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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para
"PRECURSOR DE INSULINA HUMANA OU SEU ANALOGO, E SEU
EMPREGO".

A presente invencdo refere-se a um derivado sintético do
peptideo C de pré-insulina. Pré-insulina, contendo esse derivado, apre-
senta de diversas maneiras melhores propriedades do que a pro-
insulina de macacos usual, particularmente o rendimento final dos res-
pectivos derivados de insulina € aperfeicoado pela preparacao por téc-
nica genética.

O numero dos doentes de diabete cresce continuamente no
mundo todo. Proporcionalmente a isto, aumenta a necessidade de insuli-
na ou derivados de insulina. Assim, existe a tarefa de otimizar o processo
em questdo tendo em vista o rendimento da substancia ativa. No pedido
de patente europeu EP-B1 0 489 780 € sugerido um processo para prepa-
racao de insulina ou derivados da mesma. Os vetores ali descritos servem
para preparacado de insulina humana com o plasmideo pINT 90d ou como
plasmideos de partida para construcdo dos plasmideos pINT302d descri-
tos no pedido de patente europeu EP-A 0 821 006, que servem para pre-
paracdo de um derivado de insulina His(B31) His (B32) Gly(A21), ou para
construcao do vetor pINT329d descrito no pedido de patente europeu EP-
A 0 885 961, que serve para preparacdo do derivado de insulina Lys(B3)
Glu(B29).

Verificou-se entdo que derivados de pré-insulina particularmente
vantajosos sdo aqueles da férmula I,

Fus-B(1-30)-RDVP-Y,-A(1-21) (I);
sendo que:

Fus é uma fracdo de fus@o opcionalmente disponivel de

qualquer sequéncia;

B(1-30) ¢é a cadeia B de insulina humana,

Y representa uma cadeia de aminoacido, que termina
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com um aminoacido basico no C terminal;
n é igual a 2 até 50 e indica o comprimento da cadeia
de aminoacido Y; e

A(1-21) é a cadeia A de insulina humana,

e a cadeia A e/ou a B podem ser modificadas por troca de aminoacido, dele-
cbes e/ou adigbes. Surpreendentemente, sdo verificadas, assim, depen-
dendo da composicao da insulina de cadeias A ou B, diversas vantagens
iguais e diferentes umas das outras.

Caso a cadeia humana B esteja vantajosamente ligada a cadeia
humana A sobre o peptideo C, entdo se origina uma pré-insulina, que se
comporta em relagéo ao rendimento da expressao como pro-insulina do tipo
selvagem, cujo processamento enzimatico para insulina é mais facilmente
controlavel, de modo que nao se origine nenhum traco perturbavel de cadeia
B prolongada por arginina, que precise ser separado na preparaciao de me-
dicamentos, através da qual ocorrem perdas de rendimento.

Caso uma cadeia B prolongada com di-histidina no C terminal
seja ligada a cadeia A de insulina humana, que contém glicina na posicao
A21, com o peptideo C de acordo com a invengéo, verifica-se um aumento
no rendimento da expressao em torno de 20% em comparagdo com os ren-
dimentos atingiveis com o plasmideo pINT90d, e um rendimento quase cinco
vezes maior do que aquele observado com o plasmideo pINT 302d. Além
disso, a conducgdo do processamento enzimatico é igualmente simplificada,
como foi descrito anteriormente.

Caso ligue-se uma cadeia B modificada por Lys(B3) Glu(B29)
com a cadeia A de insulina humana com o peptideo C modificado, entéo ve-
rifica-se melhores propriedades de desdobramento do derivado de pro-
insulina em comparagao com a pré-insulina codificada a partir de pINT329d.
O rendimento de proteina de fusado bruta € aumentado e atinge um nivel i-
gual ao que foi observado com o plasmideo pINT90d. Além disso, a condu-
cao do processamento enzimatico é simplificada.

