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DESCRIPCION
Un método para producir un polipéptido biolégicamente activo que tiene actividad insulinotropica
Campo de la invencién

La presente invencidon proporciona un sistema para producir un péptido insulinotrépico (por ejemplo, Exendina-4)
clonando y expresando el péptido nativo o una forma modificada por ingenieria genética del péptido en un
microorganismo o microorganismos modificados genéticamente tales como levadura en los que el gen de
aminopeptidasa se altera, para permitir una expresion eficaz de la proteina o el polipéptido de longitud completa.

Antecedentes y técnica anterior de la invencién

Las exendinas son una familia de péptidos que reducen los niveles de glucosa en sangre y tienen alguna similitud de
secuencia (53%) con GLP-1 (Goke et al., 1993 J. Biol. Chem. 268; 19650-19655). Las exendinas se encuentran en
el veneno del Monstruo de Gila (Heloderma suspectum; Raufman 1996 Reg. Peptides, 61; 1-18) y el lagarto
moteado mejicano. La Exendina-4 hallada en el veneno del Monstruo de Gila es de interés particular. El precursor de
Exendina-4 es un polipéptido de 87 aminoacidos que incluye sefial y prosecuencias (Secuencia ID N°: 1). Se
procesa para proporcionar la Exendina-4 de 39 aminoacidos amidada (Secuencia ID N°: 2). La solicitud de patente
internacional PCT publicada WO 98/35033, describe el ADNc que codifica el péptido proexendina, incluyendo
exendina y otros péptidos nuevos, su aislamiento y anticuerpos que reconocen especificamente tales péptidos (Pohl
et al. 1998, J. Biol. Chem. 273; 9778-9784). Se ha mostrado que la Exendina-4 es un fuerte agonista del receptor de
GLP-1 en células de insulinoma de rata aisladas. También tiene una semivida biolégica mayor en comparaciéon con
GLP-1 (Young et al. 1999 Diabetes 48; 1026-1034). Esto puede ser esperado porque el dominio His-Ala de GLP-1
activo (Secuencia ID N°: 3) reconocido por DPP-IV no esta presente en Exendina-4, que tiene la secuencia His-Gly
en su lugar.

La Exendina-4 proporcionada reduce sistémicamente los niveles de glucosa en sangre en 40% en ratones db/db
diabéticos (documento WO 99/07404). La Patente de Estados Unidos 5.424.286 de Eng, describe que una parte
considerable de la secuencia N-terminal es esencial para conservar la actividad insulinotropica.

El numero de restos de aminoacidos en una secuencia peptidica tiene una influencia drastica en los costes de
produccién de péptidos compuestos por quimica sintética de fase sdlida. El coste de fabricar un péptido de 50
unidades es al menos 5 veces mayor que el coste de un péptido de 10 unidades. La sintesis peptidica de fase sélida
también requiere el uso de disolventes corrosivos tales como TFS y acidos fluorhidricos, se requieren varias etapas
sintéticas para producir el péptido y purificaciéon posterior del péptido. Por lo tanto, existe la necesidad de un método
eficaz y rentable para producir grandes cantidades de Exendina-4 biolégicamente activa y otros péptidos
insulinotrépicos.

La expresion de una proteina o un polipéptido recombinante en Pichia u otros microorganismos no siempre da como
resultado la produccidon exitosa de polipéptido de longitud completa. Con frecuencia, el polipéptido/proteina
recombinante heterélogo se somete a escision/degradacion por proteasas de forma intracelular. Dada la estructura
de una proteina y la multiplicidad de proteasas presentes en la célula, la especificidad de la secuencia de
aminoacidos reconocida por o marcada como objetivo por la proteasa es en muchos casos indeterminada y no esta
publicada. Por lo tanto, no es posible que un experto en la materia averiglie qué proteasa seria responsable de la
escision/degradacion de un polipéptido/proteina recombinante especifico. Por ejemplo, se ha indicado que la
expresion de endostatina murina o humana en Pichia condujo a un producto que carecia de lisina C-terminal
(Folkman et al, mayo 1999; 15(7): 563-72). Cuando se alter6 el homologo de Pichia del gen KEX-1 de
Saccharomyces cerevisiae, el hospedador de Pichia secretd endostatina de longitud completa al medio. En otro
estudio se indico que la alteracion de KEX-2, pero no el gen YPS-1, en Pichia permitio la produccion de gelatina de
mamifero, que se escindia en sitios monoargilinicos de la proteina (Werten y de Wolf, Applied and Environmental
Microbiology, mayo de 2005; 71 (5): 231 0-7).

La presente invencion demuestra la prevencion de la escisién proteolitica in vivo de proteinas/polipéptidos que
tengan los aminoacidos HG (His-Gly) en el extremo N-terminal con la alteraciéon del homdlogo del gen STE 13 de
Saccharomyces cerevisiae en Pichia. Muy especificamente se ha mostrado que el problema asociado con la
escision proteolitica de Exendina-4 extendida con Glicina (GlyExendina-4, precursor de Exendina-4 con glicina C-
terminal) se resuelve por alteracién del homdlogo del gen STE 13 de Saccharomyces cerevisiae en Pichia.

El documento WO 1998/01535 describe la produccién de un polipéptido con actividad insulinotropica en levadura
que tiene actividad proteasa reducida, no siendo esa proteasa STE13.

El documento WO 2005/100388 describe la produccion de un polipéptido con actividad insulinotrépica por amidacion
alfa del polipéptido después de la expresion.
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El documento WO 2004/078777 describe la preparacion de polipéptidos protegidos por proteasa por modificacion N-
terminal, en la que dicha modificacion N-terminal es adicion de aminoacidos después de la expresion.

Objetos de la invenciéon

El principal objeto de la presente invencion es producir un polipéptido biolégicamente activo.

Otro objeto principal de la presente invencion es producir un péptido insulinotrépico, Exendina-4.

Otro objeto mas de la presente invencién es desarrollar un método para producir el péptido insulinotrépico.

Otro objeto mas de la presente invencidon es desarrollar un método para expresar un polipéptido de longitud
completa a partir de la célula hospedadora de Pichia.

Otro objeto mas de la presente invencién es desarrollar un método para amidar el péptido insulinotrépico.
Declaracion de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para producir un polipéptido biolégicamente activo que tenga un sitio
de reconocimiento N-terminal His-Gly con actividad insulinotrépica, comprendiendo el método las etapas de: (a)
transformar una célula hospedadora modificada genéticamente que tiene supresion del gen de proteasa STE13, con
un vector polinucleotidico que codifica el polipéptido; y (b) cultivar la célula hospedadora transformada para producir
el polipéptido y (c) alfa-amidar el polipéptido para producir un polipéptido biolégicamente activo; y un método para
producir un polipéptido bioldgicamente activo que tenga un sitio de reconocimiento N-terminal His-Gly con actividad
insulinotropica, comprendiendo el método las etapas de: (a) transformar una Pichia pastoris modificada
genéticamente que tiene supresion del gen de proteasa STE13, con un vector polinucleotidico que codifica el
polipéptido; y (b) cultivar la Pichia pastoris transformada para producir el polipéptido biolégicamente activo.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a un método para producir un polipéptido biolégicamente activo que tenga actividad
insulinotrépica, comprendiendo el método las etapas de:

a. transformar una célula hospedadora modificada genéticamente que tiene supresion del gen de proteasa
STE13, con un vector polinucleotidico que codifica el polipéptido; y
b. cultivar la célula hospedadora transformada para producir el polipéptido; y
c. alfa amidar el polipéptido para producir un polipéptido biolégicamente activo.
En otra realizacion mas de la presente invencion, la célula hospedadora es célula de levadura.
En otra realizacion mas de la presente invencion, la célula de levadura es Pichia pastoris.
En otra realizacion mas de la presente invencion, el gen de proteasa es el gen STE13.

