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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "PROCESSO
PARA PRODUCAO DE ANALOGOS DE INSULINA COM CADEIA B-
TERMINAL DIBASICA".

Descrigcéo

A presente invengao refere-se a um processo para preparagao
de uma insulina com extremidade de cadeia dibasica através de preparagao
biotecnolégica de um seu precursor e subsequente conversao em uma rea-
¢ao de ligagao catalisada com enzima com lisinamida ou argininamida, ou
lisina ou arginina modificada por grupos protetores, e opcionalmente subse-
quente hidrdlise, para render esta insulina.

Cerca de 177 milhdes de pessoas ao redor do mundo sofrem de
diabetes mellitus. Estas incluem cerca de 17 milhdes de diabéticos tipo | pa-
ra os quais reposi¢gao da secregcao de insulina enddcrina em falta € a unica
terapia possivel no presente. Aqueles afetados sao dependentes de injecoes
de insulina, usualmente varias vezes por dia, por toda vida. Diabetes tipo |l
contrasta com diabetes tipo | em que nao ha sempre uma deficiéncia de in-
sulina, mas em um grande numero de casos, especialmente no estagio a-
vangado, tratamento com insulina, onde apropriado combinado com um anti-
diabético oral, é visto como o tipo de terapia mais favoravel.

Em pessoas saudéaveis, liberagdo de insulina é estritamente a-
coplada a concentragao de glicose no sangue. Elevados niveis de glicose no
sangue como aqueles ocorrendo apds refeigbes sdo rapidamente compen-
sados por um correspondente aumento em secreg¢ao de insulina. No estado
de jejum, o nivel de insulina em plasma cai para um valor de linha base que
é suficiente para assegurar um suprimento continuo de glicose para érgaos
e tecidos sensiveis a insulina e para manter baixa produgéo de glicose hepa-
tica durante a noite. Substituicdo da secre¢ao de insulina enddégena através
de administragdo usualmente subcutanea, exégena de insulina usualmente
ndo se aproxima da qualidade da regulagéo fisiolégica de glicose no sangue
descrita acima. Rearranjos ascendentes ou descendentes do nivel de glico-
se no sangue sao frequentes e podem, em suas formas mais severas, ser

ameacadores de vida. Entretanto, em adi¢&o, elevados niveis de glicose no
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sangue permanecendo por anos representam, mesmo sem sintomas iniciais,
um consideravel risco para a saude. O estudo DCCT em grande escala nos
USA (The Diabetes Control and Complications Trial Research Group
(1993)N. Engl. J. Méd. 329, 977-986) provou sem ambiglidades que niveis
de glicose cronicamente elevados no sangue sao substancialmente respon-
saveis pelo desenvolvimento de posteriores complicagdes diabéticas. Poste-
riores complicagdes diabéticas e dano micro e macrovascular que em algu-
mas circunstancias torna-se manifesto como retinopatia, nefropatia ou neu-
ropatia e conduz a cegueira, insuficiéncia renal e perda de extremidades e,
em adicao, € associada a um aumentado risco de disturbios cardiovascula-
res. E para ser inferior do mesmo que uma aperfeigoada terapia de diabetes
tem de alvejar primariamente a manutengao de glicose no sangue téo proxi-
ma quanto possivel dentro de faixa fisioldgica. A politica de terapia de insuli-
na intensiva pretende obter isto através de inje¢des varias vezes ao dia de
preparagoes de insulina de atuagao rapida e lenta. Formulagdes de atuagao
rapida sdo dadas em momentos de refeigdo de modo a compensar a eleva-
cao poés-prandial em glicose no sangue. Insulinas basais de atuagao lenta
sao pretendidas para assegurarem um suprimento basico de insulina espe-
cialmente durante a noite sem conduzir a hipoglicemia.

Insulina é um polipeptideo composto por 51 aminoacidos dividi-
dos em 2 cadeias de aminoacidos: a cadeia A com 21 aminoacidos e a ca-
deia B com 30 aminoacidos. As cadeias sao ligadas por 2 pontes dissulfeto.
Preparagoes de insulina foram empregadas por muitos anos para a terapia
de diabetes. Além disso, ndo somente insulinas ocorrendo naturalmente sao
usadas, mas mais recentemente também derivados e analogos de insulina.

Anélogos de insulina sao analogos de insulinas ocorrendo natu-
ralmente, por exemplo insulina humana ou insulinas animais que diferem por
substituicdo de pelo menos um residuo de aminoacido ocorrendo natural-
mente por outros residuos de aminoacidos e/ou adigdo/supressdo de pelo
menos um residuo de aminoacido da correspondente, de outro modo idénti-
ca, insulina ocorrendo naturalmente. A patente US 5 656 722, por exemplo,

B1)

descreve derivados de des-Phe®V-insulina. Os residuos de aminoacidos que
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foram adicionados e/ou substituidos também podem ser uns que nao ocor-
rem naturaimente.

Derivados de insulina sdo derivados de insulinas ocorrendo na-
turalmente ou anélogos de insulina nos quais um ou mais residuos de ami-
noacidos e/ou os termini N ou C da cadeia A e/ou B sao substituidos com
grupos funcionais. Os grupos funcionais sdo selecionados de um grupo
compreendendo residuos amida, residuos amina, residuos carboxila, resi-
duos alquila, residuos alcool e residuos alcoxi.

Uma eficiente terapia de insulina faz uso das assim chamadas
insulinas basais. Por estas sao pretendidas formulagdes que tornam possivel
a liberagao continua, lenta, de insulina administrada exogenamente. Deste
modo, a concentragao de insulina de linha base no corpo que tem efeitos
vantajosos sobre a condi¢ao fisiolégica da pessoa sofrendo de diabetes é
obtida sobre um maior periodo de tempo.

O analogo de insulina recombinante insulina humana Gly(A21),
Arg(B31), Arg(B32) (insuilina Glargina) é neste sentido notavel por precisar
ser suprida para o corpo somente cada 24 horas — isto €, somente uma vez
por dia — de modo a obter um efeito basal. A administragdo uma vez por dia
conduz a uma aperfeicoada qualidade de vida. A fisiologia aperfeicoada
conduz, por exemplo, a uma redugao no nivel de Hba1ic e pode ser espera-
do que, devido a este aperfeigoamento, as sequelas posteriores de diabetes
aparecerao — se assim for — consideravelmente mais tarde, tornando assim
possivel prolongar a expectativa de vida do diabético relevante.

A demanda por analogo de insulina é correspondentemente alta.
Uma vez que o numero de diabéticos esta crescendo continuamente, é além
disso de interesse econdmico minimizar os custos para preparagao de cor-
respondentes analogos. US 5 656 722 descreve a possivel preparacao de
analogos de insulina através de uma proteina de fusao pré-pré-insulina que
consiste em uma porgao de fusdo ("porgdo pré") e de uma variante pré-
insulina de macaco. Um dos analogos descritos compreende glicina ao invés
de asparagina em posicao A(21). A correspondente proteina de fusdo é uma

variante precursora de peptideo para preparagao de insulina glargina. O pro-
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cesso prové supressao da porgédo pré e o peptideo C desta proteina de fu-
séo através de reagdo com tripsina. EP-A 0 668 292 descreve uma proteina
de fusdo que segue 0 mesmo principio mas permite que glargina insulina
seja preparada através de um processo que é um aperfeicoamento sobre US
5 656 722. E claro para aqueles versados nesta técnica que uma clivagem
parcial é possivel em particular nos limites da cadeia B e cadeia C de insuli-
na, que é definido pela estrutura dibasica Arg-Arg, e conduz a um anélogo
de insulina humana mono-arg B31. Este produto defeituoso tem de ser re-
movido do real produto de interesse. Isto conduz a um acentuado prejuizo
no rendimento. O problema pode ser evitado através de preparagao recom-
binante de pré-insulinas e sua reagdo com uma especifica endoprotease tal
como, por exemplo, lisil endopeptidase, e reagindo a resultante insulina hu-
mana dés-B30 (analogo) em uma abordagem de quimica de peptideo se-
missintética com o tripeptideo Thr-Arg-Arg. EP-A 0 132 762 ¢ WO
2003/044210 descrevem a necessidade de proteger os grupos reativos do
tripeptideo durante a reagdo. Os grupos protetores sao eliminados subse-
quente a reacado. Esta rota estd associada a custos crescentes a partir da
preparacgao do tripeptideo através de sintese quimica e a introdugao de gru-
pos protetores. Assim, pode ser desejavel ter um processo permitindo ana-
logos de insulina Arg(B31), Arg(B32) serem preparados a partir de precursor
de insulina humana Arg(B31).