Uma forma de execucao particularmente vantajosa do novo pep-

tideo C novo é caracterizada pela seguinte sequéncia de aminoacidos:
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CGCGATGTTCCTCAGGTGGAGCTGGGCGGGGGCCCTGGCGCAGGCAGCCTGCAGCCCTTG
R DVPQVETLTGGGPGAGSTLOQZPL -

GCGCTGGAGGGGTCCCTGCAGAAGCGC (SEQID NO.: 1)

A L EG S L Q K R (SEQID NO.: 2)

E igualmente indicada uma de muitas sequéncias de DNA pos-
siveis, que codificam o peptideo C indicado.

Um objeto da invengdo € um precursor de insulina humana ou
um analogo de insulina da formula |

Fus-B(1-30)-RDVP-Y,-A(1-21) n;
sendo que:

Fus é uma fracdo de fusdo opcionalmente disponivel de

qualquer sequéncia;

B(1-30) é a cadeia B de insulina humana,

Y representa uma cadeia de aminoacido, que termina

com um aminoacido basico no C-terminal;

n é igual a 2 até 50 e indica o comprimento da cadeia de

aminoacido Y; e

A(1-21) é a cadeia A de insulina humana,

e a cadeia A efou a B podem ser modificadas por troca de aminoacido, dele-
coes efou adi¢des, particularmente onde Y, representa os aminoacidos 5 até
35 do peptideo C de insulina humana ou de macacos, de preferéncia onde
Y, representa os aminoacidos 11 até 35 de insulina humana.

Um outro objeto da invengéo sdo precursores, como 0s supraci-
tados, sendo que a cadeia B de insulina humana contém as modificactes
Lys (B3) Glu (B29), ou sendo que as cadeias B e A de insulina humana con-
tém as modificagdes His (B31) His (B32) Gly (A21).

Além disso, € objeto da invengdao um DNA que codifica para um
precursor, conforme acima descrito.

lgualmente € objeto da invengao um vetor, compreendendo um
DNA, que codifica para um precursor como acima descrito, de preferéncia,

caracterizado pelo fato de que o vetor € um vetor de expressao apropriado
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para a expressao em E. coli.

Um outro objeto da invengédo é uma célula de E. coli, contendo

um vetor conforme acima descrito.

Um outro objeto da invengéo é um processo para preparacgao de

um precursor como acima descrito, sendo que:

(@)

(b)
(c)

(d)

€ introduzido um DNA como acima descrito em um vetor
como acima descrito;

o vetor de (a) é implantado em uma célula de E. coli;

a célula de E. coli de (b) contendo o vetor de (a) é utilizada
para a expressao; e

o precursor é isolado do residuo de cultura.

Além disso, é objeto da invengdo um processo para preparacao

de um DNA como descrito acima, sendo que:

(a)

(b)

partindo-se do cDNA humano ou da insulina de macacos,
esse DNA é gerado por meio de PCR e outras técnicas mo-
leculares biolégicas e

é isolado.

Um outro objeto da invengéo € um processo para preparagao de

insulina humana, ou de um analogo de insulina, sendo que:

(@

(b)

()

e preparado um precursor como descrito acima de acordo
com o processo conforme acima descrito;

o precursor de acordo com (a) € dobrado sob condicées
apropriadas, de modo que as pontes dissulfeto podem se
formar na insulina humana, e a fracdo de RDVP-Y, e op-
cionalmente a fragao de fusdo Fus sdo removidas enzima-
ticamente; e

a insulina humana ou o analogo de insulina é purificado.

Um outro objeto da invengao € o emprego de um precursor con-

forme acima descrito para preparagao de insulina ou de um analogo de insu-

lina, sendo que de preferéncia a preparacao de insulina ou de um analogo

de insulina ocorre de acordo com o processo supradescrito.

Além disso, é objeto da invengao o uso de um DNA como supra-
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descrito para preparagao de um precursor conforme supradescrito.

Também é objeto da invengado o emprego de um vetor como su-
pradescrito para preparagao de um precursor como supradescrito.

Um outro objeto da invencao é o emprego de uma célula de E. coli
como supradesctrito para prepara¢ao de um precursor como supradescrito.

A invencado é minuciosamente esclarecida por meio dos exem-
plos, sem se limitar a eles. '

Exemplo 1: Expressao de derivados pro-insulina

A expressao ocorre como descrito na EP-B1 0 489 780. Assim
podem ser introduzidas modificagdes na fermentagao em grandes volumes.
Para comparacéo das taxas de expressao sdo mantidas sempre as mesmas
condigbes.