En otra realizacion mas de la presente invencion, el gen de proteasa es dipeptidil peptidasa N-terminal.

En otra realizacién mas de la presente invencién, el método implica cultivar las células transformadas en condiciones
que induzcan la expresion del polipéptido.

La presente invencién también se refiere a un método para producir un polipéptido biolégicamente activo que tenga
un sitio de reconocimiento N-terminal His-Gly con actividad insulinotrépica, comprendiendo el método las etapas de:

a. transformar una Pichia pastoris modificada genéticamente que tenga supresion del gen de proteasa STE13,
con un vector polinucleotidico que codifica el polipéptido; y
b. cultivar la Pichia pastoris transformada para producir el polipéptido biolégicamente activo.

En otra realizacién mas de la presente invencion, el polipéptido es Glyexendina-4 de SEC ID N° 4.

En otra realizacion mas de la presente invencion, la Glyexendina-4 tiene la secuencia polinucleotidica
correspondiente de SEC ID N° 5.

En otra realizacién mas de la presente invencion, el método implica poner en contacto el polipéptido gliexendina-4
con una enzima alfa-amidante C-terminal para producir un polipéptido de exendina-4 alfa-amidado.

En ofra realizacion mas de la presente invencion, el polipéptido de exendina-4 alfa-amidado es
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-NH2.
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Breve descripcion de los dibujados adjuntos
Figura 1 Una construccioén para la expresion de GlyExendina-4 en Pichia pastoris.

Figura 2 Cromatograma de HPLC que muestra dos picos de GlyExendina-4 — N y N-2 (es decir, GlyExendina-
4 escindida en el extremo N-terminal).

Figura 3 Estrategia para la introduccion del sitio de restriccion Ndel en el fragmento del gen STE13 del
genoma de Pichia pastoris por PCR.

Figura 4 Una construccién para alteracion de la copia gendémica del homdlogo de Pichia del gen STE13 de
Saccharomyces cerivisiae.

Figura 5 Analisis de PCR de productos de PCR alterados potenciales amplificados a partir del ADN genémico
de los clones D2, D4, D6, D6, D8, D10, D12 (Carriles 2-7) y GS 115 (Carril 1).

Figura 6 Cromatograma de HPLC que muestra GlyExendina-4 de longitud completa del hospedador de Pichia
pastoris con el gen STE13 alterado.

Figura 7 Cromatograma de HPLC que muestra impurezas N-2 del hospedador de Pichia pastoris con DAP2
alterado.
Figura 8 Analisis de ESI-TOF del sobrenadante de cultivo de Pichia pastoris con alteraciéon del gen STE13,

que muestra la masa de GlyExendina-4.
Figura 9 Mapa triptico de GlyExendina-4.

La presente invencidn proporciona un sistema para preparar péptidos insulinotrépicos mediante expresion eficaz de
genes heterélogos en microorganismos. Este sistema posibilita la produccién recombinante a gran escala de
precursores peptidicos tales como GlyExendina-4. El sistema proporciona un medio para producir grandes
cantidades de péptidos bioldgicamente activos sin recurrir a sintesis peptidica de fase sélida. Los péptidos
producidos usando el sistema de la invencién pueden usarse en la formulaciéon de composiciones farmacéuticas. Los
péptidos y composiciones de los mismos pueden usarse en el tratamiento de diabetes mellitus, reduccion de la
motilidad gastrica, retardo del vaciado géastrico, prevencion de la hiperglucemia y reduccién del apetito y consumo de
alimentos.

Al producir un péptido insulinotrépico por expresion génica heterdloga en un microorganismo, la secuencia
polinucleotidica codificante del péptido, preferentemente como parte de un vector, se usa para transformar un
microorganismo. La expresion del gen que codifica el péptido insulinotrépico se controla por un promotor (por
ejemplo, un promotor inducible o un promotor constitutivo). Preferentemente, el promotor es un promotor fuerte, mas
preferentemente un promotor fuerte inducible, que posibilita la produccién de grandes cantidades del péptido
insulinotrépico. Las células transformadas con el gen pueden ser flngicas (por ejemplo, levadura (por ejemplo,
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris)). Para expresion en Pichia pastoris, el promotor usado para dirigir la
expresion del gen es preferentemente el promotor AUG1, el promotor GAP (un promotor constitutivo fuerte) o el
promotor AOX7 o AOX2 (un promotor inducible fuerte); y el vector puede derivar de un vector conocido o disponible
en el mercado tal como pPIC, pPIC3K, pPIC9K, o pHIL-D. Para expresion en S. cerevisiae, el promotor usado puede
ser el promotor CUPI, el promotor ADH, el promotor TEF1, o el promotor GAL. La secuencia polinucleotidica que
codifica el péptido insulinotropico que se expresa puede optimizarse para expresion en el organismo particular (por
ejemplo, el uso codoénico puede optimizarse para su uso en el microorganismo hospedador). La secuencia
polinucleotidica puede incluir opcionalmente secuencias lider, secuencias sefial, secuencias pre/pro-peptidicas,
marcadores para procesamiento, marcadores para deteccion o purificacion, péptidos de fusion, etc. En ciertas
realizaciones, el gen codifica un péptido sefal. El péptido sefial puede dirigir el procesamiento o la secrecién del
péptido. En ciertas realizaciones, el péptido sefial es el péptido sefial de Exendina-4 o el péptido sefial de factor mat
alfa. En ciertas realizaciones, el gen codifica un propéptido, y el propéptido incluye el propéptido de Exendina-4
nativo o el propéptido del factor Mat alfa (véase documento WO 98/35033; et al., J. Biol. Chem. 273: 9778-9784,
1998).