O pedido de patente DE 10 2005 046 113.1 (nao publicado) des-
creve um processo incluindo a ligagao catalisada com tripsina de aminoaci-
dos que tém amidagao C-terminal a peptideos cujo aminoacido C-terminal
consiste em lisina ou arginina. Os rendimentos observados neste caso sao
surpreendentemente altos e além disso é possivel realizar a reagdo de aco-
plamento sem mascaramento com grupos protetores. A reagdo ocorre em
um meio ndo-aquoso. Foi agora surpreendentemente verificado que o aco-
plamento de arginina amida ou lisina amida a analogos de insulina B31 é
possivel com altos rendimentos. Aléem disso é surpreendentemente possivel
controlar a reacdo de modo que haja preferencial formagao de analogos de
insulina da forma insulina amida humanaArg(B31), Arg(B32) ou da forma
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insulina amida humana Arg(B31), Lys(B32). O rendimento é além disso mai-
or que 60%. O grupo amida pode ser eliminado através de hidrdlise acida no
fim da reagdo. Da mesma maneira foi surpreendentemente verificado que é
possivel como alternativa para lisinamida ou argininamida empregar na rea-
¢ao arginina ou lisina possivelmente tendo um grupo protetor. Grupos prote-
tores que podem ser mencionados como exemplos sao t-butiloxicarbonila
(Boc) ou dimetoxifenilpropiloxicarbonila (DZZ). Uma vez que existem descri-
¢oes na literatura que em particular derivados de arginina protegidos podem
ser instaveis em varios solventes, é claro para aqueles versados na técnica
que existe continuo desenvolvimento de novos grupos protetores que tém o
efeito de aperfeicoada estabilidade em quimica de peptideo. Uma influéncia
positiva sobre o rendimento € possivel através de variagdo de condi¢gbes de
reagédo de acordo com os grupos protetores ou grupo amida. Isto é familiar
para aqueles versados na técnica e a invengac também se refere-se a is
O produto de clivagem parcial de insulina humana B(31), na preparagao de
glargina insulina ou comparaveis analogos de insulina Arg(B31), Arg(B32) a
partir de precursores de pré-pro-insulina (US 5 656 722) assim torna-se dis-
ponivel para preparagao de produto de valor. Correspondentes proteinas de
fusdo ndo precisam neste caso ser preparadas intracelularmente. E claro
para aqueles versados na técnica que analogos pré-insulina também podem
ser preparados através de expressao bacteriana com subsequente secreg¢ao
no periplasma e/ou no sobrenadante de cultura. O pedido de patente EP-A 1
364 029 descreve isto a titulo de exemplo. A invengao também refere-se ao
uso de precursores de insulina humana Arg(B31) resultantes diretamente
apds expressao a partir de tais processos bacterianos.

Ainda existe em adigao um aspecto técnico do processo, ao qual
da mesma maneira a invengdo refere-se. O pedido de patente EP-A 0 347
781, e pedidos de patente EP-A 1 364 030 e EP-A 1 364 032, descrevem
processos baseados em leveduras para preparagao de mini-pré-insulinas
com altos rendimentos. Extensdao de um tal processo ou um similar a prepa-
ragao de mini-pré-insulinas que tém os residuos de aminoacidos descritos
na patente US 5 656 722, isto é, Gly, Ala, Val, Leu, lle, Pro, Phe, Trp, Met,
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Ser, Thr, Cys, Tyr, Asp ou Glu, na posicdo A21 permite estas mini-pro-
insulinas serem convertidas nos analogos de insulina Arg(B31), Arg(B32)
imediatamente apds clivagem na insulina de duas cadeias.

Se a expressao ocorre, como descrito em EP-A 1 364 032, atra-
vés de uma proteina de fusao, é vantajoso nao eliminar a porgéo pré com
tripsina ou endoproteases similares. Ao invés, um sitio de clivagem que é
reconhecido por uma especifica endoprotease que nao cliva o derivado de
insulina é incorporado de modo a eliminar apropriadamente a porgéao pré ou
de fusdo. Enterocinase (DDDDK) ou fator Xa (IEGR) sdo mencionados a
titulo de exemplo. A invencdo também refere-se ao mesmo. Além disso é
claro para aqueles versados na técnica que as duas reagdes de clivagem
podem proceder em uma reagdo em um pote. Ainda uma possibilidade é
eliminar a proteina de fusdo somente em uma etapa seguinte. A porgéao de

AR

)
3

proteina de fusdo neste caso pode ser escolhida para ser derivados d
grande numero de proteinas secretadas eficientemente. Exemplos que po-
dem ser mencionados para bactérias sdo DHFR (diidrofolato redutase), glu-
tationa S-transferase e hirudina. Exemplos que podem ser usados para se-
crecao de levedura sao albumina ou seus derivados, superéoxido dismutase
ou derivados, interleucina 2 ou derivados e hirudina ou derivados. No pre-
sente pedido de patente,a titulo de exemplo um derivado de hirudina é usado
como porgao de fusdo para expressido bacteriana e para expressao em le-
vedura. Neste sentido foi surpreendentemente verificado que a sequéncia de
hirudina pode ser ainda modificada através de introdugdo de uma sequéncia
de peptideo de consecutivas histidinas e/ou uma sequéncia de peptideo
DDDDK qgue representa o sitio de reconhecimento para enterocinase, sem
afetar adversamente o dobramento da por¢ao de mini-pré-insulina. Proces-
sos de cromatografia de afinidade sédo assim feitos disponiveis. A invengao
também refere-se aos mesmos.

Aqueles versados na técnica sao ainda familiares com o fato de
que os sistemas de expressao descritos a titulo de exemplo representam
somente um pequeno segmento dos sistemas de hospedeiro/vetor desen-

volvidos para a preparagao recombinante de proteinas. Sistemas de hospe-
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deiro/vetor permitindo a preparagdo dos peptideos alvos assim também for-
mam parte da invengéo.

A invengao assim refere-se a preparacao de analogos de insuli-
na que sao caracterizados pela presenga dos residuos de aminoacidos
Arg(B31), Arg(B32) ou Arg(B31), Lys(B32) a partir de precursores de insulina
humana Arg(B31) dos analogos através de ligagdo catalisada com tripsina
com arginina ou lisina. E claro para aqueles versados na técnica neste senti-
do que, devido a surpreendente seletividade da reagao, a reacao de ligagao
também pode ser repetida sobre uma pluralidade de ciclos de reagao, de
modo que analogos de insulina tendo ainda aminoacidos basicos lisina ou
arginina além de posi¢coes B31 e B32 tornem-se disponiveis. Isto é obtido
através de realizagdo de uma reagao de acoplamento, desamidagao ou des-
protecdo de aminoacido terminal, e empregando de novo o produto em um
apropriado ciclo de reacado seguinte. Tais produtcs da mesma maneira po-
dem ser obtidos através de uso de um analogo ja tendo Arg(B31), Arg(B32)
ou Arg(B31), Lys(B32) como precursor. Da mesma maneira é possivel pre-
parar analogos que compreendem em posigcao B31 e a seguir quaisquer a-
minoacidos geneticamente codificaveis que ndo precisam ser arginina ou
lisina em sequéncia, mas cuja extremidade C-terminal seja caracterizada
pela sequéncia dibasica Arg-Arg, Arg-Lys, Lys-Lys, ou Lys-Arg. A reacgao é
além disso n&o limitada ao uso de tripsina como catalisador. E familiar para
aqueles versados na técnica que, além de tripsinas humanas ou suina, bovi-
na, de rato, comercialmente disponiveis conhecidas ou outras isoenzimas ou
seus derivados ou variantes, também é possivel usar as seguintes enzimas:
catepsina, tripsina de Fusarium oxysporum e de Streptomyces (S. griséus, S.
exfoliatus, S. erythraeus, S. fradiae e S. albidoflavus), triptase, mastina, a-
crosina, kallikreina, hepsina, prostasina I, lisil endopeptidase (Lisina-C) e
endoproteinase Arg-C (clostripaina).