Para a elaboragdo em escalas maiores é valida, em geral, a for-
mula de fermentagéo, por exemplo, para um volume de 7,5 litros, tal como
aqui descrita:

Volume de Fermentacao: 7,51

Condigdes de esterilizacao: 121°C, 20 minutos, em pH 3,5,

apos esterilizagao com NH3; ajus-

tadoem 7,0.

Temperatura de fermentagao: 37°C

Regulagem do pH: pH 7,0, ajuste com agua amoni-
acal 25%.

Velocidade de rotacao: 1500 rpm

Aeracao: 15 Nl/min (2 vwwm)

Duracéo: cerca de 24 horas

Alimentacéo: dosou-se glicose em uma con-

centracao de 65% a um valor de
OTR de 200 mmol’ h™ com uma
taxa constante de 12 gi"'h™".
Pré-cultura: uma cultura sob agitagao foi inje-
tada com uma ampola de seme-

adura e incubada por 3-4 horas a
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37°C, 250 rpm até um OD Asgo ~1.

Vacina: O fermentador foi injetado com
cerca de 40 ml de pré-cultura.
Indugao: A um Asy de 240 com 40 mg/l

(300 mg/fermentador) de acido
indolpropiénico dissolvido em
cerca de 10 ml de uma solucéo
aquosa de Na,CO3; (com 0,17 g
de Na;COs).

Aqui NL = litro normal, vvm = volume/volume/minuto e OTR =

taxa de transferéncia de oxigénio.

Meios de fermentacao:

Numero da férmula GAI 100/95-000: quantidade g/|
Glicose-1-hidrato, D(+) min. 80% 44
Acido citrico-1-hidrato 3,48
Sulfato de aménio min. 95% 6,0
acido fosférico, orto, 85% 2,99
potassio di-hidrogenofosfato 1,18
Sulfato de sodio 3,0
Sulfato de magnésio-7-hidrato, minimo 98% 2,0
Sulfato de ferro(lll) x H,O 0,5
Solugdo de elementos trago: RL 1/85-000 1,0 ml
Tiamina - HCI 0,005
Desmofen 3600 0,5
Solugao de elementos traco:
RL 1/85-000 Quantidade g/I
Sulfato de cobre(ll) -5-hidrato 1,6
lodeto de potassio 4.0
Molibdato de amdnio-4-hidrato 8,0
Sulfato de manganés(il)-1-hidrato 12,3
Sulfato de zinco - 7 -hidrato 16
Acido bérico 20
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Meio no baldo de vidro com agitagao: Quantidade g/l
Extrato de fermento 8,0

Glicose 1,0

NaCl 3,5

KH2PO4 1,32

KoHPO4 3,68

Exemplo 2: Preparagao de insulinas

A preparagao de insulinas ocorre de acordo com processos co-
nhecidos, como eles sdo descritos ou discutidos, por exemplo, na EP-
B1 0 489 780 ou EP-A 0 885 961. Preferido para o dobramento e elaboragéo
da respectiva proteina de fusdo é o processo descrito na EP-B1 0 668 282
(vide exemplo 2). Desta forma, apés o dobramento de acordo com a EP 0
288 809, a formulagao pode ser filtrada antes de elaboragées adicionais.

Exemplo 3: Construcdo do plasmideo pINt358d que codifica a
pré-insulina B-RDVP C14.35-A humana derivatizada da cadeia C.

Para preparagéao do plasmideo foram empregados os iniciadores
Tir e Insu 11 descritos na EP-B1 0 489 780. Adicionalmente foram sintetiza-
das duas novas sequéncias de iniciador.