Las células hospedadoras transformadas se seleccionan con respecto a la presencia del vector (por ejemplo,
resistencia a antibiéticos, capacidad para crecer en medios que no contienen un nutriente particular) y/o expresion
del gen exogeno que codifica el péptido insulinotrépico. Las células seleccionadas se cultivan después en
condiciones adecuadas para la expresion del gen que codifica el péptido. En ciertas realizaciones, el medio en el
que las células se cultivan incluye un agente, tal como metanol, que induce la expresion del gen que codifica el
péptido. En otras realizaciones, cuando se usa un promotor constitutivo, no es necesario un agente para inducir la
expresion del gen exdgeno. La célula hospedadora transformada produce el péptido. Preferentemente, el péptido se
procesa de forma apropiada por la célula hospedadora. Es decir, el péptido se pliega de forma apropiada y se
modifica postraduccionalmente. En ciertas realizaciones, el péptido se secreta al medio de crecimiento. El péptido
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producido de forma recombinante se aisla y purifica después de las células hospedadoras o del medio, si el péptido
se ha secretado. El péptido purificado puede modificarse adicionalmente de forma quimica o enzimatica (por
ejemplo, alfa amidacién, escision).

En un aspecto, se produce el péptido insulinotropico GlyExendina-4. La GlyExendina-4 en Pichia pastoris implica
preparar la construccion de expresion que comprende una secuencia sefial, un pro-péptido, un pre-péptido y/o un
marcador, que se sigue de la secuencia de GlyExendina-4 de 40 aminoacidos en tandem. En ciertas realizaciones,
la secuencia sefial comprende la secuencia sefial de Exendina-4 nativo de 23 aminoacidos o una secuencia sefial
de factor alfa de 19 aminoacidos. El propéptido comprende el propéptido de GlyExendina-4 nativo de 24
aminoacidos o un propéptido de 66 aminoacidos del factor alfa. El marcador puede ayudar en el procesamiento del
péptido (Kjeldsen et al. Biotechnol. Appl. Biochem. 29: 79-86, 1999). En ciertas realizaciones, el marcador es una
secuencia de aminoacidos cargada tal como el espaciador EAEA descrito en el Ejemplo 6. Se prepara una
secuencia de nucleétidos con codones optimizados para Pichia que codifica GlyExendina-4 opcionalmente con un
péptido sefial o propéptido. La secuencia de nucléotidos sintética se clona después en un vector apropiado que
porta un gen marcador seleccionable, tal como pPIC, pPIC3K, pPIC9K o pHIL-D. El vector se usa para transformar
células de Pichia pastoris, y se seleccionan células transformadas que portan el vector. El clon seleccionado se
fermenta en una escala suficientemente grande para producir la cantidad deseada de péptido de GlyExendina-4. El
péptido de GlyExendina-4 producido de este modo en el caldo no necesita etapas de procesamientos adicionales
para hacerlo un péptido completamente funcional a diferencia del producido en el sistema bacteriano (documento EP
978565 Ohsuye et al. Suntory limited). El péptido se purifica del medio usando técnicas de purificacién de proteinas
conocidas en este campo. El péptido de GlyExendina-4 preferentemente no se glicosila por las células
hospedadoras de Pichia. La falta de glicosilaciéon también es una ventaja porque la GlyExendina-4 es
completamente funcional y conduce a un proceso de purificacion mas sencillo y mas facil y da como resultado
rendimientos mejorados del péptido. El péptido de GlyExendina-4 purificado puede modificarse adicionalmente de
forma quimica o enzimatica (por ejemplo, alfa amidacion C-terminal). El péptido de Exendina-4 puede usarse en
composiciones farmacéuticas para administracion a un sujeto (por ejemplo, seres humanos).

Se encontré un problema durante la produccion del polipéptido de GlyExendina-4 en Pichia pastoris. Se descubrio
que el polipéptido secretado era una mezcla de molécula de longitud completa y una cortada en el extremo N-
terminal, sin los dos primeros aminoacidos, HG. La producciéon de Exendina de longitud completa pudo aumentarse
suprimiendo el homologo de Pichia pastoris del gen STE13 de Saccharomyces cerevisiae, que codifica una dipeptidil
peptidasa. Este estudio también indicé por primera vez un nuevo sitio de reconocimiento para el homaélogo de Pichia
de STE13; también escinde después de la secuencia dipeptidica N-terminal “HG”.

Definiciones

“Péptido” o “proteina”. De acuerdo con la presente invencion, un “péptido” o una “proteina” comprende una serie de
al menos tres aminoacidos ligados entre si por enlaces peptidicos. Los términos “proteina” y “péptido” pueden
usarse de forma intercambiable. Los péptidos de la invencion preferentemente contienen solamente aminoacidos
naturales, aunque pueden emplearse como alternativa aminoacidos no naturales (es decir, compuestos que no
aparecen en la naturaleza pero que pueden incorporarse en una cadena polipeptidica) y/o analogos de aminoacidos
como se conocen en la técnica. Ademas, puede modificarse uno o mas de los aminoacidos en un péptido de la
invencion, por ejemplo, mediante la adicién de una entidad quimica tal como un grupo carbohidrato, un grupo
fosfato, un grupo farnesilo, un grupo isofarnesilo, un grupo de acido graso, un enlazador para conjugacion,
funcionalizacién u otro modificacion (por ejemplo, amidacion alfa), etc. En una realizacion preferida, las
modificaciones de péptido conducen a un péptido mas estable (por ejemplo, mayor semivida in vivo). Estas
modificaciones pueden incluir ciclacion del péptido, la incorporacion de aminoacidos D, etc. Ninguna de las
modificaciones deberia interferir sustancialmente con la actividad biolégica deseada del péptido. En ciertas
realizaciones, las modificaciones de péptido conducen a un péptido biolégicamente mas activo.

“Transformacién”: El término “transformacién” como se usa en este documento se refiere a introducir un vector que
comprende una secuencia de &cido nucleico en una célula hospedadora. El vector puede integrarse a si mismo o
una parte de si mismo en el cromosoma de las células, o el vector puede existir como un vector extracromosémico
autoreplicante. Se considera que la integraciéon en algunas realizaciones es ventajosa porque es mas probable que
el acido nucleico se mantenga de forma estable en la célula hospedadora. En otras realizaciones, se desea un
vector extracromosomico porque cada célula hospedadora puede contener multiples copias del vector.

La presente invencién proporciona un sistema para producir de forma recombinante péptidos insulinotrépicos y es
particularmente util para preparar grandes cantidades de péptidos biolégicamente activos para su uso en
composiciones farmacéuticas o para fines de investigacion. La invencion proporciona métodos para preparar el
polinucleétido y células recombinantes para producir el péptido asi como método para producir de forma
recombinante el péptido en si mismo. La invencion también incluye secuencias polinucleotidicas, vectores y células
Utiles en la practica de los métodos de la invencion, y composiciones y métodos farmacéuticos para usar los
péptidos producidos de forma recombinante.
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Como se ha descrito anteriormente, la expresién recombinante de un péptido insulinotrépico en un microorganismo
hospedador implica preparar un polinucleétido con la secuencia que codifica el péptido, introducir esta secuencia en
un vector, transformar células del microorganismo con el vector y seleccionar células con el vector. Estas células
seleccionadas se cultivan después en condiciones adecuadas para producir el péptido insulinotrépico, que se
purifica de las células o del medio en el que se cultivan las células. El péptido purificado se usa después en
composiciones farmacéuticas para tratar enfermedades tales como diabetes u obesidad.