A invengéao por isso refere-se a um processo para preparacao de
um analogo de insulina ou um derivado do mesmo,, onde um aminoacido
béasico, ocorrendo naturalmente que é amidado ou protegido em C-terminal
com um grupo protetor, ou um peptideo que consiste em aminoacidos basi-
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em C-terminal com um grupo protetor, é adicionado sobre um inicial analogo
de insulina ou um derivado do mesmo, cujo aminoacido C-terminal da cadeia
A e/ou B é selecionado de um grupo compreendendo aminodacidos basicos,
ocorrendo naturalmente ou seus andlogos ou derivados, sobre um dos ditos
aminoacidos C-terminais na presenga de uma enzima tendo a atividade bio-
I6gica de tripsina, e o resultante analogo de insulina modificado é purificado
e opcionalmente o grupo amida ou o grupo protetor de C-terminal do amino-
acido adicionado ou do peptideo adicionado é eliminado.

A invengao ainda refere-se a um processo como descrito acima,

em que o analogo de insulina é caracterizado pela formula geral |
S S

R1-(A1-A5)-Cys-Cys-(A8-A10)-Cys-(A12-A19)-Cys-A21-R2
(cadeia A)

| | 0
R3-B1-Val-B3-Gin-His-Leu-Cys-(B8-B18)-Cys-(B20-B26)-B27-B28-B29-B30-
R4-R5
(cadeia B)

em que os significados sao

(A1-A5)os residuos de aminoacidos em posicoes A1 a A5 da
cadeia A de insulina humana ou insulina animal,

(A12-A19) os residuos de aminoacidos em posi¢gdes A12 a A19
da cadeia A de insulina humana ou insulina animal,

A21 um residuo de aminoacido ocorrendo naturalmente,

(B8-B18) os residuos de aminoacidos em posi¢goes B8 a B18 da
cadeia B de insulina humana ou insulina animal,

(B20-B26) os residuos de aminoacidos em posi¢cdes B20 a B26
da cadeia B de insulina humana ou insulina animal,

(A8-A10) os residuos de aminoacidos em posi¢coes A8 a A10 da
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B30 uma ligagdo quimica ou um residuo de aminoéacido ocorren-
do naturalmente,

B1 uma ligagao quimica ou um residuo de aminoéacido ocorrendo
naturalmente,

B3 um residuo de aminoécido ocorrendo naturalmente,

B27, B28 e B29 um residuo de aminoéacido ocorrendo natural-
mente,

R1 um grupo amino ou um a trés residuos de aminoéacidos ocor-
rendo naturalmente,

R2 um grupo carbéxi ou um a trés residuos de aminoacidos o-
correndo naturalmente,

R3 um grupo amino ou um a trés residuos de aminoéacidos ocor-
rendo naturalmente,

R4 uma ligacdo quimica ou um a trés residuos de aminoacidos
ocorrendo naturalmente, onde o residuo de aminoacido ocorrendo em C-
terminal representa um aminodacido basico,

R5 um ou dois residuos de aminoacidos basicos cujos terminus
C é livre ou amidado,

onde o residuo de aminoacido cujo terminus C esta ligado ao
terminus N de R5 é selecionado de um grupo compreendendo aminoacidos
basicos, ocorrendo naturalmente.

A invencéo ainda refere-se a um processo como descrito acima,

onde o analogo de insulina inicial é caracterizado pela formula geral Il
S S

R1-(A1-A5)-Cys-Cys-(A8-A10)-Cys-(A12-A19)-Cys-A21-R2
(cadeia A)

‘ ‘ (I
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R3-B1-Val-B3-Gin-His-Leu-Cys-(B8-B18)-Cys-(B20-B26)-B27-B28-B29-B30-
R4

(cadeia B)

onde R1, (A1-A5), (A8-A10), (A12-A19), A21, R2, R3, B1, B3, (B8-B18),
(B20-B26), B27, B28, B29, B30 e R4 sdo definidos como na reivindicagio 1,
e o residuo de aminoacido de C-terminai da cadeia B é selecionado de um
grupo compreendendo aminoacidos basicos, ocorrendo naturaimente.

A invengao ainda refere-se a um processo como descrito acima,
onde o aminoacido basico ocorrendo naturalmente que é amidado ou prote-
gido em C-terminal com um grupo protetor é arginina amidada em C-terminal
ou arginina protegida em C-terminal com um grupo protetor Boc.

A invengao ainda refere-se a um processo como descrito acima,
onde o analogo de insulina modificado é insulina humana Gly(A21),
Arg(B31), Arg (B32) cuja extremidade C-terminal de cadeia B é amidada,
com o analogo de insulina inicial sendo em particular insulina humana
Gly(A21), Arg(B31).

A invengéo ainda refere-se a um processo como descrito acima,
onde o analogo de insulina inicial é preparado através de expressao recom-
binante de uma proteina precursora compreendendo a cadeia A e a cadeia B
do anélogo de insulina inicial, em particular um processo deste tipo onde um
gene que é parte de um replicon é expresso.

A invencao ainda refere-se a um processo como descrito acima,
onde uma bactéria ou uma levedura é usada como célula hospedeira.

A invencao ainda refere-se a um processo como descrito acima,
onde a proteina precursora é secretada apds expressao, em particular onde
a proteina precursora é isolada do sobrenadante celular de bactérias ou le-
veduras.

A invencgao ainda refere-se a um processo como descrito acima,
onde a proteina precursora é isolada do periplasma de uma bactéria.

A invencao ainda refere-se a um processo como descrito acima,
onde a proteina precursora obtida como reivindicado em qualquer uma das
ditas reivindicagbes é submetida a um processo de dobra e clivagem enzi-
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matica.

A invengao ainda refere-se a um processo como descrito acima,
onde o anélogo de insulina inicial é preparado por expressao direta recombi-
nante.

A invencao ainda refere-se a um processo como descrito acima,
onde a enzima tendo atividade bioldgica de tripsina é selecionada de um
grupo compreendendo tripsina humana, tripsina suina, tripsina bovina, e
uma variante de tripsina humana, tripsina suina e tripsina bovina.

A invengdo ainda refere-se a um processo como descrito acima,
onde a extremidade C-terminal da cadeia B do analogo de insulina modifica-
do € subsequentemente desprotegida em uma reagao de hidrdlise.

A invengéao ainda refere-se a um processo como descrito acima,
onde o resultante andlogo de insulina é insulina humana Gly(A21), Arg(B31),
Arg(B32).

A invengéao ainda refere-se ao uso de um anélogo de insulina ou
de um derivado do mesmo, cujo aminoacido terminal — C da cadeia A e/ou B
€ amidada como medicamento.

A invengao ainda refere-se a analogo de insulina ou seu deriva-
do obtenivel através de um processo como descrito acima, cujo aminoacido
C-terminal de cadeia A e/ou B é amidado.

