como composigoes Tarmacéuticas que os con-

S o3
>
3

Nos exemplos que se seguem a presente in
~ ’ .4 R
vengao e elucidada mais em pormenor. Os dados em percentagem

o . 4 - . . . -
referen~se a Ves50 sempre gue nada em contrario seja indicado.

ZELEMPLO 1

. . . 4 . -
Sintetiza-se o gene sintetico (1) repvo-
. . . . . 5 ,
duzido rec Quadro 1 de um modo conhecido em si por meio do me~

todo da fosfoamidite. Para a selecgao dos codoes foi tida em

-5 = BAD ORIGINAL
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conta a preferéncia dos estreptomicetes para G e C. Coms no ge=-
rne gue codifica para a pro-insulina de macaco do pedido de pa-
ente anterior (ver Yuadro 2) o gene (1) de acordo com o Quadre
1 tamoinm apresenta uma sequéncia saliente na cxtremidade 5 t{-
oica para a enzima de restrigao EcoRI. A seguir ao gene astru-
tural encentram-se dois codoes de paragem e ura sequéncia adap-
tadora comn o local de reconhecimento vara a enzima Sall. Na ex-
tremidade 3 enccntra-se a sequéncia saliente correspondente a
enzima HindiII.

.
i

Corta-se o plasmideo comercial pUC1lG zom as

o

o

. - - —. - . ~ . ’, .
zimas Zcoxl e HindIII e prouove-se a ligagao do gsne sinteti-

‘ - . 2 - - I'4
(1) de acordc com o Quadro l. Cbtem-se deste modo o piasmi-

QO

C
~3
Q

m

1
’ . . ~ . .
o p Il (2). Apds amplificagao corta-se o genc sintitico com

. ™ - 1 - 4 N
enzimas EcoRIl e Sall sob a forma do fragmento (3) gue e uti-

o
0]

izado na construgao subsequente descrita seguidamente.

Digere-se completamente o vlasmideo pUClY com
Smal e liga-se com a sequéncia de terminacido reproduzida no Qua
dro 2. Deu-se a denominagao de pTl (5) aos plasmideos que pos-
suem esta sequéncia na crientagao correcta. Abre-se este plasmi
deo (5) com ZcoRIl e preenche-se o local de zcrte com polimerase
de aDN (fragmento de Klencw). Por nova ligag
mideo pT2 (6). Este plasmideo é aberto com 2

Sphl e isola-se o fragmento maior.

[d . =
Corta-se o plasmideo pKK400 {B) (ver vedido
de patente anterior, Figura 4, (20)) com Sphl e EcoRI e isola-

-se o fragmento menor (9) com o gene de tendamistato.

Por ligagao dos fragmentos (3), (7) e (9)
obtem-se o piasmideo pKK5CO {(10), no qual a sequéncia de tenda-
. Al ’ 3
mistato se segue o elo em vonte que codifica para 12 acidos

aminados.

o
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Phe 4sn Ala Met ala Thr Gly 4sn Ser asn Gly Lys

IIC mAT GCG ATG GOU ACC GGG ATT TOC AAD GGT 44C

AAhG TTA CGC TAC CTGG TGG CCC_Ti4i AGC TTG CC3 TTC
zconl

. s ., . is o - 5 .
e em segulda O gene para z pre-insulinza modificada da vresents

3 o+

~ . ~ ’ . A -
invengao. A ordenagao correcta ¢ verificada por corte com Sphl
. . 1 . ’ , " e
Sstl, obtendo-se deste wodo a pavtir Jo plasmideo de 3,5 %b

e
de dimensdo um fragaento de 833 pb. Por seguenciagio de ADN se-
0

’, 5 .. . e ~ N ~
o mecodo ds di-desoxi confirma-se a correcgao da sequen-

L

£s construgoes genéticas de acordo com a pre

Z

. . ~ . - . ’ - ~ ’
sente lnvengao nas gquals a Lys do peptideo de fusao é coupleta~
4 - ~ 2 3 ‘5
da por uma outra Lys sao preparadas de modo analogo. Para este
fim duplica-se o tripleto que codifica para a lys, AAG. Obtem=~

s 4 ’ .
~se de modo analogo o plasmideo p I2 e a partir deste e vector

De modo analogo 20 descrito no pedido ce pa-
tente anterior para o vector pGF vtim-se a partir dos vec-

Trrr o

¥

T e A , !

tores phK500 e pKi600 os plasmide e
Fara este fim isolam~se a partir dos vect

por dupla digestao com Spid e Sstl as insercoes de 823 po e de
b Y

N

<6 pb respzctivamente e ligam-se estes fragmenitos de ADN o

4l

4 ~ - . 3 .
lasmideo de expressao pld702 cortado com as mesmas enzimas.