Después de que el péptido se haya recogido de la fermentacién, el péptido se purifica. El péptido puede purificarse
de las células o, si el péptido se secreta, el péptido puede purificarse del medio. Si el péptido se purifica de las
células, las células se lisan y el péptido se purifica del lisado celular. El péptido puede purificarse usando cualquier
método conocido en la técnica incluyendo precipitacion con sulfato de amonio, cromatografia en columna (por
ejemplo, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia por exclusién de tamario, cromatografia de afinidad),
FPLC, HPLC (por ejemplo, fase inversa, fase normal), etc. El péptido se purifica al nivel de pureza deseado. En
ciertas realizaciones, el péptido final es mas del 90% puro, 95% puro, 98% puro o0 99% puro, preferentemente mas
del 98% puro.

El péptido purificado puede usarse tal cual, o el péptido puede modificarse adicionalmente. En ciertas realizaciones,
el péptido se trata con una proteasa para escindir el péptido. En otras realizaciones, el péptido esta fosforilado. En
otras realizaciones mas, el péptido esta glicosilado. El péptido puede estar alfa-amidado. Pueden realizarse otras
modificaciones en el péptido. El péptido puede modificarse quimica o enzimaticamente.

Produccién de GlyExendina-4 en Pichia pastoris

La produccion de GlyExendina-4 recombinante en Pichia pastoris implica preparar la construccion de expresion que
comprende una secuencia sefial, un propéptido opcional o un marcador que se sigue de la secuencia de
GlyExendina-4 de 40 aminoacidos en tdndem. La secuencia sefial comprende la secuencia sefial de Exendina-4
nativa de 23 aminoacidos o la secuencia sefial de factor alfa de 19 aminoacidos. El propéptido comprende
propéptido de Exendina-4 nativo de 24 aminoacidos o un propéptido de 66 aminoacidos de factor alfa.

Se obtiene por ingenieria genética una secuencia codificante (CDS) sintética de GlyExendina-4 con codones
optimizados para Pichia, y se preparan oligonucleétidos solapantes de la secuencia. Los oligonucleétidos se
fosforilan, hibridan y ligan. Se realiza una PCR para amplificar la CDS, que se clona en los sitios de restriccion de un
vector apropiado que porta un gen marcador seleccionable. El vector se selecciona de pPIC, pPIC3K, pPIC9K o
pHIL-D. Estos vectores incluyen el promotor AOX para dirigir la expresion del gen de GlyExendina-4. El vector que
porta el ADNc de GlyExendina-4 sintético se usa para transformar células de Pichia pastoris, y las células
transformadas se siembran en medio minimo.

Las células de Pichia transformadas se siembran en medio que contiene un agente de selecciéon para identificar
integrantes de multiples copias y se seleccionan los clones positivos. Se realiza fermentacién con los clones
positivos y el péptido de GlyExendina-4 se purifica de sobrenadante sin células de Pichia usando una combinacién
de técnicas cromatograficas que incluyen intercambio i6nico, cromatografia hidréfoba, de filtraciéon en gel y/o
afinidad. En ciertas realizaciones, el péptido de GlyExendina-4 producido por las células de Pichia es un producto
completamente no glicosilado.

Se observé durante la expresion de GlyExendina-4 que algunos productos de su degradacién aparecian como
impurezas. Se determiné por analisis de espectrometria de masas que estas impurezas era formas de GlyExendina-
4 cortadas en el extremo N-terminal en 2, 6 u 8 aminoacidos. La proporcién de (N-2) GlyExendina-4 y GlyExendina-4
de longitud completa fue de aproximadamente 1:1. Las otras formas se encontraron en cantidades muchos menores
y se acumularon a medida que avanzo la fermentacion. Este problema se resolvié por alteraciéon del gen que codifica
el homologo de STE13 de Saccharomyces cerevisiae en Pichia.

Purificacion y Modificacion de GlyExendina-4

El péptido o conjugado peptidico recombinante que tiene la secuencia polipeptidica de GlyExendina-4 se aisla y
purifica del medio de cultivo separando el medio de las células hospedadoras, o si el péptido se produce en la célula,
separando los residuos celulares después de la lisis celular. El péptido se precipita después usando sal o disolvente
y se somete a una diversidad de procedimientos cromatograficos como cromatografia de intercambio idnico,
cromatografia de interaccion hidrofoba, cromatografia de afinidad y/o cristalizacion.

El péptido de GlyExendina-4 tiene 40 aminoacidos. Opcionalmente, el 39° aminoacido, serina, esta amidado. El
péptido de 40 aminoacidos se amida in vitro para producir un péptido de GlyExendina-4 de 39 aminoacidos con el
aminoacido C-terminal amidado, es decir se retira la glicina C terminal y se amida la penultima serina. En ciertas
realizaciones, la amidacién se consigue usando una enzima alfa amidante C-terminal.

La actividad bioldégica de GlyExendina-4 y la versién amidada de 39 aminoacidos se determina por su capacidad
para inducir la secrecion de insulina en una linea celular de insulinoma de rata.
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La tecnologia de la presente solicitud se elaboré adicionalmente con la ayuda de los siguientes ejemplos. Sin
embargo, estos ejemplos no deberian interpretarse como limitantes del alcance de la invencion.

Ejemplo 1: Sintesis de CDS de GlyExendina con codones optimizados

Se sintetiz6 una secuencia de nucledtidos con codones optimizados que codificaba GlyExendina-4 (Secuencia ID N°:
5) por reaccidon en cadena la polimerasa (PCR) usando oligonucleétidos solapantes. Se sintetizaron diez
oligonucleétidos para abarcar el gen de GlyExendina-4 a lo largo de ambas cadenas que tenian una regién
solapante de 14 pb con los cebadores sucesivos. Los oligonucleétidos solapantes se fosforilaron en una mezcla de
reaccion que contenia tampén PNK 10x, polinucleétido quinasa T4 y dATP. Se hibridaron cantidades equimolares de
oligonucledtidos fosforilados y después se ligaron usando ADN ligasa T4.

La mezcla de ligacion se us6 como un molde para amplificacion de la CDS de GlyExendina-4 por RCR usando los
oligonucleédtidos 5 CTC GAG AAA AGA CAT GGA GAA GGA ACA TTT ACA TC-3' (Secuencia ID N°: 6) (cebador
directo) y 5-GAA TTC TTA TCC AGA TGG TGG-3’ (Secuencia ID N°: 7) (cebador inverso). La reaccion de PCR se
realizé de acuerdo con protocolos convencionales, y se realizé amplificacién en un volumen final de 50 ni usando
Turbo polimerasa Pfu (Stratagene). Las condiciones de amplificaciéon incluyeron una desnaturalizacion inicial de 4
minutos a 94 °C durante un ciclo, seguido de 30 ciclos (desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos; hibridacion a
60 °C durante 30 segundos; extension a 72 °C durante 60 segundos) y una extension final durante 10 minutos para
un ciclo en un Termociclador Perkin-Elmer.