O iniciador PINT358flll tem a seguinte sequéncia:

5"- CCC AAG ACC CGC GAT GTT CCT CAG GTG GAG CTG GGC GGG GGC CCT - 3" (SEQ ID NO.:3)
B28 B29 B30 Arg Asp Val Pro Cl1 C12 Ci13 Cl14 CI5 C16 C17 Cl18 (SEQIDNO.: 4)

O iniciador PINT358revll tem a sequéncia:
5'-CAGCTCCACCTGAGGAACATCGCGGGTCTTGGGTGTGTAG-3' (SEQ ID NO.:5)

Com o DNA do plasmideo pINT90d como matriz, € realizada
uma reag¢do de PCR com os pares de iniciadores Tir/PINT358 revll e Insu
11/PINT358flll correspondentes a EP-B1 0 489 780. Aliquotas dos produtos
de ambas as reag¢bes sdo combinadas e juntamente com o par de iniciado-
res Tir/Insu 11, sdo submetidos a uma terceira reacdo de PCR. O produto
dessa reacao & duplamente digerido com as enzimas Sall/Ncol e o produto
dessa digestao com restricao € inserido apés a purificagao no DNA do vetor
aberto com o Ncol/Sall do plasmideo pINT91D igualmente descrito na EP-B1
0 489 780. O plasmideo assim construido apresenta a denominagao

pINT358d. A estrutura é confirmada por meio de andlise de sequéncia de
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DNA. Células de E. coli competentes sdo transformadas com o DNA do
plasmideo. A expressao da pré-insulina em bactérias ocorre de acordo com
o exemplo 1. Apés o dobramento de acordo com o exemplo 2 ocorre a trans-
formacao enzimatica da pré-insulina em insulina e purificagdo posterior de
acordo com a EP-B1 0 347 781. Assim, em comparagdo com O processo
derivado de pINT90d, na etapa da cromatografia por troca i6nica, pode ser
adicionalmente detectado um subproduto, ja que esse nao esta contaminado
com insulina Arg(B31).

Exemplo 4: Constru¢do do plasmideo pINT362d para prepara-
¢éo de proé-insulina Lys(B3)Glu(B29) - RDVP-C11.35

Para construgao do plasmideo sdo necessarios DNA dos plas-
mideos pINT329d e pINT358d como matriz e o iniciador Tir e Insu 11. Adi-
cionalmente dois novos iniciadores Salforward e 329 rev sao sintetizados.

O iniciador Salforward tem a sequéncia:
5'-TACACACCCGAGACCCGCGATGTTCCTCAGG-3' (SEQ ID NO.:6)

Aqui o pedaco marcado em negrito representa a sequéncia que
hibridiza com o plasmideo pINT358d, enquanto que a parte restante € homo-
loga as sequéncias do pedago codificador da cadeia B do plasmideo
pINT329d.

O Iniciador 329rev tem a seguinte sequéncia:
5'-CCTGAGGAACATCGCGGGTCTCGGGTGTGTAG-3' (SEQ.ID NO.:7)

Assim, o trecho em negrito marca a regido, que € homologa a
cadeia anti-sentido, que forma a extremidade da cadeia B, e o tripleto des-
creve a arginina no plasmideo pINT329d. A sequéncia restante hibridiza com
o plasmideo pINT358d. Duas reacées de PCR sao realizadas. Assim o DNA
do plasmideo pINT 329 d serve como matriz para o par de iniciador DNA
Tir/329rev e pINT 358d como matrizes para o par Salforward/ Insu 11.

Ambas as reagdes resultam em fragmentos, que se sobrepdoem
a sequéncia do iniciador Salforward. Assim ambos os fragmentos s&o unifi-
cados em uma terceira reacdo de PCR e sao acrescentados com o auxilio

do iniciador Tir e Insu1t em uma sequéncia de DNA, que codifica os analo-

gos de insulina. Esse produto de reagéo é dissociado com as enzimas de
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restricdo Ncol/Sall e em seguida inserido no fragmento do vetor pINT91d
aberto por Sall/Ncoll . As células competentes da cepa de E. coli K12 MM
294, sao transformadas com uma respectiva reagao de ligagao. O DNA do
plasmideo é isolado e caracterizado por transformantes. O plasmideo corre-
to possui a denominagao pINT362d.

Apoés a expressao verifica-se um rendimento bruto comparavel a
pINT90d de proteina de fusao. Entretanto o rendimento dobrado verificado
em comparacgao a pINT329d é cerca de 40 % melhor.