A invengao é explicada em mais detalhes abaixo por meio de
alguns exemplos de procedimento. Estes exemplos de procedimento nao
sao pretendidos terem efeito restritivo.

Exemplo 1: preparacédo de insulina Arg(B31), Gly(A21) a partir de uma prote-

ina de fusao apdés dobramento in vitro.

A patente US 5 663 291 descreve no exemplo 1 a obtencao de
uma proteina de fusado de insulina dobrada corretamente da estrutura:
MATTSTGNSA RFVNQHLCGS HLVEALYLVC GERGFFYTPK TRREA-
EDPQV GQVELGGGPG AGSLQPLALE GSLQKRGIVE QCCTSICSLY
QLENYCG (SEQ ID NO: 1)

Este material € convertido de acordo com exemplo V de patente
US 5 227 293 através de reagado com tripsina em insulina de duas cadeias, e
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insulina Arg(B31), Arg(B31), Gly(A21) e insulina Arg(B31), Gly(A21) s&o iso-
ladas.

Assim é possivel obter diretamente o analogo insulina Arg(B31),
Arg(B31), Gly(A21), enquanto o subproduto Arg(B31),Gly(A21) pode ser em-
pregado como precursor na ligagao catalisada com tripsina com arginina
modificada ou lisina.
Exemplo 2: preparacao de insulina Arg(B31), Gly(A21) a partir de uma prote-
ina de fusdo que foi obtida através de secrecdo e compreende pré-insulina

dobrada corretamente.

Como uma alternativa para exemplo 1, proteinas de fusdo tam-
bém podem ser preparadas através de secrecao em sistemas de bactérias.
Neste caso, a estrutura pré-insulina como parte da proteina de fusdo € do-
brada corretamente, e a etapa de redobra "in vitro" pode ser dispensada. O
pedido de patente WO 02/068660 propde um sistema deste tipo. Se, por e-
xemplo, o cédon para Asn(A21) é substituido por um cédon para Gly(A21)
no plasmideo pBpfuHir_Ins que é descrito no exemplo 1 deste pedido de
patente internacional, o resultado € uma proteina de fusao da qual glargina
insulina pode ser obtida a titulo de exemplo, e além disso insulina humana
Arg(B31), Gly(A21) pode ser isolada como subproduto, como descrito no
exemplo 1.

Para preparar a sequéncia, um novo iniciador insu_a21_gly_rev
tendo a seguinte estrutura:

5- TTTTTTAAGCTTGTCGACTCATTAGCC GCAGTAGTTCTCCAGCTG-3
(SEQ ID NO: 2)
€ requerido.

Este iniciador € empregado em analogia ao pedido de patente
WO 02/068660 com o iniciador pfu 1 sobre DNA do plasmideo pBpfuHir_ins
em um PCR. E possivel isolar a partir do produto de PCR um fragmento
BamH1/Hind3 que pode ser clonado de acordo com o exemplo do pedido de
patente WO 02/068660. Apds expressao, uma proteina de fusao é isolada e
€ ainda tratada de acordo com exemplo 1 do presente pedido de patente.

E claro para aqueles versados na técnica que o precursor de
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insulina humana Arg(B31), Gly(A21) também pode ser obtido diretamente

através de secregdo em bactérias de uma proteina de fusédo. A invengao

também refere-se a mesma.

Exemplo 3: preparacdo de insulina Arg(B31), Arg(B32), Gly(A21) a partir de

um precursor Arg(B31), Gly(A21) através de acoplamento com argininamida.
100 mg de 21A-Gly-30B uma L-Arg-insulina sao dissolvidos em

0,95 mL de solugéo de argininamida (446 g/L), e 0,13 mL de tampao acetato
de Na M (pH 5,8) e 2 mL de DMF s3o adicionados. A mistura de reacéo é
resfriada para 12°C e iniciada pela adi¢do de 0,094 mL de tripsina (0,075
mg, Roche Diagnostics).

Apos 8 horas, a reagao é interrompida através de adi¢cdo de TFA
para pH 2,5 e analisada por HPLC. >60%-insulina humana Arg(B31),
Arg(B32), Gly(A21) sdo formados. Adigao de solugéo inibidora de tripsina é
seguida por purificagdo do anadlogo amidado em analogia a US 5 656 722. O
analogo de insulina amidado é entdo hidrolisado na presenga de acido por
varias horas para render insulina humana Arg(B31), Arg(B32),-Gly(A21).
Exemplo 4: preparacédo de insulina_ humana Arg(B31), Lys(B32), Gly(A21) a
partir de um precursor de insulina humana Arg(B31), Gly(A21) através de

acoplamento com lisinamida.

100 mg de 21A-Gly-30B uma L-Arg-insulina sao dissolvidos em
0,93 mL de solugéo de lisinamida (400 g/L), e 0,13 mL de tampao acetato de
Na M (pH 5,8) e 2 mL de DMF sao adicionados. A mistura de reacédo é res-
friada para 12°C e iniciada pela adigdo de 0,094 mL de tripsina (0,075 mg,
Roche Diagnostics).

Apos 8 horas, a reagao € interrompida através de adigdo de TFA
para pH 2,5 e analisada por HPLC. Insulina humana Arg(B31), Lys(B32)-
NHz, Gly(A21) é formada e é purificada apds adigao de solucéo inibidora de
tripsina em analogia a US 5 656 722. O analogo de insulina amidado é entdo
hidrolisado na presenga de acido por varias horas para render insulina hu-
mana Arg(B31), Lys(B32), Gly(A21).

Exemplo 5: preparacédo de insulina Arg(B31), Ara(B32), Gly(A21) a partir de

um precursor Arg(B31), Gly(A21) através de acoplamento com H-Arg(Boc)2-
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OH.

0,25 mg de insulina humana Arg(B31), Gly(A21) é misturado em
um vaso Eppendorf com 11 pL de tampao acetato de piridina 0,1 M (pH 5,6),
60 pL de uma solugdo de 130 g/L de H-Arg(Boc)2-OH x HCIl em tampao ace-
tato de piridina 0,1 M (pH 5,6) e 119 L de DMF e incubados com tripsina
(Roche Diagnostics) a 12°C por algumas horas.

A reagéao é interrompida pela adigdo de uma mistura de 25% a-
gua, 25% acetonitrila e 50% acido trifldor acético. A mistura é liofilizada e,
para eliminar o grupo protetor, dissolvida em 1 mL de TFA e deixada em re-
pouso em temperatura ambiente por cerca de 3 horas. Purificagdo da insuli-
na humana Arg(B31), Arg(B32)-NH,, Gly(A21) ocorre a titulo de exemplo em
analogia a US 5 656 722.
Exemplo 6: preparacdo de insulina Arg(B31), Lys(B32), Gly(A21) a partir de
um_precursor Arg(B31), Gly(A21) através de acoplamento com H-Lys(Boc)-
OtBu.

50 mg de insulina humana Arg(B31),-Gly(A21) sao dissolvidos
em 0,62 mL de solugdo de H-Lys(Boc)-OtBu (0,5 g/mL, pH 5), e 1 mL de
N,N-dimetil formamida (DMF) é adicionado. A mistura é resfriada para 12°C,
e 2 mg de tripsina (Roche Diagnostics) sdo adicionados.

Apds mais que 10 horas, a reagao é interrompida pela adigdo de
2 mL de uma mistura de acetonitrila/agua de 50% de resisténcia e 1 mL de
TFA (100%). A mistura € liofilizada e, para eliminar o grupo protetor Boc,
dissolvida em 1 mL de TFA e deixada em repouso em temperatura ambiente
por cerca de 3 horas. Purificagdo da Arg(B31), Lys(B32),0OH ocorre a titulo
de exemplo em analogia a US 5 656 722.

Exemplo 7: sequéncia de gene para secrecdo de uma proteina de fusdo de
insulina hirudina Arg(B31), Gly(A21) por levedura de fermento de pao.