Ejemplo 2: Clonacion de CDS de GlyExendina con codones optimizados en vector de secuenciacion.

El fragmento de PCR de 140 pb obtenido después de amplificacion se clond en el vector pTZ57RT/A usando un kit
de clonaciéon TA (Fermentas), en una mezcla de reaccién que contiene 3 ni del vector, 2 ni de tampdn de PCR
PEG4000 y un 1 mi de ADN ligasa T4. Se transformaron células competentes DH5a y se exploraron clones positivos
que contenian el fragmento del gen de GlyExendina-4 mediante digestion de restriccion. Uno de los clones positivos
se secuencio en ambas hebras.

Ejemplo 3: Subclonacion de CDS de GlyExendina en un vector de expresion

El fragmento de GlyExendina-4 del clon TA (véase Ejemplo 2) se escindié usando EcoRI y XHol y se subcloné en
los mismos sitios del vector de expresién de Pichia pastoris pPICIK (Invitrogen, San Diego, CA). Esto situd la
secuencia de nucleétidos de GlyExendina-4 en fase con el péptido sefial de Mat alfa de Saccharomyces cerevisiae y
bajo el control del promotor de alcohol oxidasa (AOX7) inducible por metanol (Figura 1). El vector de expresion se
uso para transformar Pichia pastoris por electroporacion como se describe en el manual de Invitrogen.

Ejemplo 4: Expresion de GlyExendina-4 en hospedador de Pichia pastoris

Transformacion

El plasmido de expresion que tiene el inserto de nucledtidos con codones optimizados para Pichia se introdujo en la
cepa GS 115 de Pichia pastoris (his4, Mut") por electroporacién como se describe en el manual de Invitrogen. Las
condiciones usadas para electroporacion fueron tensién de carga de 1,5 kV, capacitancia de 25 nF y resistencia de

200 W. Las células transformadas se sembraron en placas con medio minimo (YNDB) sin histidina y se incubaron a
30 °C durante 3 dias.

Exploracién con respecto a integrantes de multiples copias

Se seleccionaron colonias individuales de transformantes y se cultivaron en placas de microtitulacién que contenian
YPD (extracto de levadura 1%, Bacto-Peptona 2%, dextrosa 2%) a 30 °C durante una noche. Los cultivos pre-
cultivados se sembraron en réplicas en placas de agar YPD con Geneticina (2 mg/ml) y se incubaron a 30 °C. Los
clones que crecian en la placa de YPD-Geneticina (2 mg/ml) se seleccionaron para llevar a cabo estudios de
expresion.

Induccién a pequenia escala de GlyExendina-4

Se indujo expresién de GlyExendina-4 usando el siguiente protocolo:

Inocular cultivo que ha crecido en placas de agar (YEPD) en medio YNBG (Glicerol de Base de Nitrogeno de
Levadura) — 50 ml en matraz de 250 ml.

Composicion de YNBG (para 100 ml)
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Base de Nitrogeno de Levadura (YNB) sin aminoacidos: 1,34 g en 90 ml
Glicerol: 20% 10 ml

Cultivo durante una noche en medio YNBG. Transferencia a BYYG (50 ml en 250 ml) de modo que la DO de partida
sea 0,3.

Composicién de BYYG (para 100 ml)

Bactopeptona 19
Extracto de levadura 129

YNB sin aa 11,3449
Glicerol :20% 10 ml
KH2P041 M, pH 6 10 ml

Cultivar durante 2 dias. Centrifugar, pesar el sedimento y resuspender en medio de induccién (BYYM) 3 g de
sedimento en 6 ml de medio y transferir a matraz de 100 ml.

Composiciéon del medio de induccion (para 100 ml)

Bactopeptona 19
Extracto de levadura 129
YNB sin aa 11,349
Metanol :3ml
KH2P041 M, pH 6 10 ml

Introducir metanol y nitrégeno cada dia (durante 2 dias consecutivos) y recoger el tercer dia.

Nitrégeno: 120 m de 5X YP (0,1X YP)
Metanol: 180 ni de metanol 100% (3%)

Composicion de 5X YP (para 50 ml)

Extracto de levadura: 2,5 g
Bactopeptona: 5 g

Las células inducidas se sedimentaron por centrifugacion y el sobrenadante sin células se analizé con respecto a
GlyExendina-4 por electroforesis en gel de tricina y HPLC. Aunque se observé una Unica banda del tamafio
esperado en el gel, pudieron observarse dos picos de GlyExendina-4 con HPLC (Figura 2). Estos dos picos se
analizaron por andlisis de masas y se descubrié que correspondian a las formas de longitud completa y corte N
terminal (con los aminoacidos N-terminales HG ausentes; (N-2)) de GlyExendina-4.

Ejemplo 5: Clonacion de GlyExendina-4 en Pichia pastoris usando un secuencia espaciadora

La secuencia de nucledtidos con codones optimizados que codifica GlyExendina-4 se clona en tdandem con una
secuencia espaciadora que codifica EAEA en su extremo N-terminal en un vector de Pichia pastoris pPICOK. El
vector de expresion que portaba el inserto se usoé para transformar Pichia pastoris. Tras la expresion del polipéptido
se escinde el Mat-a que termina con Lys-Arg del péptido mediante la accion de proteasa KEX2 mientras que el
péptido espaciador se escinde por una proteasa STE13 permitiendo la liberacion de GlyExendina-4. El analisis de
GlyExendina-4 expresada usando esta construcciéon no ayuddé a eliminar o reducir la proporcion de (N-2)
GlyExendina-4.

Ejemplo 6: Alteracion del homélogo de Pichia del gen STE13 de Saccharomyces cerevisiae en clon de Pichia
pastoris que produce GlyExendina-4

La retirada de dos aminoacidos del extremo N-terminal de GlyExendina-4 sugiri6 la actividad de una dipeptidil
peptidasa. Se llevaron a cabo homologos de Pichia de dos dipeptidil peptidasas DAP2 y STE13 en un intento de
eliminar la impureza de (N-2).

El homdlogo del gen de dipeptidil peptidasa (STE13) de Saccharomyces cerevisiae, se alteré en Pichia pastoris por
inactivacion de insercién. Se identifico un homologo de Pichia pastoris potencial del gen STE13 (que codifica una
dipeptidil peptidasa de trans-golgi) de Saccharomyces cerevisiae usando BLASTP. El Prof. James Cregg
proporcioné la secuencia de nucledtidos de STE13 de Pichia. Se selecciond una region de ~450 pb que se esperaba
que alterara el dominio catalitico de la enzima y se amplificé por PCR a partir del ADN gendémico de la cepa de
Pichia pastoris GS115. El fragmento se clond después en un vector adecuado, se linealizdé dentro de la region de
homologia y se transformé en la cepa de Pichia que produce GlyExendina-4 para conseguir alteracion. Se realizd
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seleccién en placas de sorbitol YEPD/IM que contenian Zeocina 100 ng/ml. Se inocularon aproximadamente 900 de
estos transformantes en YEPD en placas de 96 pocillos. Después de cultivo de una noche éstos se replicaron en
placas de YEPD y se exploraron con respecto a la ausencia de STE13 por medio de un ensayo de placas. Se
exploraron alteraciones potenciales identificadas por el ensayo mediante PCR para comprobar si el locus estaba
alterado. El clon que se confirmé que tenia el locus STE13 alterado se tomo para analisis adicional.