A estrutura da proteina de fusao codificada por pINt362d &€ como

se segue:
MATTSTGNSAR  FVKQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPET RDVPQVELGGGPG

Fracao de fusao Cadeia B Cadeia C
AGSLQPLALEGSLQKR  GIVEQCCTSICSLYQLENYCN (SEQ ID NO.: 8)
Cadeia C (continuagao) Cadeia A

Exemplo 5: Construcdo do plasmideo pINT349d para prepara-
¢ao de Pro6-insulina His(B31), His (B32) Gly(A21) - RDVP-C14.35

Primeiramente é preparado o plasmideo pINT140d, cujo DNA
codifica o analogo de insulina, Gly (A21)- insulina. |

Para tanto sdo necessarios dois oligonucleotideos para emprego
em uma reacao de PCR como iniciador:

Oligonucleotideo Tir € empregado como "sentido" e o oligonu-
cleotideo 140 drev é empregado como iniciador "antissentido":

140drev 5"- AAAGGTCGACTATTAGCCGCAGTA -3° (SEQ ID NO.: 9)

Stop Stop Gly Cys Tyr
A21A20 A19

Ambos os iniciadores sdo empregados com uma PCR padrao de
reacao com DNA do plasmideo pINT90d. O produto de reagao respectiva-
mente de acordo com a EP-B1 0 489 780 é reagido com as enzimas de res-
tricao Ncol e Sall e em seguida empregado no respectivo vetor pINT69d a-
berto. Forma-se o plasmideo pINT140d que é reisolado ap6s transformacéao
em E. coli K12 MM294 e é caracterizado por meio de analise de restricao e
de sequéncia.

Partindo do DNA do plasmideo pINT140d sao realizadas duas
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reacoes de PCR. A primeira reacao utiliza o iniciador Tir e como iniciador

reverso PINT349a com a seguinte sequéncia:

Val GIn Pro Val Asp Arg His His Thr Lys Pro Thr Tyr (SEQ ID NO.: 10)
5- CACCTGAGGAACATCGCGGTGGTGGGTCTTGGGTGTGTAG - 3°

(SEQID NO. 11)
ci2c11 ~ * * * * B30 B29 B28 B27B26

Aqui as sequéncias marcadas com estrelas denominam os cé-
dons para os aminoacidos recentemente introduzidos.
A segunda reagao de PCR é realizada com os iniciadores Inu11

e PINT349b. O iniciador PINT349b tem a sequéncia:

Pro Lys Thr His His Arg AspVal Pro Gin Val Glu Leu (SEQ ID NO.: 12)
5" - ACCCAAGACCCACCACCGCGATGTTCCTCAGGTGGAGCTG -3~
(SEQ ID NO.: 13)
B28 B29B30 * . * * * * (C11C12C13C14

Da posicao 34 até a posi¢ao 1 da sequéncia de DNA o iniciador
é complementar a pINT349a. Portanto, os produtos de reacao das duas rea-
¢oes de PCR podem ser inseridos ao fragmento de DNA em uma terceira
reagao de PCR com o iniciador Tir e Insu11, que codifica o derivado de pro-
insulina desejado. O produto dessa reacédo &, conforme descrito, reagido
com as enzimas Ncol e Sall e introduzido neste fragmento de vetor pINT91d
aberto com as enzimas e transformados com E. coli K12. Apés a caracteri-
zagao do plasmideo a partir de transformantes, construgdes de plasmideo
verdadeiras obtém a denominacédo pINT349d.

Ao se exprimir a proteina de fusdo, entdo mostra-se um visivel
aumento dos rendimentos da proteina de fusao. O rendimento é surpreen-
dentemente cerca de 20% maior do que o atingido com pINT90d, e é cerca
de 5 vezes maior do que o atingido com plasmideo pINT30d. A taxa de do-
bramento & assim comparavel com a taxa atingida da pré-pré-insulina de

macacos, codificada de pINT90d.
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REIVINDICACOES
1. Precursor de insulina humana ou de um analogo da insulina,
caracterizado pelo fato de ser aquele definido pela SEQ ID No. 8.
2. Emprego de um precursor de insulina humana ou de um ana-
5 logo da insulina, como definido na reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de

ser na preparacao de insulina ou de um anéalogo de insulina.
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