O pedido de patente EP-A 1 364 032 propde o uso de hirudina

como parceiro de fusdo para a expressao e secregao de outras proteinas de
valor, farmaceuticamente interessantes, em leveduras.
O exemplo 1 do pedido de patente EP-A 1 364 032 descreve o

sistema hospedeiro-vetor para preparagao de uma proteina de fusdo que
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consiste em um derivado de hirudina e mini-pré-insulina. Este sistema pode
ser usado a titulo de exemplo para preparagdo de mini-pro-insulinas em que
na posigdo A21, o aminoacido asparagina foi substituido por aminoéacidos
como descrito em US 5 656 722.

O vetor de expressao pode ser construido em analogia ao e-
xemplo do pedido de patente EP-A 1 364 032 se o iniciador insncolrev &
substituido e desenhado de modo que o cédon na posicao A21 seja altera-
do.

Para preparar a sequéncia codificando insulina humana
Arg(B31), Gly(A21), por exemplo, o seguinte iniciador é sintetizado:
ins_gly_a21 _rev
5-TTTTTTCCATGGGTCGACTATCAGCCACAGTAGTTTTCCAGCTGG-3’
(SEQ ID NO: 3)

O iniciador neste caso cobre completamente o segmento de ge-
ne codificando aminoacidos A15-A21 do analogo de insulina. Combinagao
deste iniciador com o iniciador de SEQ ID NO: 4 de exemplo 1 do pedido de
patente, e uso do plasmideo pADH2Hir_ins como molde permite a geragao
através de PCR de um fragmento de DNA que, apés digestao com as enzi-
mas de restrigdo Kpnl e Ncol, & inserido no vetor de expressao correspon-
dentemente aberto e compreende a desejada proteina de fusao.

O vetor é designado pADH2Hir_ins_glyA21. A proteina de fusao
é expressa e processada de acordo com o pedido de patente EP-A 1 364
032 para render mini-pré-insulina Gly(A21), que é convertida de acordo com
o exemplo 2 em insulina humana Gly(A21)-Lys(B32) , Gly(A21).

Exemplo 8: sequéncia de gene para secrecao direta do precursor Arg(B31),

Gly(A21) através de levedura de fermento de p&o.

DNA do plasmideo pADH2Hir_ins_glyA21 descrito no exemplo 7
& usado para preparar uma construgado vetor para direta secre¢do de insulina
humana Arg(B31), Gly(A21).

Os seguintes iniciadores sao sintetizados.

alfa_insf1
5_ TTTTTTGGATCCTTTGGAATAAAAGATTTGTTAACCAACACTTGTGTG-
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3' (SEQ ID NO: 4)

Ele cobre a sequéncia do terminus C do fator alfa, cédons para
Lys-Arg e do terminus-N da sequéncia de mini-pré-insulina.

ins_gly_rev2
5' - TTTTTTCCAT GGGTCGCTAT CAGCCACAGT AGTTTTCCAG CTGG —
3' (SEQ ID NO: 5)

O iniciador hibridiza com a extremidade 3’ da sequéncia de ana-
logo de insulina clonada no plasmideo pADH2Hir_ins_glyA21. Uma PCR
(condicbes-padrao) gera um fragmento de DNA que, apds digestdo com as
enzimas de restricao Kpnl e Ncol, é inserido no vetor de expressao corres-
pondentemente aberto e compreende a desejada proteina de fusado. As célu-
las competentes da linhagem de levedura Y79 transformam-se. Transfor-
mantes sao subsequentemente expressos como descrito no exemplo 7. A
mini-pré-insulina Arg(B31), Gly(A21) é isolada através de processos conhe-
cidos (EP-A 0 229 998) e convertida como no exemplo 2 em insulina huma-
na Arg(B31), Lys(B32), Gly(A21).

Exemplo 9: sequéncia de gene para secrecao de uma proteina de fusao in-
sulina humana Arg(B31), Gly(A21) — hirudina através de Pichia pastoris.

Clonagem do vetor de expressao ocorre em analogia ao exem-
plo 4 do pedido de patente EP-A 1 364 032. Ao invés do iniciador de se-

quéncia pichia_H-Irev2, neste caso o iniciador ins_gly_rev2 é empregado e

posteriormente permite a possibilidade de expressao de insulina humana
Gly(A21) com o produto de PCR:

5'-
TTTTTGGCGCCGAATTCACTACTATTAGCCACAGTAGTTTTCCAGCTGG
— 3'(SEQ ID NO:6)

O resultante plasmideo é designado pPich_Hir_ins-GlyA21. Puri-
ficacdo de mini-pré-insulina Arg(B31), Gly(A21) como material de partida
para geragao de um analogo com extremidade de cadeia dibasica é realiza-
da como descrito.

Exemplo 10: sequéncia de gene para secrecao direta do precursor Arg(B31),

Gly(A21) por Pichia pastoris.
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O apropriado vetor de expressao é construido em analogia ao
exemplo 7. O DNA do plasmideo pPich_Hir_ins-GlyA21 e dois iniciadores
pich_insgly_dirf e pich_insgly_dirrev
pich_insgly_dirf
5-TTTTTTCTCGAGAAAAGATTTGTTAACCAACACTTGTGTG-3' (SEQ ID
NO: 7)

pich_insgly_dirrev
5-TTTTTT GGCGCCGAATTCACTACTATTAGCCAC-3' (SEQ ID NO: 8)
sao requeridos.

Exemplo 11: preparacdo de insulina Arg(B31), Gly(A21) a partir de uma pro-

teina_de fusdo que é obtida por secrecdo de levedura e compreende pro-

insulina corretamente dobrada, e sua porcao de fusdo compreende uma se-

quéncia de aminodacido Hisg.

DNA do plasmideo pADH2Hir_ins_glyA21 serve como molde.
Dois iniciadores sao sintetizados:

alpha_LT_H6_hirf and alpha_LT_H6_hirrev

alfa_LT_H6_hirf1:

5'- GCACCATCATCACCATCACTATACTGACTGCACTGAATC -3' (SEQ ID
NO: 9)

O iniciador compreende os cédons para 6 histidinas em séries e
aminoacidos 3-8 e 9 (parcialmente) da sequéncia Refludan®

alfa_LT_H6_hirf2:

5'-
GAAGGGGTACCTTTGGATAAAAGACTTACGCACCATCATCACCATCAC -
3' (SEQ ID NO: 10)

O iniciador compreende os cédons para 6 histidinas em séries,
os cdédons para aminoéacidos 1 e 2 da sequéncia lepirudina e sequéncias de
fator alfa que incluem o sitio de processamento Lys-Arg, e cobre o sitio de
reconhecimento para a enzima de restricao Kpn 1. DNA do plasmideo pA-
DH2Hir_ins_glyA21 serve como molde em uma PCR padrdo com os inicia-
dores alfa_LT_H6_hirf1 e ins_gly_a21_rev do exemplo 7 do presente pedido

de patente. O produto da reagao € isolado e uma aliquota é empregada co-



10

15

20

25

30

18

mo molde para uma segunda PCR com os iniciadores alfa_LT_H6_hirf2 e
ins_gly_a21_rev. O produto de reagdo € processado como descrito com
KPN1 e Ncol e entdo clonado. O resultado é o plasmideo PpA-
DH2_LT_H6_Hir_ins_glyA21: seguindo transformagado de Y79 com DNA do
plasmideo, a proteina de fusdo é expressa. As células sdo separadas do
sobrenadante por centrifugagdo, e o sobrenadante é concentrado através de
filtros de membranas, por exemplo, de Sartorius, e entdo através de croma-
tografia de afinidade Ni?*, seguindo o protocolo para o sistema de purificagao
Invitrogen ProBond TM. Apds remogao do tampao de eluigéo por didlise e/ou
filtragdo ou filtracao com gel como alternativa, a proteina de fusdo pode ser
processada em uma maneira conhecida para render insulina humana
Arg(B31), Gly(A21) e entao convertida em glargina insulina