Construccién de vector de alteracién de STE13

La secuencia codificante de CDS de STE13 y el fragmento seleccionado para proporcionar la homologia para
direccion se han proporcionado en la Secuencia ID N° 8: El fragmento de STE13 se ensambl6 en dos etapas de
PCR (Figura 3). La primera etapa de PCR se realizd con Taq polimerasa (Bangalore Genei, India) usando los
siguientes pares de cebadores: IISTEFP1/IISTERP1 (PCR1; Secuencia ID N°: 9, 10) e ISTEFP2/ISTERP2 (PCRZ2;
Secuencia ID N°: 11, 12). Parametros de ciclacién en PCR: Desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 4 min seguida
de 30 ciclos de desnaturalizaciéon a 94 °C durante 30 s, hibridacién a 60 °C durante 30 s y extension a 72 °C durante
30 s; la extension final se realizd a 72 °C durante 10 min. Se us6 el ADN gendémico de GS115 como el molde para
esta PCR. Los cebadores incorporaron un sitio de restriccion (Ndel) aproximadamente en el centro del fragmento.
Esto proporciond un sitio de restriccion para linealizar la construccion dentro la region homologa. La segunda etapa
de PCR fue una PCR solapante realizada usando XT Taq polimerasa (Bangalore Genei, India) con los dos
fragmentos amplificados como molde para generar el fragmento de 450 pb. Cebadores usados para PCR solapante:
IISTEFP1/IISTERP2. Parametros de ciclacion de PCR: Igual que PCR1, pero modificados para incluir 3 ciclos de
desnaturalizaciéon a 94 °C durante 45 s, hibridacion a 37 °C durante 45 s y extensién a 72 °C durante 30 s, después
de la etapa de desnaturalizacion inicial para facilitar el solapamiento. También se introdujeron sitios de restriccion en
los extremos 5’ y 3’ de los fragmentos para facilitar la clonacion. El fragmento de 450 pb se cloné en primer lugar en
el vector pTZ57R-TA (Fermentas, Canada) y su identidad se confirmé por secuenciacién. Se subcloné después en
pPICZA (Invitrogen, Estados Unidos) en los sitios BamHI//Bglll para obtener Stefrg/pPICZA (Figura 4). Después de
linealizacion de Stefrg/pPICZA por Ndel, la construccion se usé para transformar la cepa de Pichia pastoris que
produce GlyExendina-4 por electroporacion (Método descrito anteriormente en el Ejemplo 4).

Ensayo de Placas

El ensayo se ha descrito previamente para Saccharomyces cerevisiae (Rendueles y Wolf, (1987) J. Bacteriol.,
169(9): 4041-4048). Brevemente, las colonias se lisaron primero inundando las placas con cloroformo. Después de
que el cloroformo se hubo evaporado completamente, se vertié6 una mezcla del sustrato, Ala-Pro-4MbNA y Fast
garnet GBC en agar Tris 1% para formar una capa. Esta se incubé a temperatura ambiente durante
aproximadamente 10-15 minutos. Las colonias que no se tefiian de rojo se seleccionaron como alteradas para
STE13. Se incluyé GS115 con STE13 intacto como un control para comprobar el progreso de la tincion.

Anélisis de PCR

Se aisl6 ADN gendmico de los transformantes que se seleccionaron como positivos en el ensayo de placas y la
alteracion del locus STE13 se confirmd por PCR. Se disefié un cebador directo cadena arriba de la regiéon de
homologia y un cebador inverso de la secuencia del vector de modo que se observara una amplificacién de ~800 pb
en la alterada. El locus no alterado no deberia mostrar ninguna amplificacion. De los positivos obtenidos por analisis
de PCR (Figura 5), el clon D2 se tomé para analisis adicional.

El clon D2 se indujo con metanol (Método como se ha descrito en el Ejemplo 4) y la GlyExendina-4 expresada
cuando se comprobo por HPLC y LCMS no estaba cortada en el extremo N-terminal. Esto mostré claramente que la
actividad dipeptidil peptidasa de STE13 era responsable del corte N-terminal de GlyExendina-4 (Figura 6).

Se llevé a cabo alteracion del homologo de Pichia del gen de dipeptidil peptidasa de Saccharomyces cerevisiae
DAP2 en el clon de Pichia que expresaba GlyExendina-4 de una manera similar (datos no mostrados). Este continué
mostrando impureza de (N-2) lo que indica que no era responsable de la generacion de esta impureza (véase Figura
7).

Ejemplo 7: Fermentacion de Pichia pastoris para expresion de GlyExendina-4

Se inocularon células de Pichia recién descongeladas de un vial almacenado a -70 °C en 50 ml de medio de cultivo
(extracto de levadura 1%, peptona 2%, tampon de fosfato 1M 10% de pH 6,0, base de nitrégeno de levadura 0,67%
y glicerol 0,1%) y se cultivé a 28-32 °C y 220-260 rpm. Las células sembradas se cultivan en un fermentador de 2 |
que contiene un litro de medio de fermentaciéon consistente en glicerol 4%, sulfato calcico 0,01%, sulfato potasico
2%, sulfato magnésico 1,4% e hidréxido potasico 0,4%. Se realizaron experimentos de fermentador con el medio
anterior a diferentes temperaturas que variaban de 20 °C a 30 °C, pH 5,0, tasa de aireacién 0,5-2,0 vwvm. La
velocidad de agitacion se aumenté gradualmente de 350 a 1200 rpm para mantener el nivel de oxigeno disuelto por
encima del 30%. La biomasa se acumulé hasta 300 g/l por introduccién de glicerol al 50%. De forma aséptica se
recogio 1 | de caldo de cultivo y se repartieron 50 ml de caldo de cultivo en cada uno de doce matraces de 250 ml.
Todos los matraces se incubaron a diferentes temperaturas que variaban de 20 °C a 30 °C de 220 a 260 rpm. Se
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afiadieron 100 mi de metanol cada dia y después de cinco dias se realizé analisis con respecto a expresion de
GlyExendina-4.

Se tomaron muestras cada 24 horas después de la introduccion de metanol y se determinaron los niveles de
GlyExendina-4 usando HPLC. A continuaciéon se proporcionan las producciones de GlyExendina-4 obtenidas
después de 5 dias de fermentacion a diferentes temperaturas de cultivo.