'

rensforma-se S. lividans Tk 24 com a mistura de lizagdo e isg

e

la-se o ADN plasmidico dos transformantes resistentes & tioes-

trepltona que apresentam actividade de tendamistato (=nsaio =nm
X - - . . ’ . ~ . . ~

placa). Todos os clones pesitivos conténm a insergao utilizaaa

e A iard

roveniente de pAK5C0 ou de pXESQ0, resvectivaments.
b/ &

~ ’ ~ ~ a . .
A expresszo da proteina de fusao codificacda
Lode ser efectuada de wcdo conhecido. Incubam-se os transfor-

nantes de estirpe S.

BAD(DRKHNéEJ



de @So
tanto na
oretelina

1z fusao

2 minutocs de incubagao
electroforese en

g
~ 4 : -
Jbter-ce uma proteina de peso molecul

s a
4 - 3. .= .
0 micelio Go caldo de cultura vor neio dz centrifuge~
~ rd ’ \ -~
do ciitao pessivel detecter a drotzina de fus2o na solu-

1-se 1C a 100 nl da solugao com 20 a 230
a

da por centrifugazao, lava-se¢ e retora-se zn
ontendo 3DS (U. Laemuli,
02C sevaram-se os constituin
i

acrilamide contendo 10 a 17 %

Y
(&N

T

QO

e 15 X5, por-
order de grandcza esperada de pesc molecular para a

~ ~ . . 4
de fusac de terndamicstato com pro-insulina. 4 prctelna

reage tanto ccm anticorpos contra tandamistato como

rd
tampem com anticecrpos contra insulina.

il L0 3

Digere-se o vector de expressao pTi2 (DL 37
14 566 al, Ixemplc 4) com a5 e¢nzimas de restrigao ZcoRI e Sstl
e retira-se o fragmento que codifica pera a preo-insul de ma-
caco. Utiliza-se o fragmsntc de 5,65 Xpb para a reacgao de li-
gogao descrita seguidamente

corta~ce

. . < 4 r ~ —
A partir do plasmideoc pKK500 (Zxemplo 1) re-

com as mesmas enzimas de restrig3o um fragmento de ADN

de 285 pb de comprimento, o gual con tém o gene da pro—lnsulina
en

curtado bem como a sequénecia de uermlnagao.

vrimsnto
mento de

A ligacao do fragmento de 5,65 kpb de com-
do plasmideo vTF2 com ¢ fragmento de 285 pb de cowpri-
pKX500 da origem ao plasmideo de expressdo pTF3.

Transfcrmam-se protoplastos de Sterptomyces
TK24 com a mistura de ligagao, obtendc-se clones que

p -
(]
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5'-(GATAAACOGATACAATTAAAGGCT CCTTTTGGAGCCTTTITTTITGGAGATTTTCAACGTGGATC
GCTATTTGGCTATGTTAATTTCOGAGGAAAACCTCGGAAAAAAAAACCT CTAARAGTTGCACCTAG-5"

preparagao de rroteinas de
D

a e b
fusao pcr actoplamento do gene estrutural para a protsina pre-
tendida na extremidade C-terminal do gene ce tendamistato, ex-
~ , i ’ . ‘. \ . N
pressao desta estrutura genica numa celula hnospedeira de um ex-
. . . . R - - ’
trevtomicete e isolamento a partir do sobrenadante da proteina

de Iuzao segregeda, caracterizado por gene estrutural para a
T

ivado <2 proinsulina
20 qual a cadela B se¢ 2nconfra ligada a cadeia 4 por meic Je ur
2ic em ponte, que ccdifica para Lss ou palw Lys-Lys

le agosto de 1989, sob os nts. P 33 37 273.3 e P 39 27 445.7
respectiivanenie.

Lisbou, 2 de Lovembro de 1939
0 AGENTE OFICIAL DA PROPRIEDADE INDCSTRIAL
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