Exemplo 12: preparacdo de insulina humana Arg(B31), Gly(A21) a partir de

uma proteina de fusdo que é obtida através de secrecdo por levedura e

compreende a pré-insulina corretamente dobrada, e cuja proteina de fusdo é

eliminada com a enzima enterocinase.
DNA do plasmideo pADH2Hir_ins_glyA21 serve como material

de partida. O iniciador ins_gly_a21_rev do exemplo 7 do presente pedido de
patente e hirf1 do exemplo 1 do pedido de patente WO 02/070722 A1 sao
usados. Para este propésito, dois novos iniciadores sdo preparados:
Hir_entero_insf

5'- CTTCAG GACGATGACGATAAATTTGTTAACCAACACTTGTGTGG-3'
(SEQ ID NO: 11)

O iniciador cobre os aminoacidos B1-B7 e B8 (parcialmente) da
sequéncia de mini-pré-inuslina e compreende os cédons para a sequéncia
de aminoacidos Asp-Asp-Asp-Asp-Lys, que representa sitio de reconheci-
mento para enterocinase.
Hir_entero_insrev
5- TTTATCGTCATCGTCCTGAAGGCTGAAGGTATTCCTCAGGG-3' (SEQ
ID NO: 12)

O iniciador reverso cobre os aminoacidos 60-65 da sequéncia

lepirudina e compreende os coédons para a sequéncia de aminoacidos Asp-
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Asp-Asp-Asp-Lys (SEQ ID NO: 13), que representa sitio de reconhecimento
para enterocinase. Primeiramente duas PCR sao realizadas com os pares
de iniciadores hirf1/Hir_entero_insrev e Hir_entero_insf/ins_gly_a21_rev. Os
produtos de reagéo sao isolados. Aliquotas do material sdo misturadas e a
mistura € empregada em uma terceira PCR como molde para o par de inici-
adores hirf1/ins_gly_a21_rev. O produto de reagdo é clonado como descrito.
O resultado é o vetor pADH2Hir_ins_glyA21. A proteina de fusdo é prepara-
da como descrito.

A proteina de fusdo é clivada com enterocinase. A enzima é co-
mercialmente disponivel.

A reagao de clivagem é realizada em tampao enterocinase (Tri-
s/HCl a 20 mM, NaCl a 50 mM, CaCl, a 2 mM, pH 7,4) empregando uma
quantidade de enzima correspondendo a particular informagao de fabricante.
A clivagem comumente ocorre apdés remogdo das células hospedeiras e a
seguinte etapa de trabalho. Entretanto, ela também pode ocorrer diretamen-
te no sobrenadante apés fermentagao, apds as 6timas condigbdes de reagao
terem sido ajustadas.

Exemplo 13: preparacdo de insulina_humana Arg(B31), Gly(A21) a partir de

uma proteina de fusao que foi obtida através de secrecido por levedura e

compreende pré-insulina corretamente dobrada, e cuja porcdo de fusido é

eliminada com a enzima enterocinase e compreende uma sequéncia poliisti-

dina.

DNA do plasmideo pADH2_LT_H6_Hir_ins_glyA21 e os iniciado-
res Hir_entero_insrev, Hir_entero_insf e ins_gly_a21-ev sdo usados, e inici-
ador hirf1 é substituido pelo iniciador alfa_It_enterof com a seguinte sequén-
cia:

5'- GAAGGGGTACCTTTGGATAAAAG - 3' (SEQ ID NO: 13)

Entdo, em analogia ao exemplo 12, um vetor PpA-
DH2_LT_H6_Hir_etero_ins_glyA21 que codifica uma proteina de fusédo cuja
porcao de fusdo hirudina foi estendida por seis histidinas partindo com posi-
¢ao -3N terminal e terminal-C a partir de posigcao 72 pela sequéncia DDDDK
(SEQ ID NO: 14) é construido. Insulina humana Arg(B31), Gly(A21) é entdo
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preparada através de combinag¢do de processo descrito em exemplos 11 e
12.

Exemplo 14: sequéncia de gene para secrecdo de uma proteina de fusdo

insulina dés-Phe(B1), Arg(B31) hirudina por levedura de fermento de pao.

A transformacgao e expressao ocorrem em analogia ao exemplo

Duas sequUéncias iniciadoras sido sintetizadas:

Desphefi:
5-CTTCAGGGAAATTCGGCACGAGTTAACCAACACTTGTGTGGTTC-3
(SEQ ID NO: 15)

e Desphe_rev1:
5-GAACCACACA AGTGTTGGTT AACTCGTGCC GAATTTCCCT GAAG-3
(SEQ ID NO: 16)

DNA do plasmideo pADH2Hir_ins_glyA21 de exemplo 7 serve
como molde. Duas reagdes de cadeia polimerase sao realizadas indepen-
dentemente uma da outra. Na reagao 1, o iniciador Desphe_rev1 e o inicia-
dor SEQ ID NO: 4 do exemplo 1 do pedido de patente EP-A 1 364 032 sao
empregados, e na reagao 2 o iniciador ins_gly_a21_rev do exemplo 7 do
presente pedido de patente e o iniciador Desphef1 sao empregados. Os pro-
dutos de reagdo das duas reagdes sdo isolados e aliquotas do rendimento
sao combinadas em uma terceira reagao e empregadas como molde para o
par de iniciadores consistindo nos iniciadores SEQ ID NO: 4 de exemplo 1
do pedido de patente EP-A 1 364 032 e ins_gly_a21_rev. O produto de rea-
¢ao da terceira reagao é clonado, transformado e expresso como descrito no
exemplo 7. A resultante proteina de fusao serve como material de partida
para preparagao de correspondentes analogos de insulina com extremida-
des de cadeia dibasicas.

Exemplo 15: sequéncia de gene para secrecao de uma proteina de fusao
insulina Ala(B31), Arg(B32), Gly(A21) hirudina por levedura de fermento de

pao.

Duas sequéncias iniciadoras sao sintetizadas:
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Ala_b31f1:
5-CTTCTACACTCCAAAGACGQCtCGTGGTATCGTTGAACAATGTTG-3
(SEQ ID NO: 17)

e Ala_b31rev1:
5’-CAACATTGTT CAACGATACC ACGagcCGTC TTTGGAGTGT AGAAG-3
(SEQ ID NO: 18)

DNA do plasmideo pADH2Hir_ins_glyA21 do exemplo 7 serve
como molde. Duas rea¢des de cadeia polimerase sao realizadas indepen-
dentemente uma da outra. Em reagdo 1, os iniciadores Ala_b31rev1 e o ini-
ciador SEQ ID NO: 4 do exemplo 1 do pedido de patente EP-A 1 364 032
sdo empregados, € na reag¢do 2 o iniciador ins_gly_a21_rev do exemplo 7 do
presente pedido de patente e o iniciador Ala_b31f1 sdo empregados. Os
produtos de reagao das duas reacgdes sdo isolados e aliquotas do rendimen-
to sdo combinadas em uma terceira reagao e empregadas como molde para
o par de iniciadores consistindo nos iniciadores SEQ ID NO: 4 do exemplo 1
do pedido de patente EP-A 1 364 032 e ins_gly_a21_rev. O produto de rea-
¢ao da terceira reagao € clonado, transformado e expresso como descrito no
exemplo 7. A resultante proteina de fusdo serve como material de partida
para preparagao de correspondentes analogos de insulina com extremida-
des de cadeia dibasicas.