Tabla 1
Temperatura de cultivo (°C) | Produccién de GlyExendina-4 (g/l)
20 0,0443
22 0,0467
24 0,0567
26 0,0867
28 0,0905
30 0,0685

Ejemplo 8: Fermentacion de Pichia recombinante para produccion de GlyExendina-4

Se inocularon células Pichia recién descongeladas de un vial almacenado a -70 °C en 50 ml de medio de cultivo
(extracto de levadura 1%, peptona 2%, tampon fosfato 1 M (pH 6,0) 10%, base de nitrégeno de levadura 0,67% y
glicerol 0,1%) a 28-32 °C y 220-260 rpm. Las células sembradas se cultivan en un fermentador de 2 | que contiene
un litro de medio de fermentacioén (glicerol 3,5%, sulfato calcico 0,01%, sulfato potasico 1%, sulfato magnésico 1%,
hidréoxido potasico 0,25%). Se realizaron experimentos de fermentador con el medio anterior a diferentes
temperaturas que variaban de 20 °C a 30 °C, pH 5,0, tasa de aireacién 0,5-2,0 vvm. La velocidad de agitacion se
aumentd gradualmente de 350 a 1200 rpm para mantener el nivel de oxigeno disuelto por encima del 30%. La
biomasa se acumulé hasta 285 g/l por introduccién de glicerol al 50%, y después se llevd a cabo introduccion de
metanol.

Se tomaron muestras cada 24 horas después de la introduccion de metanol y se determinaron los niveles de
GlyExendina-4 usando HPLC. Se proporcionan a continuacién las producciones de GlyExendina-4 después de 5
dias de fermentacion a diferentes temperaturas de crecimiento.

Tabla 2
Temperatura de cultivo (°C) | Produccién de GlyExendina-4 (g/l)
20 0,23
22 0,37
24 0,67
26 0,72
28 0,75
30 0,67

Ejemplo 9: Caracterizacion de GlyExendina-4 expresada en Pichia
Se purifico GlyExendina-4 del sobrenadante sin células después de la fermentacion usando técnicas
cromatograficas convencionales. El péptido purificado tuvo una masa de 4,2 kDa como se caracterizé por ESI-TOF
(Figura 8) que se corresponde con GlyExendina-3 de longitud completa, lo que indica fuertemente la ausencia de
especies glicosiladas y cortadas en el extremo N-terminal. La secuenciacion N-terminal (Secuencia ID N°: 13)
confirmo adicionalmente la ausencia de degradacion N-terminal. La secuencia del péptido expresado se confirmé
por digestion triptica (Figura 9) seguido de secuenciacion de los fragmentos individuales (Secuencias ID N°: 14-17).
Esto confirmé adicionalmente la ausencia de especies glicosiladas.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110>XXX

<120> Produccién de péptidos insulinotrépicos

<130> 2001568-0040

<140> Aun no asignado
<141> 11-11-1950

<160> 13

<170> Patentln version 3.2
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<210> 1

<211>87

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<223> Secuencia de aminoacidos del precursor de Exendina-4

<400> 1
Met Lys ile lfe Leu Trp Leu Cys Val Phe Gly Leu Phe Leu Ala Thr
1 5 10 15
Leu Phe Pro Ile Ser Trp Gin Met Pro Val Glu Ser Gly Leu Ser Ser
20 25 30
Glu Asp Ser Ala Ser Ser Glu Ser Phe Ala Ser Lys lle Lys Arg His
35 40 45
Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gin Met Glu Glu Glu
0 .55 : 60
Als Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser Ser
65 70 75 80
Gly Ala Pro Pro Pro Ser Gly
85
<210>2
<211>39
<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<223> Secuencia de aminoacidos de Exendina-4

<400> 2
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys GIn Met Glu Glu
} 5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe lle Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser -NHa
35
<210>3
<211>31
<212> PRT

<213> Homo sapiens

1"
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<223> Secuencia de aminoacidos de GLP-1 activo (7-37)

<400> 3
His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 13
Glin Ala Ala Lys Giu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
+ 20 25 _ 30
<210>4
<211> 40
<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<223> Secuencia de aminoacidos de GlyExendina-4

<400> 4
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
l .5 10 15
Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30
Ser Gy Ala Pro Pro Pro Ser Gly
35 40
<210>5
<211> 141
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de nucleétido que codifica Exendina - 4, optimizada para la expresion en Pichia pastoris.
<400> 5
ctcgagaaaa gacalggaga aggaacattt acatctgatt tgtctaaaca aatggaagaa 60
gaagcigtia gattgtitat tgaatgettg aaaaacggag gaccalcettc tggagetcca 120
ccaccatelg gataagaatic - - 141
<210>6
<211>35
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Cebador de PCR (directo) para la amplificacion de CDS de Exendina-4
<400> 6
ctcgagaaaa gacatggaga aggaacattt acatc 35

12
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<210>7

<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR (inverso) para la amplificacion de CDS de Exendina-4

<400> 7
gaattcttat ccagatggtg g 21

<210>8

<211> 2553

<212> ADN

<213> Pichia pastoris

<223> Secuencia de nucledtidos de CDS de STE13. La secuencia de direccion se indica en negrita.

<400> 8

13
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BTGACATCTCGGACAGCTGAGAACCCGTTCGATATAGAGCTTCAAGAGAATCTAAGTCCACQTTCTTCCA
ATTCGTCCATATTGGAAAACATT&ATGAGTATGCTAGAAGACATCGCAATGATTCGCTTTCCCAAGA&TG
TGATAATGAAGATGAGAACGARAATCTCARTTATACTGATRACTTGGCCAAGTTTTCARAGTCTGGAGTA
TCARGARAGAGCTGTATGCTARATATTTGGTATTTGCT T TGTTATCTGGCTGTTTCTCTTTGCCTTGTATG
CGAGGGACAATCGATTTTCCAATTTGAACGAGTACGTTCCAGATTCARACAGCCACGGARCTGCTTCTGC
CACCACGTCTATCGTTGAACCAAAACAGACTGAATTACCTGAARGCAARGATTCTAACRCTGATTATCAR
ARAGGAGCTAAAT TGAGCCTTAGCGGCTGGAGATCAGGTCTGTACAATGTCTATCCARRACTGATCTCTC
GTGGTGAAGATGACATATACTATGAACACRGTTTTCATCGTATAGATGAARAGAGGATTACAGACTCTCA
ACACGGTCGAACTGTATTTAACTATGAGAAAATTGAAGTAAATGGAATCACGTRTACAGTGTCATTTGTC
ACCATTTCTCCTTACGATTCTGCCARATTCTTAGTCGCATGCGACTATGAMAARRCACTGGAGRCATTCTA
CGTTTGCAARATATTTCATATATGATARGGARAGCGACCARGAGGATAGCTTTGTACCTGTCTACGATGA
CAA@GCATTGAGCTTCGTTGAATGGTCGCCCTCAGGTGATCATGTAGTATTCGTTTTTGAAAACAATGTA
TACCTCAAACAACTCTCARCTTTAGAGGT TAAGCAGGTAARCTTTTGATGCTGATGAGAGTATTTACAATG
GTAAGCCTGACTGGATCTATGARGAGGAAGTTTTARGTAGCGRCAGAGCCATATGGTGGAATGACGATGG
AfCGTACTTTACGTTCTTGAGACTTGATGACAGCAATGTCCCAACCTTCAACTTGCAGCATTTTTTTGAA
GAAACAGGCTCTGTGTCGARATATCCGGTCATTGATCGATTGAABTATCCAAAACCAGGATTTGACAACC
CCCTGETTTCTTTGTTTAGT TACARCGT TGCCAAGCARRAGTTAGARAAGCTAAATATTGGAGCAGCAGT
TTCTTTGGGAGARGRCTTCGTGCTTTACAGT TTARAATGGATAGACAATTCT T TT TTCTTGTCGAAGTTC
ACAGACCGCACTTCGAAAANRARTGGAAGTTACTCTAGTGGACAT TGAAGCCAATTCTGCTTCGGTGGTGA
GRARACATGATGCAACTGAGTATAACGGCTGGTTCACTGGAGARTTTTCTGTTTATCCTGTCGTTGGAGA
TACCATTGGTTACATTIGATCTAATCTATTATGAGGACTACGATCACTTGGCTTATTATCCAGACTGCACA
TCCGATAAGTATATTGTGCTTACAGATGGTYCATGGRATGTTGTTGGACCTGGAGTTTTAGARGTGCTTG
ARGATAGAGTCTACTTTATCGGCACCAAAGARTCATCRATGGARCATCACTTGTATTATACATCATTARC
GGGACCCARGGTTARGGCTGTTATGGATAT CARRGARCCTGCGTACTTTGATGTARACATTAAGGGRARA
TATGCTTTACTATCTTACAGAGGCCCCARACTCCCATACCAGAAATTTATTGATCTTTCTGRACCCTAGTA
CAACARGTCTTGATGACATTTTATCGTCTAATAGAGGARTTGTCGAGGACGGCGTCACACTGARCATGAT
TGAAGTGTTGCCTGCCAATTTTAATCCTAGCAAGHAGTACCCACTGTTGGTCAACATTTATGGTGGACCG
GGCTCCCAGARGTTAGATGTGCAGTTCAACATTGGGTTTGAGCATATTATTTCTTCGTCAC YGGATGCAA
TAGTGCTTTACATAGATCCGAGAGGTACTGGAGG TAAMAAGC TGGGEC T TTTAMATCTTACGC TACAGAGAA
AATAGGCTACTGGGAACCACGAGRCATCACTGCAGTAGTTTCCAAGTCCATTTCAGATCACTCATTTGTG
AATCCTGhCAﬁhACTGCGATAEGGGGGTGGTCTTACGGTGGdTTCACTACGCTTAAGACR?TGGAAIAJG
ATTCTGGRG&GGTTTTCAAATATGGTATGGCTGTTGCTCC&GTRACTAATTGGCTTTTGTATG&CTCC#&
CTACACTGAAAGBTACATG&ACCTTCC&AAGGACAATGTTGAAGGCTACAGTGA&CACAGCGTCAITAAG
ARGGTTTCCAATT TTAAGAATGTAAACCGAT TCTTGGTTTCTCACGGRACTACTGATGATAACGTGCATT
TTCAGRACACBCTAACCTTACTGGACCAGTTCAATHTTAATGGTGTTGTGAATTACGATCTTCAGGTGTA
TCCCGACAGTGAACATAGCRTfGCCCaTCRCAhCGCAAATAAAGTGATCTACGAGAGGTTATTCAAGTGG

TTAGAGCGGGCATTTAACGATAGATTTTTGTAR

<210>9
<211>30

<212>
<213>
<220>

<223>

ADN
Avrtificial

Cebador (directo) para la amplificacion de la secuencia de direccion de STE13 de Pichia-PCR1
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<400> 9
ggatccgcag ttcaacattg ggtttgagca

<210> 10
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador (inverso) para la amplificacion de la secuencia de direccion de STE13 de Pichia-PCR 1

<400> 10
ccagaatcat atgccaatgt cttaagcg

<210> 11
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador (directo) para la amplificacion de la secuencia de direccion de STE13 de Pichia-PCR2

<400> 11
cgcttaagac attggcatat gattctgg

<210> 12
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador (inverso) para la amplificacion de la secuencia de direccion de STE713 de Pichia-PCR2

<400> 12
agatctgtcc cgtgacaaac caagaatcgg

<210> 13

<211>10

<112> PRT

<213> Heloderma suspectum

<223> Resultados de secuenciacion N-terminal

<400> 13
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu
] 5 10
<210> 14
<211>12
<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<223> Fragmento obtenido en digestion triptica de GlyExendina-4 - corresponde al pico T1 en la Figura 9

<400> 14
His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys
| 5 10 '
<210> 15
<211>8
<212> PRT
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<213> Heloderma suspectum
<223> Fragmento obtenido en digestion triptica de GlyExendina-4 - corresponde al pico T2 en la Figura 9

<400> 15
Gin Met Glu Glu Glu. Ala Val Arg
[ 5

<210> 16

<211>7

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum

<223> Fragmento obtenido en digestion triptica de GlyExendina-4 - corresponde al pico T3 en la Figura 9

<400> 16
Leu Phe lle Glu Trp Leu Lys
] 5

<210> 17

<211> 13

<212> PRT

<213> Heloderma suspectum
<223> Fragmento obtenido en digestion triptica de GlyExendina-4 - corresponde al pico T4 en la Figura 9

<400> 17

Asn Gly Gly Pro Ser Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser Gly
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir un polipéptido biolégicamente activo que tenga un sitio de reconocimiento N-terminal
His-Gly con actividad insulinotrépica, comprendiendo el método las etapas de:

a) transformar una célula hospedadora modificada genéticamente que tiene supresiéon del gen de proteasa
STE13, con un vector polinucleotidico que codifica el polipéptido;
b) cultivar la célula hospedadora transformada para producir el polipéptido; y
c) alfa-amidar el polipéptido para producir polipéptido biolégicamente activo.
2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la célula hospedadora es célula de levadura.
3. El método de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que la célula de levadura es Pichia pastoris.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el gen de proteasa es un gen de dipeptidil peptidasa N-
terminal.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que las células transformadas se cultivan en condiciones que
inducen la expresion del polipéptido.

6. Un método para producir un polipéptido biolégicamente activo que tenga un sitio de reconocimiento N-terminal
His-Gly con actividad insulinotrépica, comprendiendo el método las etapas de:

a) transformar una Pichia pastoris modificada genéticamente que tiene supresion del gen de proteasa STE13,
con un vector polinucleotidico que codifica el polipéptido; y
b) cultivar la Pichia pastoris transformada para producir el polipéptido biolégicamente activo.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el polipéptido es GlyExendina-4 de SEC ID N°: 4.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que la GlyExendina-4 tiene la secuencia polinucleotidica
correspondiente de SEC ID N° 5.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el polipéptido de GlyExendina-4 se pone en contacto con
una enzima alfa-amidante C-terminal para producir un polipéptido de exendina-4 alfa-amidado.

10. El método de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que el polipéptido de exendina-4 alfa-amidado es
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS-NH2.
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220 nm (EXENDINA25050603.0)
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