Exemplo 16: sequéncia_de genes para secrecado direta de um precursor
Lys(B31) por levedura de fermento de pao

Dois iniciadores sao sintetizados:

Lys_b31f
5'-CTTCTACACTCCAAAGACGAAAGGTATCGTTGAACAATGTTG-3' (SEQ
ID NO: 19)

e Lys_b31rev
5'-CAACATTGTT CAACGATACC TTTCGTCTTT GGAGTGTAGA AG -3
(SEQ ID NO: 20)

DNA do plasmideo pADH2Hir_ins do exemplo 1 do pedido de
patente WO 02/070722A1 serve como molde para duas reagdes de cadeia
polimerase. Na reagdo 1, os iniciadores Lys_b31f1 e insncoirev (SEQ ID
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NO: 6 de WO 02/070722A1) sdo empregados, e na reagao 2 os iniciadores
Lys_b31rev e alfa_insf1 do exemplo 7 do presente pedido de patente sdo
empregados. As reagdes-padrao sao realizadas e os resultantes fragmentos
de PCR sao isolados. Aliquotas dos dois rendimentos sdo combinadas e
servem como molde para uma terceira reagao com os iniciadores insncoirev
e SEQ ID NO: 6 do WO 02/070722A1. O resultante fragmento de PCR é clo-
nado e expresso como descrito no exemplo 8.0 resultado é mini-pré-insulina
Lys(B31), que é convertida com lisil endopeptidase em insulina separada
B(1-29) — A(1-21) e como intermediario para preparagao de insulina argini-
namida-B30 ou insulina lisinamida B30, que subsequentemente pode ser
convertida no respectivo analogo dibasico.

Exemplo 17: Clivagem com lisil endopeptidase

O precursor de insulina é reagido como descrito em DE 3844211
com lisil endopeptidase (LEP) (exemplo 1). Para este propdsito, 10 mg de
Lys(B31)-mini-pré-insulina sao dissolvidos em tampao Tris (pH 8,0), e LEP
de Lysobacter enzymogenes é adicionada (0,01 mL de uma solugédo conc. 1
mg/mL em agua, Merckbiosciences). Incubagéo é realizada em temperatura
ambiente por 2 horas e purificacao é através de RP-HPLC (coluna Nucleosil
120-5). O resuitado é insulina dividida B(1-29) — A(1-21).

Exemplo 18: preparacao de insulina-Arg(B30) a partir de um precursor de

insulina dividida B(1-29)-A(1-21) através de acoplamento com argininamida
100 mg de insulina dividida B(1-29)-A(1-21) s&ao dissolvidos em
0,95 mL de solugao de argininamida (446 g/L), e 0,13 mL de tampao de ace-
tato de Na (pH 5,8) e 2 mL de DMF sao adicionados. A mistura de reacao é
resfriada para 12°C e iniciada através de adigdo de 0,094 mL de tripsina

(0,075 mg, Roche Diagnostics).

Apéds 8 h, a reagdo é interrompida pela adigdo TFA para pH 2,5
e analisada por HPLC. Mais de 60%-Arg(B30)-insulinamida sao formados. A
adicao de solucao inibidora de tripsina é seguida por purificagao do analogo
amidado em analogia a US 5 656 722. O analogo de insulina amidado entao
pode ser hidrolisado na presenga de acido por varias horas para render insu-

lina Arg(B30), ou a amida pode ser empregada diretamente como medica-



10

23

mento.
Exemplo 19: preparacido de insulina-Lys(B30) a partir de um precursor insu-

lina dividida B(1-29)-A(1-21) através de acoplamento com lisinamida

100 mg de insulina dividida B(1-29)-A(1-21) sao dissolvidos em
0,93 mL de solugao de lisinamida (400 g/L), e 0,13 mL de tamp&o acetato de
Na (pH 5,8) e 2 mL de DMF sao adicionados. A mistura de reacgao é resfria-
da para 12°C e iniciada através de adicdo de 0,094 mL de tripsina (0,075

mg, Roche Diagnostics). Apds 8 h, a reagao ¢ interrompida pela adigdo de
TFA para pH 2,5 e analisada por HPLC. Lys(B30)-insulinamida é formada e
purificada apds adigao de solugao inibidora de tripsina em analogia a US 5
656 722. O anélogo de insulina amidado entdo pode ser hidrolisado na pre-
senga de acido por varias horas para render insulina-Lys(B30), ou ser em-

pregado diretamente como medicamento.
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2006-025.ST25
Listagem de Sequéncia

<110> sanofi-Aventis Deutschland GmbH

<120> Processo de preparagéo de analogo: de insulina com cadeia B terminal dibasica

<130> DE2006/025

<140> 10 2006 031 955.9
<141> 2006-07-11

<160> 20
<170> Verséo de Patente 3.3

<210> 1

<211> 97

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Proteina de fusao de insulina
<400> 1

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe val Asn GIn His
1

Leu Cys Gly Ser His Leu val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu
20 25 30

Arg Gly ghe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro
5 40 45

GIn val Gly GIn val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu
50 55 60

Gln Pro teu Ala Leu Glu Gly ser teu GIn Lys Arg Gly Ile val Glu
65 70 75 80

GIn Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys
85 90 95

Gly

<210> 2

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .

<223> Iniciador insu_a2l_gly_rev
<400>

2
ttttttaagc ttgtcgactc attagccgca gtagttctcc agctg

<210> 3
<211> 45
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<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> |niciador 1ns_gly_a2l_rev
<400> 3

ttttttccat gggtcgacta tcagccacag tagttttcca getgg

<210> 4

<211> 48

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciadoralpha_insf1l
<400> 4

ttttttggat cctttggaat aaaagatttg ttaaccaaca cttgtgtg

<210> S

<211> 44

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador ins_gly_rev2
<400> 5

ttttttccat gggtcgctat cagccacagt agttttccag ctgg

<210> 6

<211> 49

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .

<223> Iniciador ins_gly_rev2
<4Q0> 6

tttrtggege cgaattcact actattagcc acagtagttt tccagetgg
<210> 7

<211> 40

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .

<223> |niciador pich_insgly_dirf
<400> 7

ttttttctcg agaaaagatt tgttaaccaa cacttgtgtg

<210> 8

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .
<223> |niciador pich_insgly_dirrev
<400> 8

trttttggcg ccgaattcac tactattage cac

45

48

44

49

40

33
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<210> 9

<211> 39

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador alpha_LT_H6_hirfl
<400> 9

gcaccatcat caccatcact atactgactg cactgaatc

<210> 10

<211> 48

<212> DNA

<213> Artificial

<220> _
<223> Iniciador alpha_LT_H6_hirf2
<400> 10

gaaggggtac ctttggataa aagacttacg caccatcatc accatcac

<210> 11

<211> 44

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> |niciador Hir_entero_insf
<400> 11

cttcaggacg atgacgataa atttgttaac caacacttgt gtgg

<210> 12

<211> 41

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .
<223> Iniciador Hir_entero_insrev
<400> 12

tttatcgtca tcgtcctgaa ggctgaaggt attcctcagg g

<210> 13

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador alpha_1t_enterof
<400> 13

gaaggggtac ctttggataa aag

<210> 14
<211> 5
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

39

48

a4

41

23
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<223> Sequéncia de Identificagdo

<400>

14

AsSp Asp Asp Asp Lys
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

44

DNA
Artificial

Iniciador Desphefl
15

cttcagggaa attcggcacg agttaaccaa cacttgtgtg gtte

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16

44

DNA
Artificial

Iniciador Desphe_revl
16

gaaccacaca agtgttggtt aactcgtgcc gaatttccct gaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17

45

DNA
Artificial

Iniciador Ala_b31f1
17

cttctacact ccaaagacgg ctcgtggtat cgttgaacaa tgttg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

18

45

DNA
Artificial

Iniciador aAta_b31lrevl
i8

caacattgtt caacgatacc acgagccgtc tttggagtgt agaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19

42

DNA
Artificial

Iniciador Lys_b31f
19

cttctacact ccaaagacga aaggtatcgt tgaacaatgt tg

44

44

45

45

42



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20

42

DNA
Artificial

Iniciador Lys_b31lrev
20

28

2006-025.5T125

caacattgtt caacgatacc tttcgtcttt ggagtgtaga ag

42
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REIVINDICAGCOES

1. Processo para preparagdo de um analogo de insulina ou um
derivado do mesmo, no qual

um aminoacido bdsico, ocorrendo naturalmente, é amidado ou
protegido em C-terminal com um grupo protetor, ou um peptideo que consis-
te em aminoacidos basicos, ocorrendo naturalmente, ou seus analogos ou
derivados e é amidado ou protegido em C-terminal com um grupo protetor, é
adicionado

sobre um anélogo de insulina inicial ou um derivado do mesmo,
cujo aminoacido C-terminal da cadeia A e/ou B é selecionado do grupo com-
preendendo aminoacidos basicos, ocorrendo naturalmente, ou analogos ou
derivados, sobre um dos ditos aminoacidos C-terminal na presenga de uma
enzima tendo a atividade biolégica de tripsina, e o resultante analogo de in-
sulina modificado é purificado e opcionalmente o grupo amida ou grupo pro-
tetor de C-terminal do aminoacido ou peptideo adicionado é eliminado.

2. Processo de acordo com a reivindicado na reivindicagao 1,

onde o analogo de insulina é caracterizado pela férmula geral |
S

) |
R1-(A1-A5)-Cys-Cys-(A8-A10)-Cys-(A12-A19)-Cys-A21-R2
(cadeia A)

R3-B1-Val-B3-GIn-His-Leu-Cys-(B8-B18)-Cys-(B20-B26)-B27-B28-B29-B30-
R4-R5
(cadeia B)

na qual os significados sao

(A1-A5) os residuos de aminoacidos em posi¢cdes A1 a A5 da
cadeia A de insulina humana ou insulina animal,

(A12-A19) os residuos de aminoacidos em posicoes A12 a A19

da cadeia A de insulina humana ou insulina animal,



10

15

20

25

30

A21 um residuo de aminoacido ocorrendo naturalmente,

(B8-B18) os residuos de aminoacidos em posi¢coes B8 a B18 da
cadeia B de insulina humana ou insulina animal,

(B20-B26) os residuos de aminoacidos em posi¢goes B20 a B26
da cadeia B de insulina humana ou insulina animal,

(A8-A10) os residuos de aminoacidos em posi¢gdes A8 a A10 da
cadeia A de insulina humana ou insulina animal,

B30 uma ligagdo quimica ou um residuo de aminoacido ocorren-
do naturalmente,

B1 uma ligagao quimica ou um residuo de aminoacido ocorrendo
naturalmente,

B3 um residuo de aminoacido ocorrendo naturalmente,

B27, B28 e B29 um residuo de aminoacido ocorrendo natural-
mente,

R1 um grupo amino ou um a trés residuos de aminoacidos ocor-
rendo naturalmente,

R2 um grupo carbéxi ou um a trés residuos de aminoacidos o-
correndo naturalmente,

R3 um grupo amino ou um a trés residuos de aminoacidos ocor-
rendo naturalmente,

R4 uma ligagdo quimica ou um a trés residuos de aminoacidos
ocorrendo naturalmente, onde o residuo de aminoacido ocorrendo em C-
terminal representa um aminoacido basico,

R5 um ou dois residuos de aminoacidos basicos cujas extremi-
dades C-terminais sao livres ou contém amidadas,

onde o residuo de aminoacido cuja por¢ao C-terminal esta ligada
a N-terminal de R5 é selecionado de um grupo compreendendo aminoacidos
béasicos, ocorrendo naturalmente.

3. Processo de acordo com qualquer das reivindicagdes 1 ou 2,

onde o andlogo de insulina inicial é caracterizado pela férmula geral |
S S
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R1-(A1-A5)-Cys-Cys-(A8-A10)-Cys-(A12-A19)-Cys-A21-R2
(cadeia A)

| | o
R3-B1-Val-B3-GIn-His-Leu-Cys-(B8-B18)-Cys-(B20-B26)-B27-B28-B29-B30-
R4
(cadeia B)

em que R1, (A1-A5), (A8-A10), (A12-A19), A21, R2, R3, B1, B3,
(B8-B18), (B20-B26), B27, B28, B29, B30 e R4 sdo definidos como na rei-
vindicagao 1, e o residuo de aminoacido de C-terminal da cadeia B é sele-
cionado de um grupo compreendendo aminoacidos basicos, ocorrendo natu-
ralmente.

4. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
3, onde o aminoéacido basico, ocorrendo naturalmente, que € amidado ou
protegido em C-terminal com um grupo protetor é arginina amidada em C-
terminal ou arginina protegida em C-terminal com um grupo protetor.

5. Processo de acordo com qualquer urha das reivindicagdes 1 a
4, onde o andlogo de insulina modificado é insulina humana Gly(A21),
Arg(B31), Arg(B32) cuja extremidade C-terminal da cadeia B é amidada.

6. Processo de acordo com a reivindicagao 5, em que o analogo
de insulina inicial é insulina humana Gly(A21), Arg(B31).

7. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a
6, onde o analogo de insulina inicial & preparado por expressao recombinan-
te de uma proteina precursora compreendendo a cadeia A e a cadeia B do
analogo de insulina inicial.

8. Processo de acordo com a reivindicagdo 7, onde um gene que
€ parte de um replicon é expresso.

9. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 7
ou 8, conde uma bactéria ou uma levedura é usada como célula hospedeira.

10. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 7

a 9, onde a proteina precursora é secretada apds expressao.
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11. Processo de acordo com a reivindicagao 10, onde a proteina
precursora € isolada do sobrenadante celular de bactérias ou leveduras.

12. Processo para preparagao de analogos de insulina modifica-
dos de acordo com a reivindicagdo 9, onde a proteina precursora € isolada
do periplasma de uma bactéria.

13. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 7
a 10, onde a proteina precursora obtida como reivindicado em qualquer uma
das ditas reivindicagbes é submetida a um processo de dobra e clivagem
enzimatica.

14. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 6, onde o analogo de insulina inicial é preparado por expressao direta re-
combinante.

15. Processo de acordo com uma ou mais das reivindicagdoes 1 a
14, onde a enzima tendo a atividade biolégica de tripsina é selecionada do
grupo compreendendo tripsina humana, tripsina suina, tripsina bovina, e
uma variante de tripsina humana, tripsina suina e tripsina bovina.

16. Processo de acordo com uma ou mais das reivindicagdes 1 a
14, onde a enzima tem atividade lisil endopeptidase.

17. Processo de acordo com uma ou mais das reivindicagdes 1 a
15, onde a extremidade C-terminal da cadeia B do analogo de insulina modi-
ficado é subsequentemente desprotegida em uma reacao de hidrélise.

18. Processo de acordo com uma ou mais das reivindicagdes 1 a
17, no qual o resultante andlogo de insulina é insulina humana Gly(A21),
Arg(B31), Arg(B32).

19. Uso de um analogo de insulina preparado como definido nas
reivindicagbées 1-16 ou de um derivado do mesmo, cujo aminoacido C-
terminal da cadeia A e/ou B estd amidado como medicamento.

20. Anélogo de insulina ou um derivado do mesmo, obtenivel
como definido em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 16, cujo aminoa-

cido C-terminal da cadeia A e/ou B esta amidado.



RESUMO
Patente de Invengdo: "PROCESSO PARA PRODUCAO DE ANALOGOS
DE INSULINA COM CADEIA B-TERMINAL DIBASICA".

A presente invengdo refere-se a um processo de produgéao de
um tipo de insulina cujo precursor é geneticamente engendrado e, conver-
tendo o dito precursor a respectiva insulina através da reagao de ligagao ca-
talisada por enzima com lisinamida ou arginamida, ou por lisina ou arginina,
a qual é modificada por grupos de protegdo, e opcionalmente por hidrélise

subsequente.
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